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RESUMO

PEREIRA, T.A. Obtencao e caracterizacio de nanoemulsoes O/A a base de dleo de
framboesa (Rubus idaeus), maracuja (Passiflora edulis) e péssego (Prunus persica):
avaliacido das propriedades hidratantes da formulacao.2011.102f.Dissertagdo (Mestrado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo
Preto, 2011.A pele é constituida por duas camadas: a epiderme e a derme sendo que a camada
mais superficial da epiderme, o estrato cérneo, camada mais superficial da pele € responsavel
pela sua funcdo de barreira. Os hidratantes sdo formulacdes destinadas a manter o contetido de
dgua na pele, uma vez que a hidratacdo é essencial para manter a funcdo barreira integra.
Assim, emulsdes fluidas e semi-fluidas como as nanoemulsdes, que apresentam glébulos na
faixa de 20-200 nm estdo sendo amplamente utilizadas como veiculos em produtos
cosméticos por apresentarem vantagens em relacdo as macroemulsdes, como melhor
espalhabilidade e penetracdo, além de possuirem uma maior estabilidade cinética. O emprego
de 6leos vegetais como constituintes das nanoemulsdes tem sido cada vez mais notério, uma
vez que esses Oleos sdo capazes de repor as fracdes lipidicas da pele hidratando-a. Desta
forma, o presente trabalho tem como objetivo obter e caracterizar nanoemulsdes O/A a base
de Oleo de framboesa, maracujd e pé€ssego e avaliar as propriedades cosméticas da
formulagdo. A atividade antioxidante dos 6leos foi avaliada por meio do método do DPPH'.
O EHL da fase oleosa foi entdo determinado utilizando-se os tensoativos lipofilicos
monolaurato de sorbitano e mono-oleato de sorbitano e os tensoativos hidrofilicos
polissorbato 20 , polissorbato 80 e PEG 36 castor oil combinados entre si de modo a originar
5 sistemas bindrios. A nanoemulsdo foi obtida pela metodologia EPI (Emulsion phase
inversion), utilizando-se os tensoativos lipofilicos monooleato de sorbitano e PEG-15 castor
oil e os tensoativos hidrofilicos PEG-30, PEG-36, PEG-40 e PEG-54 castor oil combinados
entre si, e as caracteristicas fisico-quimicas da nanoemulsio foram determinadas. A
nanoemulsdo estdvel e com menor tamanho de glébulo foi aditivada de (i) lanolina etoxilada e
(i1) lanolina acetilada em diferentes concentragdes e as alteragdes nas caracteristicas fisico-
quimicas das nanoemulsdes foram avaliadas. As nanoemulsdes aditivadas de lanolina
acetilada e lanolina etoxilada foram submetidas a testes de estabilidade preliminar e acelerada
e a avaliacdo da influéncia dos derivados de lanolina na hidratacdo, oleosidade, valor de pH
cutaneo e formacdo de eritema foram avaliados. A mistura dos 6leos apresentou maior
atividade antioxidante que os dleos separadamente. O EHL requerido para a fase oleosa da
emulsdo foi igual a 9 e nanoemulsdes com menor tamanho de glébulos foram obtidas com o
par de tensoativos monooleato de sorbitano e PEG 36 castor oil. A lanolina tanto etoxilada
quanto acetilada provocou alteragdes nas propriedades fisico-quimicas da nanoemulsdo
inicial. Frente aos testes de estabilidade, a formulacdo aditivada de lanolina etoxilada
mostrou-se mais estdvel que a formulag@o aditivada de lanolina acetilada. As nanoemulsdes
aditivadas de derivados de lanolina provocaram maior hidratacdo da pele e aumento da
oleosidade quando comparada a nanoemulsido ndo aditivada, ndo havendo alteracdo no valor
de pH cutineo e formagdo de eritema quando as formulacdes (tanto aditivadas quanto néo
aditivada) foram aplicadas.

Palavras chave: nanoemulsdes, EHL, dleos vegetais, hidratacdo da pele, estabilidade.
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ABSTRACT

PEREIRA, T.A. Preparation and characterization of O/W nanoemulsion composed by
raspberry (Rubus idaeus), passionflower (Passiflora edulis) and peach (Prunus persica)
oils: evaluation of the cosmetics properties of the formulation.2011. 102f. Dissertation
(Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2011.

The skin consists of two layers: the epidermis and dermis. The most superficial layer of the
epidermis, the stratum corneum is responsible for barrier function, so moisturizing
formulations are designed to maintain the water content in the skin, since hydration is
essential for maintaining the barrier function intact. Thus, fluid and semi-fluid emulsions as
the nanoemulsions that present droplets in the range of 20-200 nm are widely used in
cosmetics as vehicles because they present advantages over macroemulsdes as better
spreadability and penetration, and they have greater stability kinetics. The use of vegetable
oils as components of the nanoemulsion has been increasingly clear, since these oils are able
to replace the lipid fractions of skin moisturizing it, and they have other activities of cosmetic
concern. Thus, this study aims to obtain and characterize O/W nanoemulsions composed by
raspberry, passion fruit and peach oils and evaluate the cosmetic properties of the formulation.
The antioxidant activity of the oils was evaluated by the DPPH “method. The HLB of the oil
phase was then determined using the lipophilic surfactants sorbitan monolaurate and sorbitan
monooleate and the hydrophilic surfactants polysorbate 20, polysorbate 80 and PEG 36 castor
oil combined among themselves in order to create five binary systems. The nanoemulsion
was obtained by the methodology EPI (Emulsion phase inversion), using the lipophilic
surfactants sorbitan monooleate, PEG-15 castor oil and hydrophilic surfactants PEG-30, PEG-
36, PEG-40 and PEG-54 castor oil combined among themselves, and the physicochemical
characteristics of the nanoemulsion was determined. The stable nanoemulsion and with
smaller droplet size was additivated (i) ethoxylated lanolin and (ii) acetylated lanolin in
different concentrations and changes in physico-chemical properties of nano-emulsions were
evaluated. Nanoemulsions were tested for primary and accelerated stability and the influence
of derived from lanolin in hydration, skin pH, oily skin and training erythema were evaluated.
The mixture of the oils showed higher antioxidant activity than oils separately. The required
HLB for the oil phase of emulsion was equal to 9 and nanoemulsion with smaller droplet size
were obtained with the pair of surfactants sorbitan monooleate, PEG 36 castor oil.
Ethoxylated an acetylated lanolin caused changes in physico-chemical properties of
nanoemulsions. The formulation additivated of ethoxylated lanolin was more stable than the
formulation additivated of acetylated lanolin front accelerated stability testing.
Nanoemulsions additivated of lanolin derivatives caused a higher skin hydration and increase
oily skin when compared to the nanoemulsion without additives, with no change in the value
of skin pH and erythema formation when the formulations (both with additives and without
additives) were applied.
Keywords: nanoemulsion EHL, vegetable oils, skin hydration, stability
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1 INTRODUCAO

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano sendo constituida por duas camadas; a
epiderme e a derme e uma camada subcutinea, a hipoderme; desempenhando trés fungdes
principais: transmissdo de estimulos e sensacdes, regulagdo da temperatura corporal e
protecdo. A camada mais externa da epiderme, o estrato cdrneo, estd diretamente ligada a
funcdo barreira da pele, evitando a desidratacdo excessiva, mantendo a pele hidratada
(PAILLER-MATTEI et al., 2007; RIBEIRO, 2010).

Cosméticos hidratantes sao formula¢des complexas, destinados a manter o conteido
de dgua na pele entre 10% e 30%, uma vez que a hidratacdo cutanea € essencial para manter a
funcdo barreira integra, percebida tatilmente como uma pele suave, macia, delicada.

Emulsdes fluidas e semi-fluidas estdo sendo amplamente utilizadas como veiculo em
formulacdes cosméticas (ECLESTON, 1997) entre as quais destacam-se as nanoemulsdes,
com tamanho de glébulos na faixa de 20-200 nm e que se mostram promissoras na ciéncia
cosmética, uma vez que possuem maior estabilidade cinética, melhores propriedades de
espalhabilidade, penetracdo e hidratacdo quando comparadas as macroemulsdes (THADROS
et al., 2004).

As nanoemulsdes podem ser obtidas por métodos de alta ou baixa energia de
emulsificagdo. Os métodos de alta energia recorrem a energia mecanica, através da utilizacio
de homogeneizadores de alta pressdo ou geradores de ultrassom. Os métodos de baixa energia
de emulsificacdo empregam a energia quimica armazenada no sistema, podendo ocorrer a
temperatura constante, variando-se a composi¢do do sistema- Phase Inversion Composition
(PIC) ou a composicdo constante, variando-se a temperatura do sistema (Phase Inversion
Temperature- PIT) (MORALIS et al., 2008).

Os Oleos vegetais vém sendo constantemente empregados em formulacdes
cosméticas por apresentarem em sua composicio acidos graxos semelhantes aos existentes na
epiderme (LEONARDI, 2004), além de apresentarem atividade antioxidante, auxiliando no
processo antienvelhecimento provocado pelos radicais livres. Neste contexto, o 6leo de
framboesa apresenta constituicdo rica em 4cidos graxos insaturados, sendo os d4cidos
linolénico, alfa linolénico e oléico, os mais abundantes, além de fonte rica em vitamina E,
acido elagico e polifendis, o que lhe confere atividade antiinflamatdria além da capacidade
hidratante. O 6leo de maracuja € rico em acido linoléico, oléico e palmitico, além de 4cido

ascorbico, beta caroteno e flavondides e o dleo de péssego apresenta alto contetido de acido



oléico, ambos atuando na reposicdo das fracdes lipidicas da pele (OOMAH, et al., 2000;
OLIVEIRA; CEREDA, 2003; KABORI; JORGE,2005) .

Além de Odleos vegetais, outros emolientes sdo amplamente empregados como
constituintes de formulacdes cosméticas, como a lanolina, que € uma substancia complexa,
formada por uma mistura de ésteres de alcodis e dcidos graxos, que tem a capacidade de
absorver dgua, proporcionando maior hidratagdo da pele.

Considerando que, para o desenvolvimento de novos produtos cosméticos é
importante o efeito positivo na hidrata¢do da pele e que o objetivo de um produto cosmético é
proteger a pele e retardar o envelhecimento cutaneo, uma série de métodos sdo utilizados para
avaliar a eficdcia de novos produtos cosméticos na hidratacdo cutidnea. A hidratacdo da
superficie da pele pode ser mensurada pela medida da capacitincia elétrica que envolve a
aplicagdo de uma corrente elétrica a baixa frequéncia e intensidade no estrato cérneo. Sdo
realizadas varias medidas comparativas em regides do corpo com e sem a aplicacdo do
produto cosmético com a finalidade de avaliar o efeito hidratante (MAGDASSI 1997;
HARRIS, 2003; WISSING, MULLER, 2003).

Nesta pesquisa, nanoemulsdes contendo 6leo de framboesa (Rubus idaeus), maracuja
(Passiflora edulis) e pé€ssego (Prunus persica), e aditivada de derivados de lanolina foram
desenvolvidas por métodos de baixa energia de emulsificagdo. As caracteristicas fisico-
quimicas das formulagdes foram estudadas, assim como a estabilidade, toxicidade e potencial

cosmeético.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 A pele e a hidratacdo cutinea:

Para melhor entendimento do mecanismo de acdo dos hidratantes, faz-se necessario
um estudo da estrutura e fungdes desempenhadas pela pele, ressaltando que um produto
cosmético deve ter alta eficicia e baixa toxicidade sistémica (LEONARDI,2004).

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, sendo uma fronteira ativa que se interpde
entre o organismo e o ambiente, constituindo cerca de 16% do peso corporal. E responsédvel
por funcdes defensivas e regulatérias como a protecdo contra agressdes mecanicas, que é
medida pela deformacdo reversivel de sua estrutura; a limitagdo da absorcdo de substincias
(fung@o barreira); € responsavel pela absorcdo da radiacdo ultravioleta (UV) e sintese de
vitamina D; controle da temperatura e estabilizacio da pressdo sanguinea. No aspecto
sensorial, equilibra as sensacdes de frio, calor, dor; permite a identificacdo dos individuos por
suas caracteristicas peculiares (RIBEIRO,2010).

A andlise histolégica mostra que a pele é dividida em duas camadas bdsicas: a
epiderme e derme; sendo encontrada logo abaixo da derme uma camada formada por tecido
adiposo, a hipoderme, considerada uma camada subcutianea (Figura 1) (PAILLER-MATTEI
et al., 2007; RIBEIRO, 2010).

Poro o, i Glébnplula
i orpusculo sebacea
suderipare de Meissner

Camada cornea

Epiderme (queratinizada)

Terminacdo
nervosalivre

¥ ; |
Derme— b | / Glandula
¢ : [ ) sudoripara

et Musculo eretor
do pélo

Tecjdo subcutaneo
(adiposo)

Foliculo piloso

Figura 1: Representacdo histoldgica das camadas da pele (epiderme e derme) e da camada
subcutanea, a hipoderme.
Fonte: Natura, (2009).

A epiderme consiste de uma estrutura complexa constituida de varias camadas

também denominadas estratos (Figura 2), formadas por queratindcitos que sdo células



epiteliais estratificadas, que sofrem diferenciacdo a medida que migram da camada basal até a
camada mais superficial da pele, quando descamam em vdrias camadas de células
queratinizadas, anucleadas e sem organelas, chamadas cornedcitos. Para que todo esse evento

ocorra sdo necessarios aproximadamente 30 dias.

Carmada cornea

Camada granulosa

Camada espinhosa

Camada basal

Figura 2: Camadas da epiderme: diferenciacdo dos queratinécitos e formagdo do estrato
corneo.
Fonte: Verdier-Sévrain; Bonté, (2006).

Desta forma, as camadas da pele sdo:

e  (Camada basal: camada mais inferior da epiderme, sendo constituida por células
que se dividem continuamente, dando origem as demais que compdem a epiderme. Nesta
camada ainda encontram-se os melandcitos, células responsaveis pela sintese de melanina,
substancia, responsdvel pela coloragdo, protecio solar natural, e ainda, as células de
Langherans desempenhando papel fundamental no sistema imunolégico da pele (RIBEIRO,
2010).

e (Camada espinhosa: esta camada situa-se acima da camada basal sendo
conhecida também como camada Malphigiana, formada por vérias fileiras de células, sendo
as mais profundas poliédricas e as mais superficiais achatadas. As células sdo ligadas entre si
por pontes intercelulares denominadas desmossomas (RIBEIRO, 2010).

o Camada granulosa: situa-se entre a camada espinhosa e a cérnea, tendo a
espessura de duas ou trés camadas de células carregadas de granulos de querato- hialina. Esta
regido da epiderme é responsavel pela formacao da bicamada de lipidios presente entre as
fileiras de células corneificadas que formam a camada cérnea tendo como fungdo, prevenir a
desidratagdo das camadas subjacentes da epiderme, formar barreira e oferecer resisténcia a
absor¢do percutdnea, atuando também como cimento ao fixar as células queratinizadas umas

as outras, impedindo assim o desprendimento das mesmas (RIBEIRO, 2010).



e  (Camada lucida: presente na palma das maos e planta dos pés conferindo maior
espessamento da pele nessas regides (RIBEIRO, 2010)

e (Camada cérnea: € a camada superior da epiderme, sendo resultado final do
processo de diferenciacdo celular pelo qual passam os queratinécitos. Os cornedcitos, células
que formam esta camada, sdo células anucleadas, poligonais e planas. Na parte mais
superficial da camada cérnea encontra-se o stratum disjunction, ou desprendivel, em processo
continuo de descamacdo. Em situagdes normais, é substituido por outras novas camadas de
células provenientes de camadas mais profundas, o stratum compacto, sendo este mais
compactado, mais espesso e de aspecto mais regular com maior hidratacdo e células unidas
umas as outras por desmossomos. Nesta regido a atividade enzimatica € intensa, diminuindo a
coesdo dos cornedcitos, facilitando a migragdo para o stratum disjunction (RIBEIRO, 2010).

A derme consiste em um tecido resistente e eldstico que proporciona resisténcia
fisica ao corpo frente as agressdes mecanicas, fornece nutrientes a epiderme e abriga os
apéndices cutineos, vasos sanguineos e linfiticos. A derme, constituida por fibras de
coldgeno e elastina, é dividida em duas partes: a derme papilar que se encontra em contato
direto com a epiderme e a derme reticular, localizada abaixo da derme papilar. As fibras
coldgenas conferem maior resisténcia a pele, formando uma rede que sustenta outras
estruturas como pélos, unhas, glandulas sudoriparas e sebdceas. As fibras eldsticas permitem a
deformacgdo da pele, que retorna ao estado original quando suspensa a tensdo aplicada
(RIBEIRO, 2010).

Os apéndices cutdneos se dividem em:

e  (Glandulas sudoriparas: se dividem em apdcrinas e écrinas. As apdcrinas que
sdo tubulares e conectadas ao foliculo piloso, encontrando-se presentes principalmente nas
axilas, regido anogenital, canal auditivo externo e pdlpebras secretando sob estimulo
hormonal material viscoso, leitoso e inodoro. As écrinas estdo distribuidas praticamente em
todo o corpo, mas principalmente na palma das maos, sola dos pés, fronte e axilas, sendo
controladas pelo sistema nervoso colinérgico, e secretam o suor, inodoro, rico em 4gua, sais
minerais e pobre em material organico (RIBEIRO,2010).

. Glandulas sebdceas: estas glandulas sdo holdécrinas e associadas ao foliculo
piloso exceto nas regides dos ldbios, mamilos e auréolas. Estdo distribuidas em grande
propor¢do no couro cabeludo, face, térax e ombros, estando ausentes na palma das maos e
planta dos pés. A secrecdo sebacea é composta por triglicerideos, ceras, esqualeno, acidos

graxos e ésteres de colesterol, com a funcdo de barreira hidrorepelente (RIBEIRO, 2010).



e  Foliculos pilosos: consistem em uma invaginacdao da epiderme formando um
bulbo capilar de onde se originam os pélos e os cabelos.

Os vasos sanguineos nutrem e regulam a temperatura corporal através da alternacao
continua de mecanismos de vasodilatagdo e vasoconstricdo dos capilares em fungdo da
situacdo ambiental (RIBEIRO,2010).

As sensagdes tais como alteracio na temperatura e pressdo, tato e dor sdo detectados
por nervos especificos presentes na derme (Tabela 1), que recebem a todo instante, diversos
tipos de estimulos do ambiente transmitindo- os ao cérebro, onde serdo traduzidos em
sensacoes.

Tabela 1: Receptores sensoriais e respectivas funcdes.

RECEPTORES DE SUPERFICIE SENSACAO PERCEBIDA
Receptores de Krause Diminuic¢do da temperatura
Receptores de Ruffini Aumento da temperatura

Discos de Merkel Tato e pressao
Receptores de Vater-Pacini Pressdo forte
Receptores de Meissner Tato
Terminagdes nervosas livres Principalmente dor

Fonte: Bears, (2002); Ribeiro, (2010).

A hipoderme, camada subepidérmica é formada por células preenchidas por material
graxo, tendo espessura bastante varidvel. Esta camada apdia e une a epiderme e a derme ao
restante do corpo e permite que as duas primeiras camadas deslizem livremente sobre as
outras estruturas do organismo. Além disso, a hipoderme mantém a temperatura corporal,
acumula energia para o desempenho das funcdes bioldgicas, protege o organismo contra
agressOes mecanicas e facilita a mobilidade da pele em relagdo as estruturas subjacentes.

A espessura da pele varia de acordo com a drea do corpo, etnia, idade e hidratacéo.
A espessura da epiderme estd entre 40 um e 80 pm, a espessura da derme € maior que 800 um
e menor que 1500 um e a da hipoderme é dependente da zona do corpo e dieta alimentar. Em
geral, a pele mais espessa encontra-se em regides sujeitas a pressdes e atritos constantes. A

pele pode ainda ser classificada como pilosa, revestindo a maior parte do corpo ou, glabra,



que reveste a palma das maos e a planta dos pés e também,a orificial, entre a pele pilosa e as

mucosas (PAILLER-MATTEI et al., 2007; RIBEIRO, 2010).
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Figura 3: Representacdo histologica da pele, ilustrando os tipos de pele (pilosa e glabra) e os
receptores encontrados na pele.

Fonte: BEARS, M.F; CONNORS, B.W; PARADISO, M.A. Neurociéncias: Desvendando o
Sistema Nervoso. Porto Alegre 2° ed. Artmed Editora, 2002.

A funcdo barreira da pele, sendo talvez a mais importante funcdo desempenhada por
este Orgdo, reside quase inteiramente na epiderme e, em particular, na camada mais
superficial: o estrato cérneo (DALENSKI et al., 2009).

O estrato corneo (espessura média de 10 um-20 pm) é a camada mais externa da
epiderme e consequentemente da pele, atuando como barreira para proteger o corpo de fatores
nocivos, limitar a perda de 4gua para o ambiente externo e prevenir a entrada de
microorganismos ou substincias quimicas. Os cornedcitos (células queratinizadas) presentes
na camada cérnea sdo envolvidos por uma matriz lipidica intercelular resultando em uma
“estrutura morta” (PAILLER-MATTEI et al., 2007).

As funcgdes vitais do estrato cérneo sdo fortemente dependentes do seu contetddo
aquoso e desta forma, a integridade do mesmo é fundamental para a hidratacdo da pele e para
a manutencdo de uma pele sauddvel. Para que a pele desempenhe todas as suas funcgdes, é
necessario que haja um equilibrio do conteido aquoso no estrato cérneo e a eudermia —

condi¢des de normalidade da pele - seja mantida, sendo este, o objetivo das formulagdes
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cosméticas (VERDIER-SERVRAAIN, BONTE; 2006; JOHNSEN, MARTINSEN,
GRIMNES; 2009).

A habilidade do estrato cérneo em reter dgua estd relacionada a presenca de
compostos higroscopicos no interior dos cornedcitos (Natural Moisturizing Factor- NMF) e a
presenca de lipidios extracelulares ordenadamente arranjados para formar a barreira contra a
perda transepidérmica de dgua (TransEpidermal Water Loss TEWL). O NMF é composto por
aminoacidos livres e seus derivados (Tabela 2), estando presente em altas concentragdes,
representando cerca de 20-30% do peso do estrato coérneo seco. Por absorver dgua da
atmosfera e incorpora- la ao conteido aquoso natural, os componentes do NMF agem como

eficientes humectantes (RAWLINGS, HARDING; 2004).
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Tabela 2: Composi¢do quimica do Natural Moisturizing Factor (NMF).

Componentes do NMF Composicao (%)
Aminodcidos livres 40
Acido pirrolidono-carboxilico (PCA) 12
Lactato 12
Acucares 8,5
Ureia 7
Cloreto 6
Sédio 5
Potassio 4
Ambdnia , 4cido trico, glicosamina e creatina 1,5
Cilcio 1,5
Magnésio 1,5
Fosfato 0,5
Citrato 0,5

Fonte: Rawlings, Rarding; (2004).

Os componentes do NMF podem ser facilmente removidos da superficie da pele por
agentes de limpeza e fatores como baixa umidade, exposicdo a radia¢do violeta e idade,
causando declinio da funcdo barreira (RAWLINGS, HARDING; 2004; VERDIER-
SERVRAAIN, BONTE; 2006).

Na superficie da pele estd presente um filme lipidico, formado por material graxo -
mistura de ceramidas, colesterol e 4cidos graxos, adicionado de pequenas quantidades de
sulfato de colesterol, glucosil ceramidas e fosfolipidios - excretado pelas glandulas sebaceas,
juntamente a componentes excretados no suor, resultando em uma emulsdo epicutanea que é
responsavel pela protecdo da pele contra o ressecamento, manutengdo da flexibilidade e
auxiliar na formacg@o da barreira acidica que protege nosso organismo contra a penetracio de
agentes externos. Este filme pode ser alterado por fatores fisioldgicos, como mecanismo de
controle da temperatura corporal, ciclo circadiano e fatores ambientais, como umidade
relativa do ar, sendo que, quanto menor a umidade maior a perda de dgua através da pele.
Outras condi¢des sao: estilo de vida, hdbitos alimentares, tabagismo, dlcool, estresse e uso de
medicamentos e cosméticos (PETERSEN, 1992; SUMMERS et al., 1996; LEOW,
MAIBACH , 1998; VERDIER-SEVRAIN, BONTE, 2007) .
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Diversos fatores alteram a integridade da barreira cutinea resultando em
desidratacdo da pele. Tais fatores sdo: alteracdes no estrato corneo, anormalidades no
processo de queratinizagdo e diminui¢do do contetido hidrico do estrato cérneo abaixo de
10%, sendo causado pelo desequilibrio entre a perda de dgua e respectiva reposi¢do pelas
camadas inferiores, alteracdo do filme hidrolipidico e nos lipidios intercelulares e alteragdes
no pH cutaneo (PONS-GUIRAUD, 2007).

Fatores ambientais como temperatura corporal, uso de produtos tépicos e alguns
fatores endégenos podem alterar a membrana dos cornedcitos, acarretando diminui¢do da
composicdo e fungdo do NMF,e de outras proteinas responsdveis pela manutencdo da
hidratacdo resultando em desidratacdo da pele (HARRIS, 2003).

Desta forma, para manutencdo de suas fungdes a hidratacdo torna-se indispensavel,
sendo que a pele adequadamente umectada melhora o aspecto geral e retarda o
envelhecimento. Neste contexto, os hidratantes sdo produtos utilizados com a finalidade de
manter o estrato cérneo hidratado (JOHNSEN, MARTINSEN, GRIMNES; 2009).

Cosméticos hidratantes sdo formula¢des complexas, destinados a manter o conteido
de dgua na pele entre 10% e 30%, uma vez que a hidratacio cutanea € essencial para manter a
funcdo barreira integra, percebida tatilmente como suave, macia, delicada. Desta forma,
hidratacdo refere-se a diminuicdo da perda transepidérmica de dgua apds a aplicagdo do
produto hidratante. Assim, a funcdo dos cosméticos hidratantes é minimizar os efeitos
resultantes da perda dos lipidios epidermais da barreira da pele, através da acdo de agentes
umectantes e emolientes, integrantes da composi¢do dos hidratantes (DRAELOS, 2000;
FLYNN et. al., 2001).

Os agentes umectantes t€ém como fungdo atrair 4gua da derme e das camadas mais
profundas da epiderme vidvel para o estrato cérneo. Em condi¢des de umidade relativa do ar
superior a 70% estas substancias sdo também capazes de atrair dgua do ambiente. Os
emolientes sdo substincias capazes de prevenir a perda transepidérmica de dgua através da
acdo oclusiva. Estas substincias oleosas formam uma fina camada sobre a pele, o que
enriquecem a acdo do manto hidrolipidico e retardam a evaporacdo da dgua, sendo que uma
formulag@o hidratante adequada é aquela que associa substincias umectantes e emolientes

(Tabela 3) (DRAELOS, 2000; FLYNN ez. al., 2001).
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Tabela 3: Principais substincias utilizadas como agentes umectantes e emolientes em
formulagdes cosméticas.

Umectantes Emolientes

Uréia Derivados minerais
Acido pirrolidona carboxilico s6dico (PCA-Na) Gorduras animais
Acido ltico Manteigas vegetais
Glicerina Silicone

Pantenol Oleos vegetais
Sorbitol Ceras
Propilenoglicol Alcoois graxos
Acido hialurénico Acidos graxos
Algumas vitaminas Alcool

Algumas proteinas

Fonte: Flynn et al. , (2001).

As substancias intracelulares higroscdpicas, como os constituintes do NMF (sais de
alfa-hidréxidcidos, dcido pirrolidona carboxilico sédico (PCA- Na), uréia, seguidos por outros
de menor eficicia) t€ém a capacidade de promover hidratacdo ativa por meio da reposi¢do
desses componentes na pele. Esses ativos podem permear a camada cdrnea, retendo dgua em
toda a extensao da mesma (RIBEIRO,2010).

Uma vez que a quantidade de 4gua presente na epiderme estd relacionada as
condicdes e propriedades, a perda transepidérmica de dgua é uma maneira de se avaliar a
funcdo barreira da pele. Desta forma, a perda transepidérmica de dgua € a perda total de dgua
da epiderme vidvel e derme, por difusdo através do estrato cérneo e originada das glandulas

sudoriparas (Figura 4).
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Figura 4: Perda transepidérmica de dgua através do estrato corneo e por transpiragdo através
das glandulas sudoriparas. 1: perda transepidérmica de dgua, 2 : transpiracdo, 3: epiderme, 4:
derme.

Fonte: Eucerin, (2010).

Assim, a perda transepidérmica de dgua tem sido uma ferramenta de estudo para
avaliar os efeitos que o meio ambiente, temperatura, algumas doencas e formulagdes
cosméticas, exercem na troca de dgua da pele com o ambiente. Assim, se a fungdo da pele estd
danificada, havera aumento na perda de dgua, por outro lado, a integridade da fungdo barreira

acarretard em maior conteido aquoso no estrato cérneo (Figura 5) (ROSSI, VERGNANINI,

1997; HADGRAFT, 2001; VERDIER-SEVRAIN, BONTE, 2007).

Fungao bameira normal. Funcao barreira alterada.
Equilibrio da TEWL (perda transepidermal de dgua). Aumento da TEWL.

Figura 5: Esquema das estruturas da pele com fungao barreira da pele normal e alterada.
Fonte: Via Farma, (2008).

Alguns fatores influenciam a perda transepidérmica de 4dgua, como o processo

natural de envelhecimento da pele, onde ocorre diminui¢do da perda transepidérmica de agua,
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em funcdo do decréscimo do conteido aquoso do estrato cérneo e a realizagdo de trocas
gasosas entre a pele e o ambiente (difusdo de oxigénio e didxido de carbono) (HADGRAFT,
2001; MILAN et al., 2007).

Em relagdo ao estudo de formulagdes cosméticas, a avaliacdo da perda
transepidérmica de dgua auxilia na elucida¢do do mecanismo de acdo de cada formulagdo,
pois, nem todos os produtos referidos como hidratantes atuam retendo dgua na pele devido as
caracteristicas higroscépicas e sim através da criacio de uma barreira superficial
(GONCALVES, MAIA CAMPOS;2004; CAMPOS et al., 2008 ).

A hidratag@o da superficie da pele pode ser mensurada pela medida da capacitincia
elétrica envolvendo a aplicacdo de uma corrente elétrica a baixa freqiiéncia e intensidade, de
modo que esta corrente atinja o estrato cérneo. S@o realizadas véarias medidas comparativas
em regides com e sem o produto cosmético a fim de avaliar o efeito hidratante do produto
sobre a pele (HARRIS, 2003).

Em se tratando de produtos cosméticos, a medida da hidratagdo da pele é a mais
empregada uma vez que o apelo mais desejado para os produtos hidratantes € o combate a
desidratagdo e prevencdo do envelhecimento cutineo (BAREL, CLARYS, GABARD; 1999).

Tendo em vista que para o desenvolvimento de novos produtos cosméticos é
importante considerar seu efeito positivo na hidratacio e, considerando que o objetivo de um
produto cosmético € proteger e retardar o envelhecimento cutineo, um dos veiculos
amplamente utilizados em produtos cosméticos estd representado pelas emulsdes fluidas e

semi-sélidas (ECLESTON, 1997; MAGDASSI 1997, WISSING, MULLER, 2003).

2.2 Emulsoes:

Emulsdo pode ser definida como um sistema termodinamicamente instdvel, composto
por dois liquidos imisciveis, no qual um estd disperso no outro na forma de glébulos. De
acordo com a hidrofilia ou lipofilia da fase dispersante, esses sistemas classificam-se em 6leo
em agua (O/A) ou dgua em 6leo (A/O). Emulsdes sdo sistemas estabilizados cineticamente
pela acdo de agentes tensoativos, que sdo substancias capazes de diminuir a tensdo interfacial
do sistema e formar um filme, ao redor dos globulos da fase dispersa, com propriedades
estéricas e eletrostaticas, estabilizando o sistema. Os tensoativos sdo moléculas anfifilicas que
se adsorvem na interface entre a fase dispersa e dispersante, tendo a dupla fun¢do de reduzir a
tensdo interfacial e estabilizar o sistema prevenindo fendmenos de instabilidade que poderdo

causar a separacdo das fases do sistema.
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Os principais fendmenos de instabilidade observados em emulsdes sdo floculagdo,
cremeacdo e coalescéncia (SCHULLER, ROMANOWSKI, 1998).

A floculagdo € um fendmeno que pode ser definido como uma adesdo mitua dos
glébulos da fase dispersa, formando uma rede tridimensional, porém, os glébulos
permanecem com a estrutura do filme interfacial inalterado, e uma simples agitacio pode
reverter o processo. O processo de cremeagdo ocorre quando hé diferenca entre as densidades
da fase dispersa e dispersante da emulsdo, provocando a separacdo das fases. Quando a fase
dispersa € menos densa do que a fase dispersante, os globulos da emulsdo formardo um creme
na regido superior da amostra, o inverso ocorre quando a fase dispersante ¢ menos densa que a
fase dispersa, este processo de instabilidade é reversivel, por simples agitagdo do sistema. A
coalescéncia € um processo irreversivel e, ocorre quando dois glébulos alcangam proximidade
suficiente, t€ém a estrutura de suas interfaces comprometidas e, perdem a individualidade
tornando-se um tnico glébulo (SCHULLER; ROMANOWSKI, 1998; MORRISON; ROSS,
2002).

Dependendo do tamanho do glébulo, emulsdes podem ser classificadas em
microemulsdes, mini (nanoemulsdes) e macroemulsdes (ZANIN e al., 2002; JAFARI et al.,
2008).

Nanoemulsdes sdo emulsdes finas, nas quais o tamanho dos glébulos varia de 20 a
200nm. Devido ao pequeno tamanho de particulas, apresentam-se macroscopicamente
transparentes ou transliicidas. Alguns aspectos fisico-quimicos desses sistemas coloidais sido
determinantes para a estabilidade, que se mostra superior aos sistemas macroemulsionados.
Nanoemulsdes sdo cineticamente estdveis, frente: a floculagdo, devido a estabilidade estérica
proporcionada pelos tensoativos; a cremeagao e sedimentacio, uma vez que pequeno tamanho
de glébulos permite que o0 movimento Browniano ou taxa de difusdo supere os fendmenos de
sedimentacdo e cremea¢do induzidos pela forca da gravidade (SOLANS er al, 2005). A
granulometria também ¢é responsdvel por prevenir a coalescéncia do sistema devido a
deformabilidade dos glébulos e a espessura do filme interfacial de tensoativos que previne
qualquer diminui¢do e rompimento do filme dos globulos dispersos (CAPEK, 2004).
Nanoemulsdes sdo sistemas termodinamicamente instdveis que ndo podem ser formados
espontaneamente, e necessitam de energia para a formacgédo do sistema. Podem ser formadas
por processos de alta energia de emulsificacio (dispersdo) que faz uso da energia mecanica,
ou mecanismos de baixa energia de emulsificacdo (condensacio) que fazem uso da energia
quimica armazenada no sistema. Nos métodos de alta energia de emulsificacdo esta é

alcancada através de homogeneizadores de alta pressio ou geradores de ultrassom, para
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promover o cisalhamento capaz de deformar a particula (Figura 6). A aplicacdo de alta

energia gera forcas que podem romper as gotas da fase dispersa, de forma que a diferenga

entre as pressoes, interna e externa, da gota seja superada (Lei de Young-Laplace).
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Figura 6: Homogeneizador de alta pressao.
Fonte: Simranseals, 2010.

Esses métodos sdo utilizados para operacdes industriais, apresentando controle sobre
tamanho e distribuicdo dos glébulos, sendo capazes de produzir emulsdes finas (THADROS
et al., 2004, KOURNIATIS; SPINELLI; MANSUR, 2010).

Meétodos de baixa energia de emulsificacdo exploram a transi¢do de fases que ocorre
durante o processo de emulsificacdo. A emulsificacdo pode ocorrer a temperatura constante,
variando-se a composicio (PIC), ou entdo, mantendo- se constante a composicio e variando-
se a temperatura do sistema (PIT). O método da temperatura de inversdo de fases (PIT) esta
baseado na mudanca da solubilidade dos tensoativos ndo idnicos com a mudanca da
temperatura. Um tensoativo que é hidrofilico em valores de baixa temperatura, torna-se
lipofilico com o aumento da mesma devido a desidrata¢do das cadeias de 6xido de etileno.
Em valores baixos de temperatura, a molécula do tensoativo possui curvatura positiva,
formando emulsdes O/A, ocorrendo o inverso em altos valores de temperatura, onde a
curvatura do tensoativo € negativa, originando emulsées do tipo A/O. No valor de temperatura
do EHL, a curvatura € igual a zero, e uma emulsao bicontinua é formada. Nesta temperatura, a
tensdo interfacial do sistema é minima, favorecendo a emulsificagdo espontanea do sistema.
Contudo, neste valor de temperatura, a taxa de coalescéncia é extremamente ripida e as
emulsdes sao muito instdveis. Com rédpido resfriamento ou aquecimento das emulsdes
formadas na temperatura do EHL, emulsdes cineticamente estdveis e com baixo indice de

polidispersividade podem ser formadas. Este método tem como inconvenientes a necessidade
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de uso de agentes tensoativos e co-tensoativos em combinacdo e ndo € ideal para ser usado em
larga escala ( ZANIN et al., 2002; SOLANS et al., 2005; EE et al., 2008). As vantagens das
nanoemulsdes como produtos cosméticos sao:

. devido ao tamanho das particulas, podem cobrir extensa drea cutanea sendo
indicados como sistemas para liberacdo de ativos na pele; podem penetrar através da
superficie dspera de peles ressecadas (THADROS et al., 2004);

. diametro muito pequeno das particulas permite a deposi¢do uniforme nos
substratos. A molhabilidade, espalhabilidade e penetragdo podem ser aumentadas como
resultado da baixa tensdo superficial do sistema e da baixa tensdo interfacial das goticulas
O/A (THADROS et al.,2004);

. aspectos fisicos (transparéncia e fluidez) e auséncia de espessantes podem
garantir excelente aspecto estético e sensorial na pele (THADROS et al.,2004);

. ao contrdrio de microemulsdes, exigem quantidades ndo excessivas de
tensoativos, na faixa de 5 a 10% (THADROS et al., 2004);

. podem ser substitutas de lipossomas e vesiculas que s@o menos estdveis,
permitindo em alguns casos a formagéo de fases cristalinas lamelares ao redor das goticulas
da nanoemulsdo (THADROS et al.,2004).

Ostwald ripening € o principal mecanismo de desestabiliza¢do de nanoemulsdes uma
vez que a cremeacio € prevenida pelo efeito Browniano que é capaz de superar a forca de
separacdo gravitacional e a floculagdo, pela estabilizacdo estérica proporcionada pelas
moléculas do tensoativo. Ostwald ripening é o transporte de dleo a partir de pequenos
glébulos para grandes gldbulos através da fase continua. Ocorre primariamente, via tendéncia
a dissolu¢do molecular do 6leo na fase continua sendo direcionado pela dependéncia da
solubilidade dos glébulos da emulsdo com seu tamanho. Este efeito surge a partir da diferenca
no potencial quimico entre pequenos e grandes glébulos da emulsio como resultado da
diferenca da pressdo de Laplace. Somente uma pequena diferenca no tamanho dos glébulos é
necessdria para criar um gradiente de potencial quimico suficientemente grande para iniciar
Ostwald ripening. Portanto, uma inicial diferenca no tamanho, torna-se cada vez mais
acentuada com o progresso de Ostwald ripening. Higuchi, Misra (1962) foram os primeiros a
propor que Ostwald ripening de emulsdes poderia ser retardado pela incorporacdo de um
segundo 6leo com uma menor solubilidade na fase continua. Este conceito estd baseado na
premissa de que a entropia da mistura fornece um potencial quimico oposto ao Ostwald

ripening. Quando uma mistura de 6leos estd sob a acdo de Ostwald ripening, o 6leo soltivel
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tem maior mobilidade entre os glébulos. Ao longo do tempo, os glébulos grandes tornam-se
enriquecidos com o 6leo solivel e os glébulos pequenos tornam-se enriquecidos com o dleo
insoluvel. Isto cria um desequilibro composicional, que € de entropia maior que um sistema
igualmente misturado, e desta forma, Ostwald ripening pode ser retardado (WOOSTER;
GOLDING; SANGUANSRI, 2008). A taxa de Ostwald ripening pode ser calculada segundo
teoria de Lifshitz- Slezov e Wagner chamada de LSW teoria (Equagéo 1).

Equacio 1:
o=dr3/dt
Ou
o = 8/9 [CooyVin D) / pRT]
onde:

w = Indice de Ostwald ripening

3 = raio ao cubo

t = tempo

Coo= solubilidade da fase continua

y = tensdo interfacial

Vm = volume molar da fase dispersa

D = coeficiente de difusdo da fase dispersa
p = densidade do 6leo

R = constante dos gases

T = temperatura absoluta

Conseqiientemente, Ostwald ripening ¢ dado pela relacdo linear entre o raio ao cubo
pelo tempo (THADROS et al., 2004).

Desta forma, para que emulsdes estdveis sejam produzidas, é necessdrio que se
utilize como fase oleosa 6leos que apresentem baixa solubilidade na fase continua.

2.3 Oleos vegetais:

O estrato cérneo contém naturalmente substincias emolientes como ceramidas,
dcidos graxos livres e colesterol. Os dleos vegetais vém sendo constantemente empregados
em formulagdes cosméticas de uso tOpico por apresentarem em sua composi¢do, dcidos
graxos semelhantes aqueles da epiderme (LEONARDI, 2004). No presente estudo, os 6leos

vegetais utilizados foram de framboesa, maracujd e péssego (Figura 7).
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Planta framboesa Fruto e sementes de maracuja | Fruto e améndoa de péssego
(Rubus idaeus) (Passiflora edulis) (Prunus persica)

Figura 7: Foto ilustrativa das plantas framboesa, maracuja e péssego.
Fonte: Pharmaderm, (2010); Naturaekos, (2010); Natura, (2008) respectivamente.

2.3.1 Oleo de Framboesa (Rubus idaeus):

A framboesa (Rubus idaeus) (Figura 7) € um alimento popular pelo seu sabor,
conteudo nutricional e seus efeitos significantes na saide (KLESK; QIAN; MARTIN, 2004).
E importante fonte de gama tocoferol, substincia antioxidante, importante na prevengio de
doencas degenerativas; de antocianinas, composto pertencente a classe dos flavondides, com
efeito antioxidante e anti-inflamatorio inibindo a sintese de ciclooxigenase 1 e 2; e de fendis,
responsdveis também pela atividade antioxidante do d6leo. A atividade antiinflamatdria do
6leo de framboesa € superior a de outros 6leos conhecidos como de abacate, uva, aveld e
gérmem de trigo (OOMAH et al., 2000; WADA; OU, 2002; HASSIMOTTO et al., 2008).
Possui fator de protecdo solar em torno de 25 a 50, sendo também rica fonte de vitamina E, e
dcido eldgico, poli fenol com atividade anticarcinogénica e mutagénica (KLESK; QIAN;
MARTIN, 2004). O ¢leo € obtido através da prensagem a frio das sementes contendo de 11 a
23% de 6leo, apresentando-se como liquido cristalino e brilhante, de cor amarelo a laranja,
com odor caracteristico. E rico em 4cidos graxos insaturados sendo o 4cido linoléico (6mega
6), alfa linolénico (6mega 3) e oléico (0mega 9) os mais abundantes, correspondendo a 96 %
da quantidade total de acidos graxos do 6leo (OOMAH et al., 2000 ; LIPO DO BRASIL,
2009). Esses dcidos graxos essenciais sdo conhecidos pela importante propriedade de barreira,

e possuem excelente penetracio na pele.
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2.3.2 Oleo de maracuja (Passiflora edulis):

O maracujé (Figura 7), fruto do maracujazeiro, é uma planta origindria da América
tropical, sendo muito cultivada no Brasil. E uma planta trepadeira, da familia Passiflordcea.
As espécies mais comuns sdo Passiflora edulis e Passiflora incarnata. A maior importancia
econdmica do maracuja estd na producdo do suco industrializado. Durante este processo de
industrializacdo, as cascas e as sementes que sdo residuos industriais provenientes da divisao
da fruta e representam grande parte do fruto sdo descartados, sendo desta forma, importante
do ponto de vista econdmico, cientifico e tecnolégico agregar valor a estes subprodutos. As
sementes no maracuja representam de 6 a 12 % do peso total do fruto, sendo uma boa fonte de
6leo (FERRARI; COLUSSI; AYUB, 2004). O dleo das sementes de maracujd possui
coloracdo amarela, odor suave, sabor agraddvel, sendo rico em &acido linoléico, oléico e
palmitico (KOBORI; JORGE, 2005). Para obtencdo do 6leo, as sementes sdo prensadas a frio
e contem aproximadamente 3% de 6leo. O dleo de maracuja possui também acido ascorbico,
beta caroteno, flavondides, célcio, fosforo e potassio (BERACA SABARA, 2010). O 6leo é
também composto pela passiflorina, uma substincia relaxante, com aroma que reduz a
ansiedade, melhora o sono e diminui o estresse em geral, sendo bom hidratante, uma vez que
repde as fragdes de 4cidos, linoléico e oléico, presentes na superficie da pele, e que sdo
facilmente removiveis por sabdes, sendo desta forma, importante a restauracdo dos mesmos

na camada lipidica da pele (GERBRAS MAGISTRAL, 2010).
2.3.3 Oleo de péssego (Prunus persica):

O pessegueiro (Prunus persica) (Figura 7) é uma planta da familia das Rosaceas,
originaria da Asia. O péssego ¢ utilizado principalmente como matéria prima para a producio
de doces em calda e suco. O caroco, residuo do processamento pode ser aproveitado para
extracdo do 6leo. A importincia do 6leo de améndoa de pé€ssego estd diretamente relacionada
com a composicdo rica em 4cidos graxos, sendo de baixo conteido em 4cidos graxos
saturados, alto conteudo de 4cido oléico (55-77%) e com a presenca de acidos essenciais.
Assim, torna- se muito atrativo em termos nutricionais, possuindo importantes propriedades
terapéuticas, sendo utilizado tanto em medicamentos de uso tépico como em cosméticos. O
6leo de péssego possui excelente penetrabilidade, é um excelente lubrificante, rico em
vitamina E, tornando-se uma 6tima escolha para peles desidratadas (CALGAROTO et al, ;

OLIVEIRA; CEREDA, 2003; PHARMASPECIAL, 2010).
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A utilizacdo dos 6leos vegetais em formulagdes cosméticas é de grande importancia,
pois sdo substincias emolientes que além de repor as fracdes lipidicas da pele, hidratando-a,
possuem em sua composicdo substincias que lhes confere outras atividades, como por

exemplo, atividade antioxidante.

2.4 Radicais livres e atividade antioxidante:

Os radicais livres sdo espécies quimicas constituidas de um 4tomo ou associacdo de
atomos que possuem um elétron desemparelhado na sua 6rbita mais externa, o que implica em
alta instabilidade, energética e cinética, conferindo alta reatividade a esses dtomos de modo
que para manterem- se estaveis precisam ganhar ou doar um elétron de outra molécula. Esses
radicais livres sdo derivados muitas vezes do metabolismo do oxigé€nio, sendo comumente
denominados como Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). A formacdo de radicais livres
conduz ao estresse oxidativo, processo no qual iniciardo uma série de reacdes originando
alteracdes em proteinas extracelulares e modificagdes celulares, sendo que o maior dano
causado pelo estresse oxidativo é a peroxidacdo dos dcidos graxos presentes na dupla camada
lipidica das células causando a morte celular. O organismo possui dois sistemas capazes de
proteger as células dos danos causados pelos radicais livres- estresse oxidativo: (i) sistema
enzimatico e (ii) sistema ndo-enzimatico. O sistema enzimdtico constitui-se da enzima
super6xido dismutase (SOD) junto com a catalase e glutationa peroxidase, que detoxificam os
radicais, peréxido, peréxido de hidrogé€nio e hidroperdxidos lipidicos. O grupo dos
antioxidantes naturais nao enzimaticos inclui os carotenéides, vitamina C hidrossoldvel (4cido
ascorbico), vitamina E lipossolivel, (a-tocoferol), ubiquinol-10 (coenzima Qo) e outras
substancias como cisteina, dcido drico e glutationa. Muitos antioxidantes ndo enzimaticos(a-
tocoferol, ubiquinona, glutationa, ascorbato e urato) estdo presentes em altas concentragdes na
epiderme, porém, se a producdo de radicais livres for excessiva, a concentracdo desses
antioxidantes pode decair com aumento na formacdo de componentes celulares oxidados. A
eficiéncia desses sistemas também tende a decair com a idade, sendo necessario o uso de
compostos exdgenos para reforcar o sistema de defesa contra os radicais livres, em adigdo a
medidas, quimicas e fisicas, de prote¢cdo contra a radiagdo UV, uma vez que a mesma causa a
formacdo de radicais livres (HIRATA; SATO; SANTOS, 2004).

Recentemente, compostos quimicos com atividade antioxidante presentes em
vegetais tém atraido grande atencdo devido ao seu papel na prevencdo de doengas causadas

como resultado do estresse oxidativo, devido a baixa toxicidade em relacdo a antioxidantes
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sintéticos. Acredita-se que a ingestdo de substdncias antioxidantes através do consumo de
plantas possa prevenir doengas degenerativas, devido a atividade anti radicais livres, pois hoje
€ bem estabelecido que os radicais livres contribuem para a origem de varias doencas como
aterogénese, inflamacdo cronica, neurodegeneracdo e cancer. A mesma atencio tem sido dada
ao desenvolvimento de antioxidantes naturais obtidos através de fontes botanicas, para o uso
em formulagdes cosméticas anti- ageing, uma vez que sabe-se que os radicais livres estdo
relacionados ao processo de envelhecimento cutineo (DENG; CHENG; YANG, 2011;
LOPEZ et al., 2011).

Junto com desenvolvimento de novos antioxidantes, existe aumento no uso de
métodos rdpidos, faceis de realizar, altamente reprodutiveis e de baixo custo, capazes de
mensurar a concentracio de antioxidantes em determinados materiais.

O método do DPPH' é amplamente utilizado na quantificagdo da atividade
antioxidante apresentada por determinadas plantas (DENG; CHENG; YANG, 2011). O
radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila- DPPH’, é caracterizado como um radical estdvel devido
ao deslocamento de um elétron desemparelhado por toda a molécula (Figura 8 A). Por isso
esse radical ndo dimeriza como seria o caso para a maioria dos radicais livres. O
deslocamento eletronico é também responsdvel pela sua cor violeta caracteristica. Quando
uma solugio etandlica de DPPH’ é misturada com uma ou mais substincias que podem doar
um atomo de hidrogénio, a molécula de DPPH" altera- se para a forma reduzida (Figura 8 B)
com perda da colorag@o violeta e aparecimento de uma cor residual amarela devido a presencga

do grupo picril (BLOIS, 1958; MOLYNEUX, 2004).
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Figura 8: (A) radical difenilpicrilhidrazila e (B) molécula difenilpicrilhidrazina.
Fonte: Gaikwad, (2010).

Os resultados obtidos através do método do DPPH’ tém sido apresentados de vérias

maneiras, sendo que o indicado na maioria dos estudos € o ICsy  que se refere a quantidade de
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antioxidante necessaria para diminuir 50% da atividade do DPPH’ (DENG; CHENG; YANG,
2011).
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral:

O presente projeto de pesquisa propde a obtencdo e caracterizacdo de nanoemulsdes

a base de 6leo framboesa (Rubus idaeus), de maracuja (Passiflora edulis) e péssego (Prunus

pérsica) e avaliar as propriedades cosméticas da formulacao.

Objetivos especificos:

Avaliacdo da atividade antioxidante dos 6leos de framboesa, maracujd e péssego e da

mistura (1:1:1) dos dleos:

v
°

v
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Medida da atividade doadora de fons H' ao radical DPPH";

Desenvolvimento das nanoemulsdes:

Determinacdo do valor de EHL requerido para a mistura dos 6leos de framboesa,
maracuji e péssego (1:1:1);

Determinacao do sistema tensoativo utilizado;

Determinagao das caracteristicas fisico-quimicas e microestruturais;

Avaliacdo da influéncia dos derivados de lanolina nas propriedades fisico-quimicas
das nanoemulsdes:

Avaliacdo da influéncia da lanolina etoxilada

Avaliacdo da influéncia da lanolina acetilada ;

Avaliacdo da estabilidade fisico-quimica das nanoemulsdes:

Estabilidade preliminar;

Estabilidade acelerada;

Avaliacdo in vivo das nanoemulsdes desenvolvidas:

Avaliacdo da hidratacdo cutinea;

Avaliacao da oleosidade cutinea;

Avaliacdo do valor de pH cutaneo;

Avaliacdo do potencial irritante.



MATERIAL E
METODOS



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material:

4.1.1 Fase oleosa:
Oleo de framboesa
INCI: Rubus idaeus (Raspberry seed oil)
Fornecedor: LIPO DO BRASIL

Oleo de maracujd
INCI: Passiflora edulis seed oil
Fornecedor: CRODA

Oleo de péssego

INCI: Prunus persica (Peach Kernel oil)
Fornecedor: PHARMASPECIAL

4.1.2 Fase aquosa: agua purificada

INCI: Aqua

4.1.3 Tensoativos:
4.1.3.1 Tensoativos lipofilicos:

Monooleato de sorbitano , sigla Tyos

INCI: sorbitan monooleate
Nome comercial: Span® 80
Valor de EHL: 4,3

Fornecedor: LIPO DO BRASIL

Monolaurato de sorbitano sigla Tyis

INCI: sorbitan monolaurate
Nome comercial: Span®20
Valor de EHL: 8,6

Fornecedor: LIPO DO BRASIL

Oleo de ricino 15 OE , sigla T js0g
INCI: PEG-15-castor oil

Nome comercial: Ultramona® R 150



Valor de EHL: 8,3
Fornecedor: OXITENO

4.1.3.2 Tensoativos hidrofilicos:

Monooleato de polioxietileno (20) sorbitano, sigla Tpgg

INCI: polysorbate 80

Nome comercial: Tween® 80
Valor de EHL = 15,0
Fornecedor: OXITENO

Monolaurato de sorbitano etoxilado 20 OE, sigla Tpyg

INCI: polysorbate 20

Nome comercial: Tween® 20
Valor de EHL =16,7
Fornecedor: OXITENO

Oleo de Ricino 30 OE, sigla T 3p0g
INCI: PEG-30 Castor oil

Nome comercial: Ultramona® R 300
Valor de EHL=11,7
Fornecedor: OXITENO

Oleo de Ricino 36 OE, sigla T 350
INCI: PEG-36 Castor oil

Nome comercial: Ultramona® R 360
Valor de EHL= 12,6
Fornecedor: OXITENO

Oleo de Ricino 40 OE, sigla T 400E
INCI: PEG-40 Castor oil

Nome comercial Ultramona® R 400
Valor de EHL =13,0
Fornecedor: OXITENO
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Oleo de Ricino 54 OE , sigla Tssor
INCI: PEG-54 Castor oil

Nome comercial: Ultramona® R 540
Valor de EHL = 14,4
Fornecedor: OXITENO

4.1.4 Aditivos:
Lanolina etoxilada:

INCI: PEG-75 Lanolin

Nome comercial: Super Solan Pastilles

Fornecedor: CRODA

Lanolina acetilada:

INCI: Acetylated Lanolin Alcohol

Nome comercial: Crodalan LA

Fornecedor: CRODA

4.1.5 Solventes:
Alcool isopropilico P.A.
Alcool etilico P.A.
Dimetilsulféxido (DMSO) P.A.
Solugdo etandlica de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil DPPH®
Fornecedor SYNTH

4.1.6 Conservante:

Conservante antimicrobiano:

INCI: DMDM Hydantoin (and) lodopropynyl Butylcarbamate

Nome comercial: Glydant® plus



31

4.2 Métodos:

4.2.1 Determinacao da atividade antioxidante dos 6leos vegetais:

A determinagdo da atividade antioxidante dos 6leos de framboesa, maracuja e
péssego e da mistura dos 6leos (framboesa, maracuja e péssego 1:1:1) foi realizada através da
medida da atividade doadora de fons hidrogénio ao radical estivel DPPH" (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) pelos 6leos vegetais em questdo.

e Solubilizacdo dos 6leos vegetais:

Para avaliar o solvente mais adequado para a solubilizacdo dos d6leos vegetais, trés
tipos de solventes foram testados (Alcool isopropilico + etanol (1:1); lcool isopropilico e
dimetilsulf6xido (DMSQO), em vdrias concentracdes dos 6leos de framboesa, maracuja,
péssego e da mistura dos 6leos (framboesa, maracuja e p€ssego 1:1:1) (Tabela 4). A escolha
do melhor solvente foi realizada através da andlise macroscépica. Os critérios de classificagio

da solubilizag@o foram: solubilizacdo homogénea (SH) e néo solubilizagdo (NS).

Tabela 4: Concentragido do 6leo de framboesa, maracujd, péssego e da mistura dos 6leos de
framboesa, maracuja e pé€ssego (1:1:1) em cada solvente para a realizagdo do teste de
solubilizagdo.

Solvente Concentragdo dos 6leos no solvente (uL/mL)

Alcool 90,90 166,66 230,77 285,71 333,33 500,00
isopropilico

+ etanol

(1:1)

Alcool 90,90 166,66 230,77 285,71 333,33 500,00
isopropilico

DMSO 90,90 166,66 230,77 285,71 333,33 500,00

e Medida da atividade doadora de H" ao radical DPPH’

Para a avaliacdo da atividade antioxidante dos Oleos vegetais em questdo,
primeiramente uma solugdo estoque foi preparada para todos os dleos na concentragdo de 500

de pL/mL (v/v) em solvente previamente determinado no item 4.2.1. Essa solugdo,
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denominada de solucdo estoque foi diluida vérias vezes a fim de obter solugdes com

concentragdes especificas para cada 6leo (Figura 9, Tabela 5).

= T~

S

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostrad Amostrad

Figura 9: Diluicao dos 6leos para a determinacio da atividade antioxidante dos 6leos.

Tabela 5: Concentracdo final das amostras diluidas no meio reacional.

Concentracio das amostras no meio reacional (*)

Oleos Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5
Framboesa 3,900 2,000 1,300 1,000 0,800
Maracujd 3,100 2,100 1,600 1,300 1,000
Péssego 3,360 1,680 1,340 0,670 0,560
Mistura dos 1,760 0,704 0,503 0,350 0,290

Oleos (¥%)

(*) mg/mL; (* *) mistura dos 6leos: framboesa, maracujd e péssego (1:1:1).

A medida da atividade doadora de H" ao radical DPPH’ foi avaliada por meio da
adicdo de 1mL de dlcool isopropilico + etanol 1:1 (v/v), 100uL da amostra e 250uL de
solu¢do de DPPH’ 200 mM em um tubo de ensaio. Quinze minutos apds a adi¢do de DPPH" as
amostras, foi feita a leitura em espectrofotometro Hitashi U2001 no comprimento de onda de
517 nm. Todas as leituras foram realizadas em triplicata. As absorbancias das amostras foram

convertidas em porcentagem de inibi¢do pela férmula:
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Equagdo 2

A #]
(%) — bsamostm 00 — 100
Abs

controle

A partir das porcentagens de inibi¢do foi calculado o ICsq do radical estdvel DPPH’
pelo GraphPad Prism software. O ICsy refere- se a concentracdo dos 6leos puros que

apresenta 50% de inibi¢do do radical DPPH" (BLOIS, 1958; GEORGETTI et al., 2009).

4.2.2. Determinagdo do valor de EHL requerido:

Para a determinacdo do valor de EHL do sistema, utilizou-se cinco tensoativos
combinados de modo a originarem cinco diferentes misturas:

(1) Tp2o/ Tmrs

monolaurato de sorbitano etoxilado 20 OE/ monolaurato de sorbitano;

(2) Tpso/Tnmos

monooelato de sorbitano etoxilado 20 OE/ monooelato de sorbitano;

(3) Tp2o/ Tmos

monolaurato de sorbitano etoxilado 20 OE/ monooelato de sorbitano;

(4) Tpso/TrLs

monooelato de sorbitano etoxilado 20 OE/ monolaurato de sorbitano.

(5) T360r/ Tmos

PEG-36 Castor oil/ monooelato de sorbitano

O EHL requerido foi determinado para a mistura dos 6leos (framboesa, maracuja e
péssego 1:1:1). Para cada mistura de tensoativos, o intervalo de valores de EHL testado esteve
entre o valor de EHL. minimo e maximo do sistema, variando de 1 em 1 ponto, baseado na

seguinte formula.
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Equacdo 3:

A+ B =100

EHL o X 0,001 + EHL g X 0,01 = EHL esultante

onde:

A = porcentagem de tensoativo hidrofilico;

B = porcentagem de tensoativo lipofilico;

EHL s = Equilibrio Hidrofilico Lipofilico de A;

EHLyp = Equilibrio Hidrofilico Lipofilico de B;

EHL equitante = Equilibrio Hidrofilico Lipofilico Resultante.

Decorridas 24 horas, procedeu-se a andlise macroscOpica das formula¢des. O maior

volume de creme e o menor tamanho inicial de glébulos foram usados como indicadores de

estabilidade das emulsdes (GULLAPALLI; SHETH,1999).

4.2.3 Determinacao do sistema tensoativo:

Os pares de tensoativos no valor de EHL requerido foram utilizados em propor¢des
de modo a garantir o valor de EHL da mistura dos 6leos determinado previamente através do
método descrito no item 4.2.2.

(6) Tmos/Ta0ok

monooelato de sorbitano/ PEG-30 Castor oil

(7) Tmos/T360E

monooelato de sorbitano/ PEG-36 Castor oil

(8) Tmos/Ta00E

monooelato de sorbitano/ PEG-40 Castor oil

(9) Tmos/Tss0E

monooelato de sorbitano/ PEG-40 Castor oil

(10)T1s0e/T300E
PEG-15 Castor oill PEG-30 Castor oil

(A1)T1s0e/T360r
PEG-15 Castor oill PEG-36 Castor oil
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(12)T1s0e/Ta00r
PEG-15 Castor oill PEG-40 Castor oil

(13)T1s0e/T4s0r
PEG-15 Castor oill PEG-54 Castor oil

4.2.4 Preparo da nanoemulsdo:
¢ Metodologia EPI (Emulsion Phase Inversion)

As fases aquosa e oleosa, foram aquecidas separadamente a 75+ 5°C. A fase aquosa
foi vertida lentamente sob a fase oleosa contendo tensoativo, mantendo-se o sistema sob
agitacdo constante até que atingisse a temperatura ambiente 25 + 5°C. Apds 24 horas, todas as
formulagdes foram avaliadas macro e microscopicamente (MARUNO; ROCHA-FILHO,
2010).

4.2.4.1 Caracterizacdo fisico-quimica das nanoemulsdes:

e Teste de Centrifugacio:
Com auxilio da centrifuga Fanem modelo 206-R, as amostras das nanoemulsdes
foram submetidas aos seguintes ciclos: 1000 (70g) , 2500 (440g) e 3500 (863g) r.p.m. durante
15 minutos (em cada rotagdo). A avaliacdo foi realizada em triplicata (MARUNO, 2009).

¢ Granulometria da nanoemulsao:

A granulometria e o indice de polidispersividade das nanoemulsdes foram
determinados por espectroscopia de correlacdo de fétons (photon correlation spectroscopy)
no aparelho Malvern Zetasizer modelo ZS. As anélises foram realizadas em um angulo de 90°
e a temperatura constante (25°C). As andlises foram realizadas em triplicata (MARUNO,

2009).

¢ Determinacdo da condutividade:
Foi determinada a temperatura ambiente (25+2°C) utilizando-se condutivimetro
mCA 150 inserindo o eletrodo diretamente nas amostras. O teste foi realizado em triplicata

(MORALIS et al.,2006).
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e Determinacdo do valor de pH:
Foi determinado a temperatura ambiente (25+2°C) inserindo o eletrodo (Peagdmetro
Digimed mod. DM 20) diretamente na amostra. O teste foi realizado em triplicata

(MARUNO, 2009).

4.3 Avaliagado da influéncia dos derivados de lanolina na formulagao:

Apéds a determinagdo do sistema tensoativo, a nanoemulsdo composta pelo par de
tensoativo Tyos € Tssor foi aditivada de lanolina etoxilada ou acetilada nas concentra¢des de
2%, 4%, 6%, 8% e 10% e 1%, 2%, 3%, 4% e 5%, respectivamente. As alteracdes macro e
microscopicas foram avaliadas e todas as amostras foram submetidas a andlise
granulométrica, condutividade, valor de pH e testes de centrifugacdo. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

4.3.1 Determinacao do valor de EHL das nanoemulsdes aditivadas de derivados de lanolina:
Para determinar o valor de EHL das nanoemulsdes aditivadas de derivados de
lanolina, o par de tensoativo Tyos € T30g foi utilizado uma vez que produziram formulagdes

estdveis. A determinagdo do valor de EHL foi realizada de acordo com o 4.2.2.

4.3.2 Determinacgdo da tensdo interfacial das nanoemulsoes:

A tensdo interfacial das nanoemulsdes foi medida a temperatura ambiente em um
tensiometro Scientific Fisher baseado no método de Du Nouy, utilizando um anel rigido de
platina. As fases, aquosa e oleosa, e os derivados de lanolina em diferentes concentracdes

foram usados para a preparacdo das nanoemulsdes (YANG, CHO, PARK;2009).

4.4 Estabilidade preliminar das nanoemulsdes:

e Estresse térmico:

Amostras de 5 g de cada formulagcdo foram acondicionadas em tubos de ensaio de
vidro e submetidas ao aquecimento em banho termostatizado (Nova Técnica Ltda — Modelo
281 NT), na faixa de temperatura de 40+ 2°C a 80 + 2°C, variando-se a temperatura em 5°C a
cada 30 minutos (Branconi et al., 1995). Ao final de cada ciclo (30 minutos) avaliacdes
macroscOpicas foram realizadas a fim de detectar fendmenos de instabilidade como

cremeacdo ou coalescéncia. A avaliacdo foi realizada em triplicata.
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4.5 Estabilidade acelerada das nanoemulsdes:

As amostras foram acondicionadas em frascos plésticos, com tampa, garantindo boa
vedacdo. A duragdo do estudo foi de 90 dias. As amostras foram submetidas a diferentes
temperaturas de armazenamento: estufa T= 50£2 °C, refrigeradore T= 5+2°C, e temperatura
ambiente 25+2°C, mantidas ao abrigo da luz. As amostras foram analisadas nos tempos 1, 7,
15, 30, 60 e 90 dias (ANVISA, 2004).

Os pardmetros fisico-quimicos como: tamanho de particula, condutividade e valor de

pH foram avaliados.

4.6 Avaliagdo in vivo da influéncia das nanoemulsdes na hidratagdo, oleosidade e valor de pH
cutaneos:

Esta pesquisa foi submetida ao Comité de ética em Humanos, conforme anexo A. A
avaliac@o foi realizada em sala climatizada com umidade relativa e temperatura controlada
(UR: 75£5%; T: 24£2°C). Participaram do estudo, como voluntarias, 20 mulheres de 21 a 35
anos, sem histdrico de reacdes alérgicas a produtos cosméticos e com a pele dos antebragos
integra. Duas horas antes do inicio do teste o antebragco da voluntéria foi lavado com sabonete
neutro e, antes da aplicacdo da amostra, a voluntdria permaneceu na sala por quinze minutos
para aclimatacao.

As amostras testadas, (i) nanoemuls@o composta por Tyos € Tzs0e € 6% de lanolina
etoxolada e (ii) nanoemuls@o composta por Tyos € Tseor € 2% de lanolina acetilada foram
aplicadas em regides do antebraco previamente determinadas (Figura 10), através de
movimentos circulares e suaves.

A avaliacdo de potencial hidratante, oleosidade e valor de pH cutineos foram
realizadas de acordo com protocolo proposto por Maruno (1998). Os dados foram submetidos
a andlise estatistica empregando o método de andlise de varidncia “one way ANOVA”

seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 10: Representacao das regides do antebraco demarcadas para a avaliacio in vivo.
Fonte: Oliveira, (2010)

4.6.1 Avaliacdo da influéncia das nanoemulsdes na hidratacdo cutanea:

Foi utilizado o aparelho Corneometer® CM 820 (Courage + Khazaka), que avalia a
capacitancia da pele. O método € baseado na variacdo das constantes dielétricas da dgua e
outras substancias. Um capacitor reage a alteracdes de quantidade de dgua, expressando o
resultado em unidades arbitrarias (UA) que € considerado, entdo, como grau de hidratacdo da
pele (COURAGE + KHAZAKA). Foram realizadas trés leituras para cada regiao selecionada
e calculada a hidratacdo relativa (HR%) segundo a equacdo 4. Esta consiste na variacdo
percentual entre a capacitancia medida em fungdo do tempo. As leituras foram feitas em
intervalos de 30 minutos até completar o periodo de 150 minutos. Entre as leituras o eletrodo
do equipamento foi limpo com papel até que a leitura fosse zero.

Equacgdo 4

HR%=Mp x 100
Mc

onde:

HR% = hidratagdo relativa;
Mp = Média da capacitincia das leituras das regides de aplicacdo do produto;

Mc = Média da capacitancia das leituras das regides controle.

4.6. 2 Avaliacdo da influéncia das nanoemulsdes na oleosidade cutinea:

Foi empregado o equipamento Sebumeter® SM 810 (Courage +Khazaka) que mede a
oleosidade cutanea baseado na fotometria de uma fita plastica especial de 0,Ilmm de espessura
disposta em um carretel, avangcado manualmente a cada leitura, que se torna transparente

quando em contato com lipidios. Sob esta fita hd uma pequena superficie espelhada que
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reflete a luz através da fita (Figura 11) medindo indiretamente o volume de secre¢do sebacea
das glandulas (HARRIS, 2003). A leitura foi realizada aplicando a fita sobre a drea de teste e
pressionando por trinta segundos. Em seguida esta foi inserida no aparelho para a leitura
fotométrica da transparéncia. Este dado é convertido pelo aparelho sendo o resultado expresso

em pg de sebo por cm’.

Fita absorvente

\

Espelho reflector

Fotodetector
Fonte de luz

Figura 11: Principio de medida do Sebumeter®. Adaptado de Harris (2003).

4.6. 3 Avaliacdo da influéncia das nanoemulsdes no valor de pH cutineo:

A medida do valor de pH cutineo foi feita diretamente sobre a pele nos locais
selecionados dos voluntdrios empregando o equipamento Skin-pHmeter® PH 900 (Courage +
Khazaka) que possui um eletrodo adaptado a leituras de superficies. Foram realizadas trés
leituras de cada regido a cada 30 minutos até completar o periodo de 150 minutos. Entre as

leituras o eletrodo foi lavado com dgua destilada e seco com papel.

4.7 Avaliagdo in vivo do potencial irritante das nanoemulsdes:

Para a determinacdo do potencial irritante das nanoemulsdes, a alteracdo na
coloracdo da pele, provocada pela aplicacdo destes produtos foi avaliada utilizando se o
Chroma Meter CR-200. A avaliac@o da alteracdo da coloragdo da pele foi feita pelo sistema
L*a*b*. O modo L*a*b* cobre a integralidade do espectro visivel pelo olho humano e
representa-o de maneira uniforme. Permite, por conseguinte descrever o conjunto das cores
visiveis independentemente de qualquer tecnologia grafica. L*Eé a luminincia ou
luminosidade, expressa em percentagem (0 para o preto a 100 para o branco); a* (cor) e
b*(saturacio da cor) que vio respectivamente do verde ao vermelho (valores negativos para

positivos) e do amarelo ao azul (valores negativos para  positivos).
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(http://pt.kioskea.net/contents/video/cie-lab.php3). A Figura 12 representa a leitura do

Chroma Meter no sistema L*a*b*.

Branco
L*
Amarelo
Verde
-a* +a*
Vermelho
Azul 7/ -b*
Preto

Figura 12: Representacdo das coordenadas L*a*b* definida pela Comissao Internacional de
Iluminacgéo (CIE).

Como o potencial irritante caracteriza-se muitas vezes pela formagdo de eritema,
causando coloracdo avermelhada na pele, quando esta entra em contato com alguma
substancia irritante, a avaliagdo do potencial irritante das nanoemulsdes foi analisada por

alteracdes no pardmetro a* (DARLENSKI, FISCHER, BASKETTER; 2008).

4.8 Analise estatistica:
As diferencas nos resultados de tamanho de glébulo, indice de polidispersividade,
valores de condutividade e pH realizados durante o teste de estabilidade, foram avaliados

usando one-away ANOVA andlises de variancia, seguido pelo teste de Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinagdo da atividade antioxidante dos 6leos vegetais:

¢ Solubilizagdo dos 6leos vegetais:

Diferentes solventes podem causar diferencas no padrdo oxidativo entre os 6leos,
uma vez que os mesmos podem influenciar a habilidade do antioxidante em doar {fons
hidrogénio (SCHWARZ et al., 2000, HAMADAN; MOERSEL, 2006). Maruno, (2009),
observou que quando os Oleos vegetais de framboesa e gergelim foram solubilizados em
acetato de etila, a porcentagem de inibicdo desses 6leos foi menor quando comparada ao
dlcool isopropilico. Porém, no presente estudo o solvente foi utilizado apenas com a
finalidade de solubilizacdo, ndo havendo o interesse em avaliar a interferéncia dos mesmos na
capacidade de doacdo de fons hidrogénio desses 6leos. Deste modo, dos trés diferentes
solventes testados, o dlcool isopropilico foi capaz de solubilizar completamente os 6leos em

todas as concentracoes testadas (Tabela 6).

Tabela 6: Solubilizag@o dos 6leos de framboesa, maracujd, p€ssego e da mistura dos 6leos(*).

Concentragdo dos 6leos solvente (uL/mL)

Q
=
2 90,90 166,66 230,77 285,71 333,33 500,00
A

Alcool NS NS NS NS NS NS
isopropilico

+ etanol

(1:1)

Alcool SH SH SH SH SH SH
isopropilico

DMSO NS NS NS NS NS NS

(SH) = solubilizacdo homogénea, (NS) = nao solubilizacio
(*) mistura composta pelos 6leos de framboesa maracuja e péssego (1:1:1).
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e Medida da atividade doadora de H" dos 6leos vegetais ao radical DPPH:

Os o6leos vegetais sdo substancias ricas em compostos fendlicos, fungdes orginicas
caracterizadas por uma hidroxila ligada a um anel aromadtico (Figura 13). Esses compostos sao
doadores de elétrons uma vez que seu grupo hidroxila tem alta atividade e habilidade de
neutralizar radicais livres, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo
oxidativo. Por outro lado, os produtos intermediarios formados pela acdo desses antioxidantes
sdo relativamente estaveis, devido a ressonincia do anel aromitico (DENG; CHENG;
YANG,2011).0s dleos vegetais, sdo substincias ricas em compostos fendlicos como

flavondides, 4cido eldgico, vitaminas C e E, conferindo a estes dleos atividade antioxidante.

OH

Figura 13: Funcdo organica fenol
Fonte: www.brasilescola.com/quimica/fenois.htm

Dentre os diferentes métodos utilizados na determinagdo da atividade antioxidante, a
medida da atividade doadora de fons hidrogénio ao radical DPPH" é muito utilizada por ser
uma metodologia rdpida, precisa e de baixo custo. A concentragdo de antioxidante necessaria
para causar diminui¢do de 50% na concentragdo inicial de DPPH" (ICsp) é um pardmetro
extensamente utilizado na medida da atividade antioxidante sendo que, quanto menor o ICsg
maior a atividade antioxidante. Deste modo, o ICs, foi de 1,570 mg/mL, 1,520 mg/mL, 1,436
mg/mL e 0,496mg/mL para o 6leo de framboesa, maracujd, péssego e para a mistura dos
6leos de framboesa, maracuja e péssego (1:1:1), respectivamente (Figuras 14, 15, 16 e 17 ). A
mistura dos dleos apresentou o menor ICsp o qual se refere a maior atividade antioxidante Este
resultado pode estar relacionado a um possivel sinergismo dos o6leos. Um resultado
semelhante foi determinado em nosso grupo, por Guerreiro, (2010), quando realizou um
estudo da atividade antioxidante dos 6leos de damasco (Prunus armeniaca), de pé€ssego
(Prunus persica) e da mistura dos 6leos de damasco e pé€ssego (1:1), utilizando como solvente
o dlcool isopropilico, determinando valores de ICs iguais a 0,895 mg/mL, 1,436 mg/mL e

0,466 mg/mL, respectivamente, obtendo maior atividade antioxidante para a mistura dos
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oleos. O efeito sinergistico entre substancias antioxidantes tem sido relatado pela literatura
tanto para substancias naturais como gorduras e Oleos vegetais quanto para substancias
sintéticas como o BHT e BHA, mostrando que a combinacido de compostos antioxidantes
resulta em maior atividade antioxidante que o uso dessas substincias separadamente
(SHARMA; PEREZ; ERHAN, 2007; MIRANOVA; TONEVA; YANISHLIEVA, 2008;
GUZMAN et al., 2009).

Segundo Guzman et al., (2009), o efeito sinergistico entre misturas de substincias
antioxidantes pode ser explicado pelo mecanismos de regeneracéo:

O antioxidante mais ativo doa fons hidrogénio para o radical livre, inibindo a taxa de
oxidacdo. O antioxidante resultante pode reagir com outros radicais livres, contribuindo para
a inibicdo da oxidacdo.Porém quando existem misturas de substincias antioxidantes, um
antioxidante menos ativo pode doar fons hidrogénio para o outro mais ativo , regenerando-o e
transformando-se no radical estivel que pode interagir com outros radicais livres. Através
desse mecanismo, o doador € consumido enquanto o aceptor propaga a inibicdo da oxidagdo,

resultando assim em um efeito sinérgico (GUZMAN et al., 2009).

100+

o4 ~
S 91
| 1

Porcentagem de inibicdo do
radical DPPH" (%)
[\®]
T

0 T I T T T
0 1 2 3 4 5

Concentragdo do 6leo de framboesa no
meio reacional (mg/mL)

Figura 14: Medida da atividade doadora de H" do dleo de framboesa ao radical DPPH’
expressa através do ICsy do dleo.
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Figura 15: Medida da atividade doadora de H" do 6leo de maracujd ao radical DPPH’ expressa
através do ICsp do dleo.
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Figura 16: Medida da atividade doadora de H" do 6leo de péssego ao radical DPPH’ expressa
através do ICsy do dleo.
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Figura 17: Medida da atividade doadora de H* da mistura dos 6leos de framboesa, maracuji e
péssego (1:1:1)ao radical DPPH’ expressa através do ICs, do 6leo.

Em vérios estudos relatados pela literatura, antioxidantes sintéticos como BHT
(butilhidroxitolueno) e acido ascérbico sdo utilizados como controle na avaliacdo da atividade
antioxidante de determinadas substiancias. Maksimovic, (2008), determinou o valor de ICsyde
0,0194 mg/mL e 0,0041 mg/mL para o BHT e 4cido ascorbico, respectivamente. Quando
comparada a extratos e antioxidantes sintéticos, a atividade antioxidante dos 6leos vegetais é
um pouco menor (MAKSIMOVIC et al., 2008; SOUZA et al., 2009), devido a um maior ICs
dos 6leos, porém, os Oleos vegetais possuem atividade antioxidante, sendo capazes de reduzir
o radical DPPH'. Apos a realizagdo da medida da atividade doadora de H ao DPPH’, optou-se
por utilizar a mistura dos 6leos como fase oleosa dos sistemas nanoemulsionados, devido a

maior atividade antioxidante da mesma.

5.2 Determinacdo do EHL requerido para a mistura de 6leos de framboesa, maracuja e
péssego (1:1:1):

A estabilidade fisica e manuteng@o da fase continua de emulsdes O/A por tensoativos
ndo-idnicos ocorre por impedimento estérico e pontes de hidrogénio. A parte apolar do
tensoativo fica inserida no interior hidrofébico do glébulo enquanto os grupos de 6xido de
etileno na fase aquosa de forma que estes inibem os choques entre os gldbulos de dleo,
impedindo a coalescéncia. O aumento da concentragdo de tensoativos pode favorecer a
formacdo de um filme mais compacto em volta do glébulo de 6leo, reduzindo ainda mais a

taxa de coalescéncia (MORAIS et al., 2008).
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O Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico (EHL) foi um conceito introduzido por Griffin,
para expressar numericamente a relagdo existente entre as por¢des hidrofilica e lipofilica de
moléculas anfifilicas. Cada emulsdo, em particular, possui um valor de EHL especifico, que
depende do 6leo utilizado, da propor¢ao dos componentes e ainda se esse 6leo vai constituir a
fase interna ou externa da emulsdo. O valor de EHL requerido para um 6leo ou sistema oleoso
€ determinado através da preparacdo de uma série de emulsdes com tensoativos apropriados
em uma faixa de EHL. (MORAIS et al., 2008). A Tabela 7 mostra a composicao qualitativa e
quantitativa das emulsdes preparadas para a determinacido do valor de EHL requerido para a

mistura dos 6leos de framboesa, maracuja e péssego (1:1:1).

Tabela 7: Composicao qualitativa e quantitativa dos pares de tensoativos, mantendo constante
a concentracdo de fase oleosa 10,0 % (p/p) e de dgua purificada 85,0% (p/p) das formulagdes
para a determinagd@o do valor de EHL requerido para a mistura dos 6leos (*).

Valorde (1) Tpaof Tmrs  (2) Tpgo/Tmos  (3) Troo/Tmos  (4) Teso/Tvrs  (5)Tas0r/Tmos

EHL (p/p) (%) (p/p) (%) (p/p) (%) (p/p) (%) (p/p) (%)
4,3 - 0,00/ 5,00 0,00/ 5,00 _ 0,00/5,00
50 - 0,33/ 4,67 0,28/ 4,72 _ 0,40/4,60
6,0 - 0,79/ 4,21 0,69/ 4,31 _ 1,00/4,00
7,0 - 1,26/ 3,74 1,09/3,91 _ 1,63/3,37
8,0 - 1,73/ 3,27 1,49/ 3,51 _ 2,23/2,77
8,6 0,00/ 5,00 _ _ 0,00/ 5,00 _

9,0 0,25/ 4,75 2,20/ 2,80 1,90/ 3,10 0,31/ 4,69 2,83/2,17

10,0 0,86/ 4,14 2,66/ 2,34 2,30/ 2,70 1,09/ 3,91 3,43/1,57
11,0 1,48/ 3,52 3,13/ 1,87 2,70/ 2,30 1,87/ 3,13 4,04/0,96
12,0 2,10/ 2,90 3,60/ 1,40 3,10/ 1,90 2,66/ 2,34 4,65/0,35
13,0 2,72/ 2,28 4,07/ 0,93 3,51/ 1,49 3,44/ 1,56 _
14,0 3,33/ 1,67 4,53/ 0,47 3,91/ 1,09 4,22/ 0,78 _
15,0 3,95/ 1,05 5,00/ 0,00 4,31/ 0,69 5,00/ 0,00 _
16,0 4,57/ 0,43 _ 4,72/ 0,28 _ _
16,7 5,00/ 0,00 5,00/ 0,00

(*) Mistura oleosa composta por: 6leo de framboesa, maracuji e péssego (1:1:1).

Nas formulacdes preparadas com os pares (1), (2), (3) e (4) de tensoativos , onde
houve cremeacdo dos sistemas, o EHL foi dado pela formulagdo que apresentou o maior

volume de cremeado apds 24 horas de preparo, (EHL = 9, veja Tabela 8) (GULLAPALLLI,
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SHETH, 1999). O EHL é6timo corresponde aquele onde a emulsdo apresenta estabilidade
maxima (PRISTA; ALVES; MORGADO, 1996). O par (5) apresentou formulagdes estaveis,
sem floculagdo, cremeacdo ou coalescéncia nos valores de EHL 8 e 9, permanecendo estiveis
apos o terceiro ciclo de centrifugacdo. Essas formula¢des apresentaram tamanho de glébulos
de 357, 18 + 5,12 e 183, 59 + 3,84 nm, respectivamente. Para ZHANG; QUE, (2008) o
tamanho dos glébulos seria muito menor no valor de EHL 6timo da mistura de tensoativos,
portanto, confirmando para este sistema, o EHL 6timo = 9 que apresentou o menor tamanho
de glébulos.

Tabela 8: Avaliacdo macroscépica das formulacdes apds 24 horas de preparo para a
determinagdo do EHL 6timo da mistura dos 6leos de framboesa, maracuja e p€ssego (1:1:1).

EHL (DTpoo/ Tvrs (2 Teso/Tmos  (3)Teao/Tmos (4 Teso/Tmrs — (5)T3608/ Tmos
4,3 Separacao Separacdo Separacao Separacdo Separacao
5,0 Separacao Separacdo Separacao Separacdo Separacao
6,0 Separacao Separacdo Separacao Separacdo Separacao
7,0 Separacao Separacdo Separacao Separacdo Cremeagio
8,0 Separacao Separacdo Separacao Separacdo Normal
9,0 Cremeacdo  Cremeacdo  Cremeacdo  Cremeagdo Normal
10,0 Cremeacdo Cremeacgdo Cremeacado Cremeacdo Separacao
11,0 Cremeacdo Cremeagio Cremeacdo Cremeacdo Separacao
12,0 Cremeacgdo Cremeagio Cremeacdo Separacdo Separacao
13,0 Separacao Separacao Separacao Separacao _
14,0 Separacao Separacdo Separacao Separacdo _
15,0 Separacao Separacao Separacao Separacao _
16,0 Separacao Separacao Separacao Separacao _
16,7 Separacao Separacao Separacao Separacao _

Neste caso, ficou estabelecido através dos experimentos realizados que o valor de
EHL 6timo para a mistura dos 6leos de framboesa, maracuja e péssego (1:1:1) € o EHL de

valor 9,0.
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5.3 Determinagdo do sistema tensoativo para a obteng¢do da nanoemulsio:

z

Um dos principais fatores que controla o processo de emulsificagdo é a estrutura e
concentracdo de tensoativos e consequentemente a tensdo interfacial do sistema, uma vez que
0 aumento na concentracdo de tensoativos geralmente provoca diminuicdo da tensdo
interfacial, promovendo emulsificagdo do sistema (BOUCHEMAL et al., 2004). Segundo a
literatura, € possivel a obtencdo de emulsdes a partir de um tnico tensoativo, porém, emulsdes
mais estaveis sdo formadas pela combinagdo destes agentes, lipofilicos e hidrofilicos, uma vez
que os mesmos podem adsorverem- se a interface O/A formando um filme interfacial coeso,.
Baseado nesses conceitos, uma série de pares de tensoativos foram propostos, utilizando-se
Twmos € Tisog como tensoativos lipofilicos € Tsoor, Ts608, Taoor € Tssor cOomo tensoativos
hidrofilicos (Tabela 9). Os pardmetros analisados para a determinac¢do do par de tensoativos
foram o tamanho dos glébulos, a estabilidade e as caracteristicas relacionadas a nanoemulsao
como, transparéncia e reflexo azulado (TADROS et al., 2004).

Tabela 9: Composicdo qualitativa e quantitativa das formulacdes mantendo constante a

concentracdo de fase oleosa (*) 10,0 % (p/p) e de édgua purificada 85,0% (p/p) para a
determinag¢do do sistema tensoativo.

S Tmos Tis0E Ts00E Ts60E TaooE Tsaok
if (P/p)(%)  (p/p)(%)  (p/p) (%) (p/p) (%) (p/p) (%) (p/p) (%)
g

i

6 3,65 - 6,35 - - -

7 4,34 i ; 5,66 ; i

8 4,60 - - - 5,40 -

9 5,34 - - - - 4,66

10 - 7,93 2,07 - - -

11 - 8,36 - 1,64 - -

12 - 8,51 - - 1,49 -

13 - 8,85 - - - 1,15

(*) Mistura oleosa composta por: 6leo de framboesa, maracuja péssego (1:1:1).

Todos os sistemas tensoativos propostos (Tabela 9) resultaram em formulacdes
translicidas, caracteristica de nanoemulsdes. Os sistemas de 6, 7, 8 e 9 apresentaram

tendéncia em formarem nanoemulsdes mais leitosas com o aumento do grau de etoxilacdo do
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tensoativo hidrofilico (esta tendéncia pode ser visualizada na Tabela 10) enquanto os sistemas
10,11,12 e 13 apresentaram aspecto transliicido e de cor esverdeada.

Métodos de emulsificacdo de baixa energia sdo capazes de formar globulos
nanométricos com estreita distribuicdo. Este fato esta relacionado ao tipo de estrutura formada
no ponto de inversdo da emulsdo. Como a fase aquosa é vertida na fase oleosa, o sistema
inicial é uma microemulsdo A/O. Com o aumento do volume de dgua, estruturas bicontinuas
ou lamelares sdo formadas, decompondo-se em pequenos glébulos de éleo quando o ponto de
inversdo de fases é passado. Esta decomposicdo € facilitada pela tensdo interfacial minima no
ponto de inversdo e a alta concentragio de tensoativos, que permite a completa solubilizacio
do dleo préximo ao ponto de inversdo, uma vez que, uma baixa ou média concentragdo de
tensoativos resulta em glébulos grandes com distribuicio heterogénea ( SOLE et al., 2003;
FERNANDEZ et al., 2004; SOLANS et al., 2005; MAESTRO et al., 2008). A quantidade de
tensaotivos utilizado (10%) foi capaz de formar nanoemulsées com pequeno tamanho de
glébulos e possibilitou a formagdo de estruturas bicontinuas ou lamelares, que se
decompuseram em nanoglébulos de menor tamanho. O par de tensotivos Tyos € T 360 foi 0
que resultou em formulagdes com menor tamanho de glébulos (Tabela 10), provavelmente
esse par de tensoativos favoreceu uma mais completa solubilizacdo da fase oleosa e uma
menor tensdo interfacial do sistema. Para a determinacdo do sistema tensoativo mais
adequado, a estabilidade frente a centrifugacdo (Tabela 11) e estresse térmico (Tabela 12)
foram avaliados.

Tabela 10: Anélise granulométrica das formulacdes para a determina¢do do sistema
tensoativo.

Formulacao Tamanho do glébulo + DP (nm)

(6) Tmos/T300E 51,0%5,2

(7) Tmos/T360E 48,0+7,2

(8) Tmos/T400E 118,0+37,0
(9) Tmos/Tsa0E 187,0+34,0
(10)T 1506/ T300E 63,0+10,0
(11)Tis06/T360E 72,0£16,0
(12)T1508/ Ta00r 64,0£16,0
(13)T1s508/ Tasor 63,0£16,0

(*) DP = desvio padrao.

O teste de centrifugacdo é de grande interesse, uma vez que fornece informacoes

rdpidas sobre as propriedades de estabilidade da formulacdo. Os fendmenos de cremeagdo,
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sedimentacdo e separacdo de fases que podem ser detectados em condicdes normais de
armazenamento, sdo avaliados em tempo menor e podem ser acelerados pela centrifugacio,.
Este teste € especialmente empregado para avaliar a estabilidade de emulsdes durante a fase
de pré-formulagdo, portanto, a centrifugacdo € uma ferramenta util para predizer a
estabilidade de emulsdes (BADOLATO er al, 2008; CASAGRANDE; BARACAT;
GEORGETTI, 2009). Dentre as amostras analisadas, nenhuma apresentou cremeacao,
sedimentacdo ou separagdo de fases apds o teste de centrifugacdo, mostrando-se, portanto,
estaveis (Tabela 11).

Tabela 11: Comportamento das formulagdes frente a centrifugacdo para a determinagdo do
sistema tensoativo.

Formulacao 1° ciclo 2° ciclo 3°ciclo
(6) Tmos/T300E NR NR NR
(7) Tmos/T360E NR NR NR
(8) Tmos/Tao0E NR NR NR
(9) Tmos/Tsa0E NR NR NR
(10)T1508/T300E NR NR NR
(11)T1s508/ T360E NR NR NR
(12)T 1508/ Ta00r NR NR NR
(13)T1s08/Tasor NR NR NR

NR= Normal, sem alteracdo, homogéneo; LM = Levemente modificado, nao homogéneo; M
= Modificado, com separagdo de fases.

Segundo Aulton (2005), o aumento da temperatura pode ocasionar aumento da
velocidade de cremeacdo, devido a diminui¢do da viscosidade aparente da fase continua, bem
como ocasionar o aumento da motilidade cinética, tanto da fase dispersa quanto do tensoativo
na interface da emulsdo, favorecendo a coalescéncia.

Dentre as amostras submetidas ao teste de estresse térmico, todas mostraram-se
estaveis (Tabela 12) até a temperatura de 50°C, valor mdximo de temperatura preconizado
pela ANVISA (2004), para realizagdo de testes de estabilidade. A formulacdo n° 7 mostrou-se
estdvel até a temperatura de 60°C, e a formulacdo n° 8 até 65°C apresentando leves
modifica¢des em temperaturas superiores, enquanto a formulacdo n° 9 permaneceu estavel até

80°C.
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Tabela 12: Comportamento das formulagdes frente ao estresse térmico para determinag@o do
sistema tensoativo.

Temperatura (°C)

Formulacao 40 45 50 55 60 65 70 75 80

(6)Tmos/Tss o NR NR NR IM IM LM LM LM LM
(HDTmos/Tsoe NR NR NR NR NR 1M 1M LM LM
8 Tmos/Tssoe NR NR NR NR NR NR IM 1M LM
(9 Twmos/TssoE NR NR NR NR NR NR NR NR NR
(10)Tisoe/Tsocoe NR NR NR LM LM LM LM LM LM
(DTis0e/Tssoe NR NR NR LM LM LM LM LM LM
(12)Tisoe/Tiggeoe NR NR NR LM LM LM LM LM LM
(13)Tisoe/Tassoe NR  NR NR 1M 1M LM LM LM LM

NR= Normal, sem alteracdo, homogéneo; LM = Levemente modificado, nio homogéneo; M
= Modificado, com separagdo de fases.

Com base nos resultados apresentados acima, a formulacdo n°7 composta pelo par
de tensoativo Tyos € Tasop, apresentou o menor tamanho de glébulo (Tabela 10) , e manteve
estabilidade frente ao testes preliminares, sendo considerada a mais adequada dentre as

formulagdes testadas para ser submetida aos proximos testes.

5.4 Avaliacao da influéncia dos derivados da lanolina nas caracteristicas fisico-quimicas da

nanoemulsio:

5.4.1 Influéncia da lanolina etoxilada:

A lanolina (do latim lana, 13) é, mistura complexa de ésteres formados a partir de
inimeras combinagdes entre diversos alcodis de cadeia longa (C; a Cy) e por dcidos graxos
(C14 a C36) derivados da secrecdo das glandulas sebiceas do carneiro acumuladas na 1a desse.
E empregada desde o antigo Egito (+ 2000 a.C.) e em larga escala nos dias atuais como
emoliente e veiculo para cosméticos e medicamentos em razdo da excelente propriedade
oclusiva, de penetracdo e manutencdo da hidrata¢do da pele, uma vez que artigos cientificos
demonstram a capacidade em penetrar na pele e auxiliando o armazenamento da dgua no
estrato cérneo (STONE 2000; MARTINS et al., 2005). A nanoemulsido obtida previamente

(formulagdo 7 composta por Tmos/Tasor) foi acrescida de lanolina etoxilada em diferentes
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concentragdes (2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0%), e os parametros tamanho de gldbulo,
condutividade e valor de pH foram mensurados.

Os dados mostrados na Figura 18 evidenciam aumento estatisticamente significativo
(p<0,05) dos glébulos em relacdo a formulacdo inicial, porém, esse aumento ndo € dependente
da concentragdo do aditivo, uma vez que ndo existe uma relacdo linear entre a concentragao

de lanolina e o tamanho dos glébulos.
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Figura 18: Tamanho de glébulo em funcdo da concentrag@o de lanolina etoxilada.

A distribuicdo granulométrica dos globulos é uma maneira efetiva para estimar a
estabilidade e o efeito da emulsificacdo nas emulsdes (LI, et al., 2009). Nas concentragdes de
0,0; 2,0% ; 4,0 % ; 6,0% e 8,0% e 10,0% de lanolina etoxilada (Figura 20 A, B, C, D e E,
respectivamente) as formulacdes mostraram distribuicio monomodal, indicando
homogeneidade. Este fato pode ser devido a formacdo de uma estrutura bicontinua ou lamelar
quando a dgua estd sendo vertida na fase oleosa. Depois que essas estruturas passam do ponto
de inversdao decompde em pequenos glébulos de dleo, sendo essa decomposicdo facilitada
pela baixa tensdo interfacial do sistema no ponto de inversdo de fases. A alta concentracio de
tensoativo permite a completa solubilizagdo do 6leo , no valor de temperatura préximo ao
ponto de inversdo proporcionando a formagdo de emulsdes com distribuicio monomodal
(FERNANDEZ et al., 2004). Desta forma, a emulsificacdo é considerada a etapa de maior
importancia no processo de obtengdo dos sistemas nanoemulsionados, sendo que, uma
dispersdo insuficiente pode resultar em glébulos grandes com ampla distribuicdo

(MAINARDES; EVANGELISTA, 2005). A formulacdo composta por 10,0% de lanolina



54

etoxilada (Figura 19 F) apresentou pequena mudanca na distribuicdo das particulas,
caracterizada pelo aparecimento de um segundo pico de intensidade 2,3 %, indicando a
existéncia de uma segunda populacdo de glébulos, que pode ter sido induzida por
modifica¢des no processo de emulsificacdo do sistema provocadas pela lanolina etoxilada
(WHITBY et al.,2006). Porém, a intensidade do segundo pico € muito pequena, e a

nanoemulsdo apresenta baixo indice de polidispersividade (0,190) (Figura 20).
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Figura 19: Distribui¢do granulométrica das nanoemulsdes ndo aditivada e aditivada de

lanolina etoxilada: (A) 0,0%, (B) 2,0%, (C) 4,0%, (D) 6,0%, (E) 8,0% e (F) 10,0%.
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O indice de polidispersividade revela a qualidade da dispersdo, variando de valores
de 0,1 até 1,0. Medidas abaixo de 0,2 indicam uma pequena distribuicio de tamanho
enquanto, valores préximo de um, sdo obtidos para amostras com baixa qualidade, ou seja,
para sistemas polidispersos (JAFARI; HE; BHANDARI, 2007). O indice de
polidispersividade ndo apresentou altera¢des estatisticamente significativas (p>0,05) com o
aumento da concentracdo de lanolina (Figura 20), e manteve-se na faixa de 0,165- 0,190;

indicando homogeneidade das formulacdes.
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Figura 20: Indice de polidispersividade em funcio da concentracio de lanolina etoxilada.

As nanoemulsdes apresentaram valor de pH levemente 4cido (4,6-5,8) compativel
com o pH da pele (LEONARDI; GASPAR; CAMPOS, 2002), ndo apresentando diferencas
significativas (p>0,05) com o aumento da concentragdo de lanolina (Figura 21).

Esse resultado era esperado, uma vez que a solu¢do 10,0% de lanolina etoxilada
apresenta valor de pH de 5,2, ndo interferindo , desta forma, no valor de pH das nanoemulsdes

aditivadas.
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Figura 21: Valor de pH em func¢do da concentracdo de lanolina etoxilada.

A condutividade das nanoemulsdes mostrou-se dependente da concentracdo de
lanolina (Figura 22) (R2>0,9). O aumento da condutividade pode ser devido ao aumento de
concentragdo de lanolina, uma substincia hidrossolivel com tendéncia a conduzir corrente

elétrica.
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Figura 22: Condutividade elétrica em funcio da concentrag@o de lanolina etoxilada.

As amostras com 2,0%, 4,0% e 6,0% mostraram-se estdveis frente ao teste de centrifugacio,
enquanto as amostras com 8,0% e 10,0% de lanolina apresentaram cremeacgdo como
fendmeno de instabilidade apds o terceiro ciclo (Tabela 13). A lanolina etoxilada, em
concentragdes acima de 8,0% pode levar a uma solubilizacdo do tensoativo, diminuindo a

quantidade deste disponivel para se adsorver na interface O/A, e ainda nessas concentragoes, a
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lanolina etoxilada pode ndo favorecer a completa solubilizacdo da fase oleosa préximo ao

ponto de inversdo de fases, o que pode resultar em uma desestabilizacdo do sistema.

Tabela 13: Nanoemulsdes aditivadas de lanolina etoxilada frente ao teste de centrifugacio.

Concentragdo (%) de 1° ciclo 2° ciclo 3°ciclo

lanolina etoxilada

2,0 NR NR NR
4,0 NR NR NR
6,0 NR NR NR
8,0 NR LM LM
10,0 NR LM LM

Dentre as formulacdes estaveis ( 2,0%, 4,0% e 6,0%) , a formulagdo com 6,0% de
lanolina ndo apresentou o menor tamanho de glébulos, porém seu tamanho (95,33nm) estd
dentro da faixa nanométrica e atende o objetivo cosmético, uma vez que incorpora alta
quantidade de emoliente na formulagdo. Esta formulagdo mostrou-se estdvel quando
submetida a testes de centrifugacdo e por isso foi considerada a mais adequada entre as

formulagdes testadas para prosseguir com os testes.
5.4.2 Influéncia da lanolina acetilada:

A nanoemuls@o obtida previamente (formulacdo 7 composta por Tyos/Ts60g) foi
aditivada com lanolina acetilada nas concentracdes de 1,0 a 5,0%. Na concentracdo de 5,0%
de lanolina apresentou cremeacdo apds 24 horas de preparo sendo portanto, considerada
instavel e ndo foi submetida aos testes posteriores. Foi observado, ao contrdrio do derivado
etoxilado (figura 18) a existéncia de uma relagdo linear entre o aumento do tamanho do

glébulo e o aumento da concentracio de lanolina acetilada (Figura 23) (R2 > 0,99).
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Figura 23: Tamanho do glébulo em funcdo da concentragdo de lanolina acetilada.

A lanolina acetilada € uma substincia lipofilica, que além de emoliente possui
também a funcio de solubilizante podendo solubilizar o tensoativo. E sabido que a
diminui¢do da concentracdo deste resulta em um aumento do tamanho dos glébulos
(TADROS et al., 2004). A presenga de lanolina poderia retirar algumas moléculas de
tensoativo da interface O/A levando a diminui¢do da concentrac@o de tensoativos.

Além deste efeito solubilizante a lanolina € formada por ésteres de cadeia carbdnica
longa, maior do que as cadeias carbdnicas dos dcidos graxos presentes nos Oleos (4cido
oléico, linoléico e linolénico, ambos formados por uma cadeia carbdnica C;g) e nos
tensoativos , Tmos (C-24) e T360E (C-57). Sabe-se que na formagdo de nanoemulsdes O/A,
as moléculas de dcidos graxos presentes no 6leo juntamente com os tensoativos organizam- se
no glébulo oleoso e ao redor deste por afinidade, sendo que a cadeia carbdnica de natureza
lipofilica esta posicionada no interior do glébulo e, a por¢do carboxila dos 4cidos e os grupos
de 6xido de etileno dos tensoativos, direcionados para a fase aquosa. E provavel que o mesmo
ocorra com a lanolina, onde a parte apolar estd direcionada para o interior do glébulo e, os
grupos de Oxido de etileno (lanolina etoxilada) e o grupo acetil (lanolina acetilada)
direcionados para a fase aquosa devido a polaridade. Como a cadeia carbdnica da lanolina é
maior do que a dos dcidos graxos e tensoativos, posicionada no interior do glébulo, pode

provocar aumento do mesmo (Figura 24).
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Figura 24: Influéncia dos derivados de lanolina no tamanho dos glébulos da nanoemulsao (A)
nanoemulsao ndo aditivada e (B) nanoemulsdes aditivadas de derivados de lanolina (etoxilada
ou acetilada).

O aumento mais pronunciado dos glébulos da nanoemulsdo aditivada de lanolina
acetilada quando comparado aos sistemas aditivados de lanolina etoxilada, pode estar
relacionada a maior estabilidade dos sistemas que contém o derivado etoxilado em razdo do
impedimento estérico causado pelas pontes de hidrogénio formadas pelos grupos de 6xido de
etileno, juntamente com as pontes de hidrogénio dos tensoativos, inibindo os choques entre os
glébulos e, consequentemente impedindo a coalescéncia (MORALIS et al., 2008).

A distribuic@o granulométrica das formulagdes, ndo aditivada e aditivada de lanolina
acetilada estdo descritas na Figura 25. As nanoemulsdes adicionadas com 1,0% (Figura 25 B)
e 4,0% (Figura 25 E) de lanolina acetilada mostraram distribuicdo monomodal, enquanto nas
nanoemulsdes com 2,0% (Figura 25 C) e 3,0%( Figura 25 D) houve o aparecimento de uma
segunda populacdo de globulos. Como dito anteriormente, a etapa de emulsificagdo € a mais
importante no processo de obtencdo de sistemas dispersos e a alta concentracio de tensoativo
permite a completa solubilizacdo do 6leo proximo ao ponto de inversdo, proporcionando a
formacdo de emulsdes com distribuicio monomodal. Neste caso, a possivel solubilizacdo e
diminui¢do da concentracdo do tensoativo pela lanolina acetilada provavelmente causou a
formacdo de glébulos maiores com distribui¢do granulométrica heterogénea (bimodal). Esta
variacdo, porém, na distribuicdo granulométrica é muito pequena, correspondendo a uma
segunda populacdo de intensidade de 4,0% e glébulos de 30,9 nm para a formulacdo com
2,0% de lanolina acetilada (Figura 25 C) e 0,0% para a formulagdo com 3,0% de lanolina
acetilada (Figura 25 D).
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O aumento no tamanho de glébulos e as alteracdes na distribuicdo granulométrica
das nanoemulsdes aditivadas de lanolina acetilada podem estar relacionados também a outros

fatores como valor de EHL e tens@o interfacial do sistema, que serdo discutidos

posteriormente.
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Figura 25: Distribuicdo granulométrica das nanoemulsdes, ndo aditivada e aditivada de

lanolina acetilada: (A) 0,0%, (B) 1,0%, (C) 2,0%, (D) 3,0% e (E) 4,0%.

As nanoemulsdes aditivadas de lanolina acetilada (1,0- 4,0%) tiveram indices de

polidispersividade préximos de 0,2, que corresponde a um sistema homogéneo (aceitdvel)
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(Figura 26). Porém, os mesmos mostraram-se superiores aos indices das nanoemulsdes
aditivadas de lanolina etoxilada. Supomos que este aumento esteja relacionado ao aumento no
tamanho dos glébulos muito maior para as formulagdes aditivadas de lanolina acetilada do

que para as aditivadas de lanolina etoxilada.
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Figura 26: Indice de polidispersividade em fungio da concentracio de lanolina acetilada.

A condutividade elétrica ndo apresenta dependéncia linear com a concentragdo de
lanolina acetilada (Figura 27), apesar de demonstrar uma tendéncia de diminuicdo com
relacdo ao aumento da concentracdo. Essa tendéncia era esperada, uma vez que uma maior
quantidade de lanolina lipossolivel diminui a tendéncia da emulsdo em conduzir corrente

elétrica devido ao aumento de material lipossolivel no meio.
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Figura 27: Condutividade em funcdo da concentracdo de lanolina acetilada.
Nao ha relagdo entre os valores de pH das formulagdes e o aumento da concentragdo

de lanolina acetilada (Figura 28).
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Figura 28: Valor de pH em func¢@o da concentracdo de lanolina acetilada.
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Frente ao teste de centrifugacio, as nanoemulsdes compostas por 1,0% e 2,0% de

lanolina acetilada permaneceram estdveis ao fim do 3° ciclo. As nanoemulsdes compostas por

3,0% e 4,0% apresentaram-se levemente modificadas, ndo sendo consideradas estdveis

(Tabela 14). A lanolina acetilada, em concentracdes acima de 3,0% parece interferir no

processo de emulsificacdo, podendo solubilizar o tensoativo, levando a uma diminui¢do da

quantidade deste disponivel para se adsorver na interface, e mesmo solubilizar completamente

a fase oleosa proximo ao ponto de inversdo de fases, o que pode resultar em uma

desestabilizacdo do sistema.

Tabela 14 : Nanoemulsdes aditivadas de lanolina acetilada frente ao teste de centrifugacao.

Concentragdo (%) de 1° ciclo 2° ciclo 3°ciclo
lanolina acetilada
1,0 NR NR NR
2,0 NR NR NR
3,0 NR LM LM
4,0 NR LM LM
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A formulacdo composta por 2,0% de lanolina acetilada foi considerada a mais
adequada para dar sequéncia aos testes, pois se apresentou estivel ao fim do teste de
centrifugacdo e, embora ndo apresente o menor tamanho de glébulos, permanece na faixa
nanométrica e atende o objetivo cosmético, uma vez que incorpora quantidade razodvel de

emoliente na formulacio.

5.5 Avaliacdo da influéncia dos derivados de lanolina no EHL das nanoemulsdes:

Diante do exposto acima, onde observou-se que a adi¢cdo de lanolina tanto etoxilada
quanto acetilada provoca um aumento no tamanho dos glébulos da nanoemulsdo, sendo esse
aumento mais pronunciado para a adi¢do de lanolina acetilada. Portanto, o estudo do valor de
EHL das formulacdes fez-se necessario, uma vez que a lanolina € composta por ésteres,
poliésteres, alcodis de cadeia longa e 4cidos graxos, podendo assim interferir no equilibrio
hidrofilico-lipofilico da formulagdo. Como foi visto, os derivados de lanolina utilizados neste
estudo diferem entre si em relacdo a solubilidade, sendo a lanolina etoxilada mais solivel. O
valor de EHL foi determinado com o par de tensoativos Tmos/T3s0r, que resultou em
formulagdes estdveis na determinacdo do EHL da fase oleosa realizado previamente. A

composicdo das formulagdes pode ser visualizada pela Tabela 15.

Tabela 15: Composicao das formulagdes para a determina¢ido do EHL.

Fase oleosa* 10,0% Fase oleosa* 10%
Tensoativo lipofilico (Tyos) Tensoativo lipofilico (Tyos)
Tensoativo hidrofilico (Tssor) Tensoativo hidrofilico (Tssor)
Lanolina etoxilada 6,0% Lanolina etoxilada 2,0%
Agua destilada 74,0% Agua destilada 78,0%

(*) Fase oleosa composta por dleo de framboesa, maracuji e péssego.

Segundo Zhang; Que, (2008), o EHL 6timo € aquele onde o sistema possui
estabilidade maéxima, apresentando glébulos de menor tamanho. Os sistemas
nanoemulsionados aditivados de lanolina etoxilada apresentaram estabilidade maxima nos
valores de EHL iguais a 8,0 e 9,0, (Tabela 16), permanecendo sem sinais de instabilidade ao
fim do teste de centrifugacdo, com tamanho de glébulos de 181,0 nm e 172,0 nm,
respectivamente. Deste modo, o valor de EHL 6timo do sistema € igual a 9,0, ndo havendo

alteracdo com a adicdo de lanolina etoxilada, quanto ao valor determinado incialmente.
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Tabela 16: Avaliacdo macroscopica das nanoemulsdes aditivadas de lanolina etoxilada apds
24 horas de preparo para a determinag@o do valor de EHL da formulagao.

EHL Twmos/T360r

4,3  Separagdo
5,0  Separagido
6,0  Separacido
7,0 Cremeacgdo
8,0 Normal

9,0 Normal

10,0 Cremeacido
11,0 Cremeacdo

12,0  Separagido

Os sistemas nanoemulsionados aditivados de lanolina acetilada apresentaram
estabilidade méxima nos valores de EHL de 8,0; 9,0; e 10,0 (Tabela 17). Porém, apds o teste
de centrifugag¢do a formulacdo de EHL 10,0 mostrou -se cremeada. O tamanho de glébulos
das nanoemulsdes no valor de EHL 8,0 e 9,0 foi de 209,0 nm e 187,0 nm, respectivamente,
sendo, portanto o valor de EHL 6timo para as nanoemulsdes aditivadas de lanolina acetilada

igual a 9,0, ndo havendo altera¢do quanto ao valor inicial.

Tabela 17: Avaliacdo macroscopica das nanoemulsdes aditivadas de lanolina acetilada apds
24 horas de preparo para a determinagao do EHL da formulagao.

EHL Twmos/T360r

4,3 Separacdo
5,0  Separacido
6,0  Separacido

7,0 Cremeacao

8,0 Normal
9,0 Normal
10,0 Normal

11,0 Cremeacgao

12,0 Separacdo
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5.6 Influéncia dos derivados de lanolina na tensao interfacial das nanoemulsoes:

Para obter emulsdes estdveis, a combinacdo de tensoativos que se adsorvem na
interface, entre a fase aquosa e oleosa sdo usados. A funcdo desses tensoativos € diminuir a
tensdo e a viscosidade interfacial. Segundo a teoria da tensdo interfacial, os tensoativos se
adsorvem na interface entre os liquidos, diminuindo a tensdo interfacial, portanto, quanto
menor a tensdo interfacial, maior a adsor¢do de tensoativos. Essa significante diminui¢do da
tensdo interfacial é importante para a formag@o de nanoemulsdes, ou seja, a uma baixa tensdo
interfacial, ocorre a emulsificacdo, levando a formagdo de nanoglébulos (SAJJADI, 2006;
SPINELLI, 2010).

Deste modo,a tensdo interfacial da nanoemulsao ndo aditivada e aditivada de
derivados de lanolina foi determinada. Segundo Stamkulov et al., (2009) a tensdo interfacial
entre 4gua e Gleo se encontra ao redor de 30-35 mN.m™.A fim de favorecer a emulsificagdo
do sistema, tensoativos sdo adicionados, reduzindo a tensdo interfacial para 1-5 mN.m".
Como pode ser visualizado pelas Figuras 29 e 30, as nanoemulsdes, tanto ndo aditivada
quanto aditivada de derivados de lanolina apresentam valores de tensdo interfacial muito
menores que o valor relatado por Stamkulov et al.,, (2009), provavelmente pela alta
concentragdo de tensoativos nas nanoemulsdes que levaram a formagdo de glébulos
nanométricos, ndo apresentando diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) com o
aumento da concentragdo de lanolina tanto etoxilada quanto acetilada, embora possa ser
observado um pequeno aumento da tensdo interfacial com o aumento da concentracdo de
lanolina etoxilada (Figura 29) e uma diminui¢@o da tensdo com o aumento da concentragio de
lanolina acetilada (Figura 30. Yang; Cho; Park, (2009) avaliaram a influéncia do etanol na
tensdo interfacial e tamanho dos glébulos de nanoemulsdes e observaram que o etanol diminui
a tensdo interfacial do sistema, porém, hid um aumento do tamanho de glébulos. Segundo
esses pesquisadores, o aumento do tamanho dos glébulos é o aumento da densidade da fase

continua e ndo a alteracdo da tensdo interfacial do sistema.
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Figura 29: Tensdo interfacial das nanoemulsdes em fungdo da concentragdo de lanolina
etoxilada.
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Figura 30: Tensdo interfacial das nanoemulsdes em fungdo da concentragdo de lanolina
acetilada.

Como a variacdo da tensdo interfacial neste estudo nao foi significativa, o aumento
do tamanho dos glébulos provavelmente esta relacionado ao efeito solubilizante da lanolina e

sua possivel interferéncia no processo de emulsificacdo, como exposto anteriormente.

5.7 Estabilidade preliminar da formulagdo aditivada de lanolina etoxilada:
e Estresse térmico:
A nanoemulsdo aditivada de lanolina acetilada permaneceu sem sinais de

instabilidade até a temperatura de 60°C, sendo considerada estivel mediante o teste de
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estabilidade preliminar, uma vez que a temperatura maxima preconizada pela ANVISA € de

50°C.

5.8 Estabilidade acelerada das formulacdes aditivadas de lanolina etoxilada:

A formulacdo aditivada de lanolina etoxilada considerada adequada para dar
prosseguimento nos testes de estabilidade foi a formulacdo n° 7 composta por Tyos/T360E €
lanolina etoxilada na concentracio de 6,0%.

Para ser considerada apropriada para uso cosmético/farmacéutico a emulsdo precisa
classificar-se de acordo com alguns critérios, como estabilidade prolongada sob condi¢des
variadas de armazenamento (THADROS et al., 2004). O estudo de estabilidade acelerada é
preditivo e serve como auxiliar para a determinacdo do prazo de validade do produto
(ANVISA,2004).

Medidas do tamanho dos glébulos apds o preparo e durante o periodo de
armazenamento fornecem indicacdo sobre a estabilidade do sistema: quanto mais rapido os
glébulos aumentam de tamanho, menor a estabilidade do sistema (JEONG, OH, KIM, 2001;
KULMYRZAEV, SCHUBERT, 2003; ROLAND et al., 2003).

O tamanho dos glébulos em funcdo do tempo (90 dias) ndo apresentou alteracdes
estatisticamente significativas (p>0,05) em nenhuma das condi¢des de temperatura a que as
nanoemulsdes foram submetidas (25 + 2°C, 50 £ 2 °C e 5 + 2°C)(Figura 31), o que demonstra

a estabilidade da formulagdo frente a este parametro.
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Figura 31: Tamanho do glébulo das nanoemulsdes em funcdo do tempo.

A andlise da distribuicdo granulométrica das formula¢des mostra que ndo houve

alteracdo, ou seja, as amostras permaneceram com distribuicio monomodal em todas as
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temperaturas a que foram submetidas (25+£2°C, 50+2°C e 5+2°C) ao longo do teste de

estabilidade acelerada para as nanoemulsdes aditivadas de lanolina etoxilada (Figura 32).
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Figura 32: Distribuicdo granulométrica dos glébulos das nanoemulsdes nao aditivada e
aditivada de lanolina etoxilada submetidas a estabilidade acelerada: (A) Controle 24 horas,
(B) Controle 30 dias, (C) Controle 60 dias, (D) Controle 90 dias (E) Estufa 24 horas, (F)
Estufa 30 dias, (G) Estufa 60 dias, (H) Estufa 90 dias, (I) Refrigerador 24 horas, (J)
Refrigerador 30 dias, (L) Refrigerador 60 dias e (M) Refrigerador 90 dias.

A variagdo da condutividade em funcdo do tempo também foi avaliada em
nanoemulsdes armazenadas em diferentes temperaturas, apresentando aumento
estatisticamente significativo (p<0,05) quando as formulacdes foram expostas 4 temperatura
de 50+ 2°C , a partir do 60° dia de armazenamento. (Figura 33). Segundo Anvisa, (2004), o
aumento da condutividade pode estar relacionado a coalescéncia dos gldbulos, porém, neste

caso podemos observar que o tamanho dos glébulos ndo sofreu aumento estatisticamente
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significativo com o tempo, sugerindo que ndo houve coalescéncia dos glébulos. Masmoudi et
al. (2005) relataram que € dificil avaliar a estabilidade de emulsdes somente pela
condutividade elétrica, porque ndo ha uma relacdo linear entre o aumento da condutividade e

o fendmeno de instabilidade.
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Figura 33: Condutividade elétrica das nanoemulsdes em funcio do tempo.

Segundo ANVISA (2004), a determinacdo da faixa de pH de uma formulagdo deve
contemplar os aspectos de estabilidade dos ingredientes, seguranca e eficicia do produto. As
nanoemulsdes apresentaram valor de pH compativel com a pele, ou seja, levemente 4cido
(4,6-5,8) (LEONARDI; GASPAR; CAMPOS, 2002). Quando submetidas ao teste de
estabilidade, a valor de pH das amostras (Figura 34) apresentou diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) quando armazenadas a 50 £ 2°C a partir do 69° dia de armazenamento
. Segundo Masmoudi et al. (2005) a diminuicdo do valor de pH pode representar uma
oxidacdo da fase oleosa com formagdo de hidroper6xidos ou mesmo a hidrélise de
triglicerideos levando a formagdo de 4cidos graxos, sendo que os dcidos graxos livres
reduzem o pH da formulacio . Na avaliacio das caracteristicas organoléptica das
nanoemulsdes, ndo houve alteracdo na cor e odor das formulagdes armazenadas a 5+ 2°C, 25
+ 2°C, sendo que essas caracteristicas apresentaram modificagdes a partir do 60° dia quando
armazenadas a 50 + 2°C. Segundo Ramalho, (2006) as reag¢des oxidativas sdo responsaveis
pelo desenvolvimento de odores desagraddveis e outras alteracdes que comprometem a
integridade e seguranca dos produtos, tornando-os impréprios e fatores como incidéncia de

luz, temperaturas elevadas podem acelerar o processo de oxidagao.
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Figura 34: Valor de pH das nanoemulsdes em func¢do do tempo.

No caso das emulsdes estudas os Oleos vegetais, por terem atividade antioxidante
comprovada podem retardar esse processo, porém um agente antioxidante sintético deve ser

adicionado a formulac@o para evitar o processo de oxidagao.

5.9 Estabilidade preliminar das formulagdes aditivadas de lanolina acetilada:

e Estresse térmico:
A nanoemulsio aditivada de lanolina acetilada permaneceu sem sinais de instabilidade até a
temperatura de 60°C, sendo considerada estiavel mediante o teste de estabilidade preliminar,

uma vez que a temperatura maxima preconizada pela ANVISA ¢é de 50°C.

5.10 Estabilidade acelerada das formulagdes aditivadas de lanolina acetilada:

A formulagdo aditivada de lanolina acetilada escolhida para dar prosseguimento nos
estes de estabilidade foi a formulagdo n°® 7 composta por Tyos/T360E € lanolina etoxilada na
concentragdo de 2%.

O tamanho do glébulo em fun¢do do tempo mostrou um aumento estatisticamente
significativas (p< 0,05) quando as nanoemulsdes foram armazenadas a 50+ 2°C, ando
apresentando alteracdes no tamanho quando essas nanoemulsdes foram armazenadas a 5+2°C
(Figura 35). Ndo No entanto, quando as nanoemulsdes foram armazenadas a 25+ 2°C, houve
um aumento seguido da diminui¢do no tamanho dos globulos. Neste caso, o aumento do
tamanho dos globulos pode ter ocorrido devido a fendmenos de instabilidade reversiveis,

como a floculag@o, enquanto nio ocorreu solubilizagdo completa do 6leo no tensoativo, pois
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segundo Solans et al., (2005), nanoemulsdes com tamanho de glébulos reduzidos sdo

alcangados ap6s completa solubilizacdo da fase oleosa.
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Figura 35: Tamanho do glébulo das nanoemulsdes aditivadas de lanolina acetilada em funcao
do tempo.

A andlise granulométrica das formulacdes nos permite observar que as diferentes
temperaturas de armazenamento a que as nanoemulsdes foram submetidas ndo provocaram
alteracdes na distribui¢do granulométrica das mesmas, embora tenha levado a um aumento do
tamanho dos glébulos quando esses sistemas foram submetidos a altas temperaturas
(50+2°C), permanecendo a distribuicdio monomodal ao fim do teste em todas as condi¢des de

armazemamento (25+2°C, e 5+2°C) (Figura 36).
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Figura 36: Distribuicdo granulométrica dos glébulos das nanoemulsdes nao aditivada e
aditivada de lanolina acetilada submetidas a estabilidade acelerada: (A) Controle 24 horas, (B)
Controle 30 dias, (C) Controle 60 dias, (D) Controle 90 dias (E) Estufa 24 horas, (F) Estufa
30 dias, (G) Estufa 60 dias, (H) Estufa 90 dias, (I) Refrigerador 24 horas, (J) Refrigerador 30
dias, (L) Refrigerador 60 dias e (M) Refrigerador 90 dias.

Em sistemas que ndo estdo em equilibrio, as emulsdes tendem a reduzir a drea
interfacial e a energia livre através de varios processos de instabilidade como floculagdo,
cremeacgdo, Ostwald ripening e coalescéncia (THADROS et al.,2004).Comparada com as
emulsdes convencionais, as nanoemulsdes possuem boa estabilidade contra cremeacdo e
floculagdo devido o pequeno didmetro de seus glébulos (THADROS et al., 2004; CAPEK,
2004) e Ostwald ripening e coalescéncia s@o os principais fenomenos de instabilidade
observados em sistemas nanoemulsionados (PENG et al,, 2010) de modo que Ostwald
ripening € dado pela relacdo linear entre o raio ao cubo do glébulo pelo tempo (TADROS,
IZQUIEDRO, SOLANS; 2004, PENG et al., 2010). Nas nanoemulsdes aditivadas de lanolina
acetilada, ndo foi observada linearidade entre o raio ao cubo e o tempo quando esses sistemas
foram armazenados a 5 °+ 2°C, e 50+ 2°C (Figura 37). Porém, quando as nanoemulsdes
foram armazenadas a 25+ 2°C, uma boa correlacio linear entre o reo tempo foi obtida com
R>0,8, porém ndo houve aumento no tamanho do glébulo, indicando que ndo ocorreu
fendmeno de Ostwald ripening.

Nas nanoemulsdes armazenadas 50+ 2°C o aumento do tamanho dos globulos
ocorreu provavelmente devido a coalescéncia dos glébulos (PENG et al., 2010), uma vez que
nessa temperatura ndo houve uma boa relagdo do r * com o tempo. Segundo Aulton (2005), o
aumento da temperatura pode ocasionar um aumento da velocidade de cremeacdo, devido a
diminui¢do da viscosidade aparente da fase continua, bem como ocasionar o aumento da

motilidade cinética, tanto da fase dispersa quanto do agente emulsionante na interface da
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emulsdo, favorecendo a coalescéncia. Por outro lado, baixas temperaturas podem romper o
filme interfacial, levando a coalescéncia dos glébulos.

As nanoemulsdes aditivadas de lanolina etoxilada parecem mais estaveis em relagdo
a variacdo no tamanho dos glébulos que as nanoemulsdes aditivadas de lanolina acetilada.
Este fato pode estar relacionado a estabilizacdo desses sistemas. Sabe-se que a estabilizacdo
de emulsdes O/A por tensoativos ndo-idnicos ocorre por impedimento estérico e formacao de
pontes de hidrogénio, onde os grupos de 6xido de etileno que estdo na fase aquosa inibem o
choque entre os glébulos, impedindo a coalescéncia dos mesmos e o aumento da concentracdao
de tensoativo pode formar um filme mais compacto reduzindo ainda mais a taxa de
coalescéncia (MORALIS et al.,2008). A lanolina etoxilada possui uma cadeia de 75 mols de
oxido de etileno, que pode favorece a estabilidade do sistema, pelo mesmo mecanismo dos
tensoativos ndo-idnicos, levando a uma maior estabilidade desses sistemas além do baixo
indice de polidispersividade que as nanoemulsdes possuem, quando comparados com as
nanoemulsdes aditivadas de lanolina acetilada.
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Figura 37: Raio ao cubo em fun¢do do tempo das nanoemulsdes aditivadas de lanolina
acetilada em diferentes temperaturas de armazenamento.

Desta forma, o principal fendmeno de instabilidade observado nas nanoemulsdes
quando essas sdo armazenadas a altas temperaturas € a coalescéncia, que levou a um aumento
dos glébulos nos sistemas aditivados de lanolina acetilada, uma vez que a baixas

temperaturas, ndo foi observado aumento no tamanho dos glébulos.
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A condutividade (Figura 38) apresentou alteracdes estatisticamente significativas
(p<0,05) em todas as temperaturas de armazenamento, mostrando-se mais acentuado a altas
temperaturas (50£2°C) , podendo ser resultado da coalescéncia dos glébulos (ANVISA,
2004).
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Figura 38: Condutividade elétrica das nanoemulsdes aditivadas de lanolina acetilada em
funcdo do tempo.

O valor de pH dos sistemas também apresentou alteracdes estatisticamente
significativas (p<0,05) quando as formulacdes foram armazenadas a (5+2°C, e 50+2°C),
sendo essas alteracdes mais pronunciadas em altas temperaturas(Figura 39). Como dito
anteriormente, a variagdo no valor de pH pode estar relacionada a oxidagdo do sistema, com
aparecimento de odores desagraddveis, resultantes do processo de oxidagdo. Assim como nos
sistemas aditivados de lanolina etoxilada, as nanoemulsdes aditivadas de lanolina acetilada
apresentaram mudanca no odor no 30°C dia do teste de estabilidade, somente quando as
formulagdes foram armazenadas a 50+2°C. A variag¢do do valor de pH foi mais acentuada em
temperaturas elevadas (50+ 2°C), o que era esperado pois, sabe-se que a temperatura aumenta
a velocidade das reagdes, causando maior degradagdo dos dcidos graxos presentes no sistema.

Neste caso, a adi¢do de agente antioxidante sintético poderia retardar o processo oxidativo.
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Figura 39: Valor de pH das nanoemulsdes aditivadas de lanolina acetilada em fun¢do do
tempo.
Segundo EE et al. (2008) existe uma relacdo entre a temperatura de armazenamento

e a estabilidade de emulsdes: valor 6timo de temperatura onde os glébulos apresentam
tamanho minimo e, o armazenamento das nanoemulsdes nessa temperatura assegura a
estabilidade das formulacdes por um periodo maior de tempo quando comparado ao
armazenamento em outras temperaturas. Como demonstrado em nossos resultados, a
temperatura de armazenamento 5+2°C, poderia ser considerada essa temperatura Otima.
Porém, quando as nanoemulsdes foram armazenadas na temperatura de 25C+2°C, apesar de
apresentarem alteracdes, como o tamanho de glébulos e a condutividade, as mesmas nio
comprometem a estabilidade do produto permanecendo dentro dos parimetros aceitdveis.
Com relagdo as alteragdes no valor de pH, sugere- se a adicdo de agente antioxidante sintético
as nanoemulsdes para prevenir/ retardar o processo oxidativo, permitindo que as

nanoemulsdes mantenham a propriedade antioxidante por maior periodo de tempo.

5.11 Avaliacdo in vivo da influéncia das nanoemulsdes na hidratacdo, oleosidade e valor de
pH cutineos:
5.11.1 Avaliacdo da influéncia dos derivados de lanolina na hidratacdo cutinea:

Um critério importante no desenvolvimento de produtos cosméticos é a acgdo
positiva na hidratacdo da pele e a mesma pode ser influenciada pelo veiculo ou por
ingredientes ativos que sdo incorporados a formulacdo (WISSING; MULLER, 2003). A
medida da hidratacio da pele fornece informagdes importantes sobre as propriedades
biofisicas e a fun¢do de barreira, sendo que com uma quantidade adequada de dgua no estrato

corneo, a pele mantém sua funcio barreira, além de se manter lisa e flexivel e com aspecto
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saudavel (BAZIN; FANCHON, 2006). O grau de hidratacdo do estrato cérneo pode ser
avaliado através de técnicas simples, rdpidas e ndo invasivas mensurando as propriedades
elétricas e dielétricas da pele. Um método in vivo comercialmente disponivel avalia a
capacitancia da pele, envolvendo a aplicacdo de uma corrente de baixas, frequéncia e
intensidade, de modo que atinja o estrato corneo, sendo realizadas varias medidas a fim de
comparar uma regido onde o produto foi aplicado e outra sem aplicacdo, para avaliar o efeito
hidratante de um produto cosmético sobre o estrato cérneo (HARRIS, 2003). Estudos de
hidratacdo da pele sdo realizados principalmente em curto prazo, podendo as medidas serem
realizadas entre 1 e 8 horas, possibilitando-se verificar a hidratacdo cutinea mesmo apds uma
Unica aplicag¢@o do produto (DAL’BELO; GASPAR; CAMPOS, 2006).

Analisando o grafico da Figura 40, é possivel observar que todas as formulacdes
proporcionam hidratacio ao estrato cdérneo, sendo essa hidratacdo estatisticamente
significativa nos tempos 30, 60 e 90 minutos (p<0,05) para a nanoemulsdo aditivada de
lanolina acetilada. Ja para a nanoemulsdo aditivada de lanolina etoxilada, a hidratacdo foi
significativa apenas nos tempos 30 e 60 minutos. A nanoemulsio ndo aditivada, foi capaz de
manter o estrato corneo hidratado por mais tempo, sendo a hidratagdo estatisticamente
significativa nos tempos 30, 60, 90, 120 e 150 minutos. As formulacdes aditivadas de lanolina
acetilada e etoxilada ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre si
(p>0,05), embora, pode- se observar na figura 40 que a formulacdo aditivada de lanolina
acetilada promove maior hidratacdo da pele quando comparada com a formulagdo aditivada
de lanolina etoxilada. A nanoemulsio ndo aditivada foi a que resultou em menor hidratagio
relativa do estrato cérneo, sendo a diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) em

relacdo as nanoemulsdes aditivadas.
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Figura 40: Hidratacao relativa do estrato corneo em funcao do tempo.

Considerando que a lanolina é uma substincia emoliente com alta capacidade de
absorver dgua, era esperado que as formulagdes aditivadas de lanolina tanto acetilada quanto
etoxilada resultassem em maior hidratacdo relativa do estrato cérneo que as nanoemulsdes

ndo aditivadas.

5.11.2 Avaliacdo da influéncia dos derivados de lanolina no valor de pH cutaneo:

O valor de pH é4cido da superficie da pele é um importante indicador da sua
funcionalidade, devendo-se a produgdo de dcido litico, conferindo a superficie cutanea o que
se chama de “manto 4cido cutineo” (DARLENSKI; FISCHER; BASKETTER, 2008). A pele
apresenta pH levemente 4cido (4,6-5,8), contribuindo para que ocorra prote¢do fungicida e
bactericida, evitando infec¢des. Além disso, as secrecdes cutdneas apresentam propriedades
tamponantes, que auxiliam na inalteragcdo do valor de pH da pele.

Desta forma, a determinag@o e o controle do pH cutaneo sdo de extrema necessidade
para evitar o uso de produtos inadequados, que possam comprometer as fungdes da pele.
Neste contexto, a potenciometria direta tem sido o método mais empregado para avaliar o

efeito de formulagdes cosméticas sobre o pH cutdneo (LEONARDI; GASPAR; CAMPOS,
2002).
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Figura 41: Valor de pH cutaneo em fun¢ao do tempo.

As nanoemulsdes, tanto aditivada de derivados de lanolina quanto ndo aditivada, ndao
provocaram alteragdes estatisticamente significativas no valor de pH cutineo (p>0,05),
mantendo- o em torno de 5,0 (Figura 41), o que mostra que as formulacdes estudadas sdo

adequadas para o uso cosmético.

5.11.3 Avaliac¢@o da influéncia dos derivados de lanolina na oleosidade cutanea:

A Figura 42 nos permite observar que as nanoemulsdes, tanto aditivada quanto nao
aditivada de derivados de lanolina promovem aumento no valor de oleosidade cutinea, sendo
esse aumento estatisticamente significativo nos tempos 30, 60, 90, 120 e 150 minutos
(p<0,05) para as nanoemulsdes aditivadas tanto de lanolina acetilada quanto de lanolina
etoxilada. A formulacido nio aditivada apresentou aumento estatisticamente significativo da
oleosidade em func¢d@o do tempo, apenas nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos (p<0,05). Apds
120 minutos, observa-se uma queda no valor de oleosidade, provavelmente devido a absorcéo
do produto pela pele. Desta forma, pode-se dizer que as formulagdes aditivadas de derivados
de lanolina mantém-se por mais tempo sobre a pele que a nanoemulsdo ndo aditivada, tendo
essa uma absor¢do mais rdpida. Este fato pode estar relacionado a maior quantidade de
material graxo presente nas nanoemulsdes aditivadas, uma vez que a alta quantidade de
material oleoso pode justificar o aumento na oleosidade cutinea. Ndo houve diferencas
estatisticamente significativas no aumento da oleosidade cutanea em funcido do tempo entre as

formulacdes (p>0,05).
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Figura 42: Oleosidade cutanea em funcéo do tempo.

A alta oleosidade da pele proporcionada pelas nanoemulsdes tem um efeito bastante
positivo no tratamento de peles secas. Desta forma, a nanoemulsdo atende ao objetivo

pretendido, que € proporcionar a hidratacio da pele.

5.11.4 Avaliacido in vivo do potencial irritante das nanoemulsoes:

Eritema ou pele avermelhada representam os maiores sinais de reacdes inflamatorias
causadas pelo contato da pele com substincias irritantes. A percepcdo da mudanca de
coloracdo da pele devido a inflamagdo € muito subjetiva, podendo ser influenciada por
processos de descamacdo, pigmentacdo ou pelos biocromdforos. Desta forma, tornou-se
necessdrio o desenvolvimento de dispositivos que fornecessem uma avaliacdo objetiva da
alteracdo da coloragdo da pele. Um instrumento bastante utilizado para avaliar a cor
superficial cutdnea é o Chromameter CR 200 (Minolta), o qual ilumina a pele com uma
lampada de arco de xenonio. A luz refletida perpendicular a superficie é coletada e analisada
nos comprimentos de onda de 450, 560 e 600 nm utilizando o sistema de cor L*a*b*
(ALEWAETERS; LAMBRECHT;BAREL, 2000, DARLENSKI; FISCHER; BASKETTER,
2008).

Os resultados de variagdo da cor (pardmetro a*) ndo revelaram alteracdes
estatisticamente significativas (p<0,05) em fungdo do tempo, tanto para as nanoemulsdes

aditivadas de derivados de lanolina (acetilada e etoxilada), quanto para a nanoemulsio ndo
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aditivada, ou seja, as formulacdes testadas ndo promoveram a formacdo de eritema durante o

periodo do teste (Figura 43).
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Figura 43: Avaliag@o da formacdo de eritema cutaneo (pardmetro a* em funcdo do tempo).

Os dados encontrados no estudo in vivo indicam que o produto € ndo irritante de
acordo com as condi¢gdes analisadas.



CONCLUSAO
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6 CONCLUSAO:

Em conclusao, nossos resultados demonstram que a mistura oleosa composta pelos 6leos de
framboesa, maracuji e p€ssego (1:1:1) foi a fase oleosa mais adequada para a nanoemulsdo,
uma vez que a juncdo dos 6leos, logo, das substancias antioxidantes presentes nesses Oleos
resultaram em um efeito sinérgico da atividade antioxidante. Nanoemulsdes estdveis,
transparentes e translicidas e com pequeno tamanho de glébulos podem ser facilmente
obtidas utilizando-se a o método do EHL associado ao EPI (Emulsion Phase Inversion). A
adicao de substancias como os derivados de lanolina (etoxilado e acetilado) podem interferir
no processo de emulsificagdo, causando alteracdes nas propriedades fisico-quimicas das
nanoemulsdes como tamanho de glébulo e condutividade elétrica, porém, essas alteragdes nao
implicam em desestabilizagdo do sistema até determinadas concentragdes desses aditivos, a
partir das quais observa-se fendmenos de instabilidade. A nanoemulsdo aditivada de lanolina
etoxilada mostrou-se mais estidvel que a nanoemulsdo aditivadada de lanolina acetilada
durante os testes de estabilidade acelerada. Ambas as nanoemulsoes (aditivada de lanolina
etoxilada e acetilada) promoveram maior hidratacdo e oleosidade cutanea quando comparadas
a nanoemulsdo ndo aditivada, ndo alterando o valor de pH cutineo nem provocando o
aparecimento de reacdes alérgicas na forma de eritema. Desta forma, a nanoemulsao aditivada
de lanolina etoxilada parece ser a mais indicada para a utilizagdo como veiculo em produtos

cosméticos e farmacéuticos em razdo da sua maior estabilidade.
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8 APENDICES:

Apéndice A: Tabelas

Tabela 1: Andlise granulométrica, condutividade e valor de pH das formulagdes aditivadas de

lanolina etoxilada.
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Concentragao
(%) de lanolina

etoxilada

Tamanho do
glébulo (£DP)

(nm)

LP.(*) (xDP)

Condutividade
(£DP) (uS/cm)

Valor de pH
(xDP)

10

85,06 £ (1,584)
90,06 + (5,171)
98,40 + (3,846)
95,33+ (4,043)
93,13 + (1,597)

102,33%(1,154)

0,173 + (0,008)
0,190 + (0,012)
0,165 +(0,014)
0,166 = (0,017)
0,157 + (0,007)

0,173 % (0,050)

128,9(1,447)
155,1£(2,750)
181,9(0,586)
204,1%(1,595)
222,1(1,943)

235,2+(1,656)

5,98 (0,035)
5,97+ (0,011)
5,97+ (0,023)
5,952 (0,006)
5,95+ (0,021)

5,95+ (0,026)

(*) indice de polidispersividade. Os valores representam as médias e os desvios padrido da

média (n=3).

Tabela 2: Andlise granulométrica, valor de condutividade e de pH das formulacdes aditivadas
de lanolina acetilada.

Concentragdo (%) Tamanho do LP.(*) (xDP) Condutividade Valor de pH
de lanolina glébulo (£DP) (xDP) (xDP)
acetilada (nm) (umS/cm)
0 85,06 = (1,582) 0,173 £ (0,008) 128,9 (1,447) 5,98 (0,035)
1 92,20 £ (1,670) 0,202 + (0,002) 113,1 (1,582) 5,69 (0,026)
2 106,00 + (1,730) 0,207 £ (0,015) 112,6(1,823) 5,81 (0,032)
3 113,00 + (1,414) 0,225 £ (0,046) 110,0 (0,964) 5,91 (0,113)
4 127,00 % (6,082) 0,204 +(0,021) 106,0 (4,821) 5,92 (0,015)

(*) indice de polidispersividade. Os valores representam as médias e os desvios padrido da

média (n=3).
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Tabela 3: Tensdo interfacial das nanoemulsdes, ndo aditivada e aditivada de derivados de
lanolina.

Concentragdo (%) de Tensao interfacial Concentragao (%) de Tensao interfacial

lanolina etoxilada (mN.m™) lanolina acetilada (mN.m™)
0,0 3,52 x 10° £9,61x10’ 0,0 3,52 x 10° £9,61x10’
2,0 3,56 x 10° £5,51x10’ 1,0 3,70 x 10° £3,00x10’
4,0 3,56 x 10° +3,78x10’ 2,0 3,61 x 10° +3,60x10’
6,0 3,72 x 10° #2,52x10’ 3,0 3,60 x 10° £5,51x10’
8,0 3,70 x 10° £1,73x10’ 4,0 3,52 x 10° £1,73x10’

10,0 3,73 x 10° £3,05x10’




Tabela 4: Teste de estabilidade acelerada da nanoemulsio aditivada de lanolina etoxilada.
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Temperatura de Tempo (dias)
armazenamento

(22°C)

Tamanho do

glébulo (xDP)

(nm)

Condutividade
(xDP) (uS/cm)

Valor de pH
(xDP)

15

25

30

60

90

81,00£(0,000)
79,76£(0,568)
80,26+(0,945)
79,93+(1,357)
77,06£(0,404)

77,96+(1,761)

203,0(0,850)
185,5+(0,854)
215,0+(1,050)
221,6+(1,527)
221,0%(1,350)

230,7%(2,154)

5,78+(0,005)
5,75+(0,020)
5,75+(0,000)
5,85+(0,015)
5,34+(0,000)

5,01£(0,020)

15

50

30

60

90

82,90+(0,000)
80,93+(0,404)
83,26+(1,973)
80,10%(0,871)
77,93+(2,136)

77,10£(0,519)

202,8+(0,450)
206,7+(8,793)
245,62(3,536)
265,6+(2,272)
293,62(2,285)

348,8+(4,616)

5,79+(0,005)
5,48+(0,047)
5,10£(0,066)
4,82+(0,051)
3,57+(0,055)

3,60+(0,020)

15

60

90

86,00+(0,000)
85,53%(1,258)
86,93+(2,510)
86,03+(0,461)

84,73+(0,873)

84,60+(0,529)

201,4+(0,057)
176,8+(3,102)
203,1£(0,945)

208,1%(1,026)

199,5+(2,010)

189,7+(1,517)

5,79+(0,005)

5,70+(0,040)

5,82+(0,005)

6,03+(0,010)

5,84+(0,005)

5,94+(0,017)
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Tabela 5: Teste de estabilidade acelerada da nanoemulsio aditivada de lanolina acetilada.

Temperatura de Tempo (dias) Tamanho do Condutividade Valor de pH

armazenamento glébulo (£DP) (£DP) (uS/cm) (+DP)
(*2°C) (nm)

1 84,50+(0,000) 119,6+(0,000) 6,47+(0,000)

7 83,26+(1,537) 116,0+(0,000) 6,50+(0,0000

15 87,26+(7,138) 107,7+(0,351) 6,29+(0,010)

X 30 90,63%(9,290) 137,5+(1,021) 6,14+(0,005)

60 78,90+(0,700) 155,1+(0,960) 5,44+(0,020)

90 76,93+(0,350) 168,9+(1,955) 4,49+(0,061)

1 83,20+(0,000) 121,2+(0,000) 6,42+(0,000)

7 80,43+(0,568) 118,0+(0,000) 6,40+(0,000)

15 82,83+(1,563) 131,5+(1,301) 5,77%(0,032)

7 30 80,93+(3,397) 176,0+(2,424) 4,73%(0,060)

60 03,46+(8,342)  237,4+(25,270) 3,67+(0,135)

90 103,73+(8,967)  317,0+(47,584) 3,37+(0,147)

1 83,90+(0,000) 119,9+(0,000) 6,40+(0,000)

7 83,86+(0,763) 116,3+(0,000) 6,45+(0,000)

15 90,43+(6,140) 106,7+(1,216) 6,37+(0,005)

" 30 82,93+(0,230) 126,2+(1,137) 6,37+(0,005)

60 86,06+(1,365) 125,9+(1,006) 6,38+(0,005)

90 82,26+(0,378) 124,9+(1,386) 6,40+(0,017)







