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RESUMO

CAMARGO, M. F. P. Desenvolvimento de nanoemulsies a base de 6leo de maracuja
(Passiflora edulis) e 6leo essencial de lavanda (Lavandula officinalis) e avaliacdo da atividade
antiinflamatoria topica. 2008. 99 f. Dissertacéo (M estrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

A nanotecnologia € um fendmeno que se aplica a praticamente todos os setores da ciéncia,
sendo que na &ea cosmética o eevado investimento neste campo tem reforcado a idéia de que
produtos nanotecnolégicos proporcionam vantagens reais aos consumidores. A crescente
exigéncia do consumidor e os avancos no conhecimento sobre obtencdo e estabilidade dos
sistemas dispersos viabilizan o desenvolvimento de veiculos diferenciados como, por
exemplo, nanoemulsdes, que além da inerente estabilidade, apresentam aspecto sensorial
agradével, alta capacidade de espahabilidade e hidratacéo, aém de poderem facilitar a
penetracdo de ativos. Existem dois métodos de obtencdo de nanoemul sdes. 0s que empregam
baixa ou ata energia de emulsificagdo. O uso de 0Oleos vegetais em produtos cosmeéticos tem
sido intensamente valorizado, baseando-se no conceito de que sdo seguros e biocompativels.
O 6leo de maracujé € extensamente empregado em formul agBes cosmeéticas e o 6leo essencial
de lavanda é citado na literatura pelo efeito cicatrizante e antiinflamatorio, dentre outros. Esta
pesguisa teve como objetivo desenvolver nanoemulsdes a base de 6leo de maracuja e 6leo
essencial de lavanda nas concentracfes de 1,0, 2,0 e 5,0%, a partir de método a frio de baixa
energia de emulsificagdo, bem como avaliar a influéncia da adi¢céo de outros componentes e
dos parametros relacionados a0 método de obtencdo na estabilidade e tamanho de globulos
das nanoemulsdes e posteriormente avaliar a atividade antiinflamatéria tépica da emulsdo
contendo 5,0% do 6leo essencial em camundongos sem pélo. Os resultados demonstraram que
a adicdo do dleo essencia de lavanda no sistema provocou reducdo no tamanho de glébulos e
aumento da estabilidade fisica e que o0 método de emulsificagdo a frio foi eficaz na formagéo
de nanoemulsdes estaveis. O valor de EHL, o par de tensoativos, a propor¢éo entre as fases
aquosa/ oleosa e tensoativa, bem como a adicéo de silicones e eletrdlitos e a velocidade de
agitagdo influenciam sobremaneira as caracteristicas e a estabilidade das dispersdes obtidas.
No estudo de estabilidade acelerada, observou-se a ateracdo significativa dos valores de pH e
condutividade elétrica, o que possivelmente € decorrente da hidrélise de compostos presentes
no Oleo essencial. Os valores de potencia zeta e tamanho de glébulos ndo demonstraram
alteracdo relevante em 30 dias de estabilidade acelerada. Na avaliagdo in vivo, a nanoemulséo
adicionada de 5,0% do 6leo essencial de lavanda apresentou resultados significativos quando
comparado aos demais grupos, 0 que sugere boa perspectiva na utilizacdo topica do dleo
essencial de lavanda, sendo este merecedor de estudos complementares para a elucidacéo dos
mecanismos antiinflamatdrios envolvidos, dos componentes fito-quimicos responsaveis por
esta ac8o e da concentracdo a ser utilizada.

Palavras-chave: nanoemulsdo, 6leo de maracuja, 6leo essencial de lavanda, estabilidade,
distribuic@o granulométrica, atividade antiinflamatoria topica.
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CAMARGO, M. F. P. Devdopment of nanoemulsons containing passon fruit seed oil
(Passiflora edulis) and lavender essential oil (Lavandula officinalis) and evaluation of its
topical anti-inflammatory activity. 2008. 99 f. Dissertation (Master) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeiréo Preto, Universdade de Sao Paulo, Ribeiréo Preto, 2008.

Nanotechnology is a phenomenon that applies to mainly all sectors of science and in
the cosmetics area the high investment in this field has strengthened the idea that
nanotechnology products offer real advantages to consumers. The growing demand of
consumers and the advances in knowledge about production and stability of dispersed systems
enable the development of differentiated vehicles such as nanoemulsions, which besides the
inherent stability, have pleasant sensory aspect, high spread ability and hydration power, in
addition they can facilitate the penetration of actives. There are two methods of obtaining
nanoemulsions: those that employ low or high energy of emulsification. The use of vegetable
oils in cosmetics has been intensely valued, based on the concept that is safe and
biocompatible. Passion fruit oil is widely used in cosmetic formulations and lavender
essential oil is reported in the literature for healing and anti-inflammatory effects, among
others. The aim of this study was to develop nanoemulsion based in passion fruit oil and
lavender essential oil in the concentrations of 1.0, 2.0 and 5.0%, from low-energy method of
emulsification, not employing heating, and evaluate the influence of the addition of other
materials and parameters related to the production method in the system stability and droplets
size of nanoemulsions and then evaluate the anti-inflammatory activity of topical
nanoemulsion containing 5.0% of lavender essential oil in hairless mice. The results
demonstrated that the addition of lavender essential oil in the system caused reduction in the
droplets size and increasing in the physical stability and that the method of emulsification
used was effective in the formation of stable nanoemulsions. The HLB value, the pair of
surfactants, the ratio between aqueous/oily and surfactant phase, the addition of silicones and
electrolytes and speed of agitation particularly affect the characteristics and stability of the
obtained dispersions. In the accelerated stability tests, there was a significant change in the pH
and electrical conductivity values, which is possibly resulting from the hydrolysis of
compounds present in the essential oil. The values of zeta potential and droplets size showed
no relevant change in 30 days of accelerated stability. In the in vivo evaluation, the
nanoemulsion added of 5.0% of the lavender essential oil showed significant results when
compared to the other groups, which suggests good perspective on topical use of this ail,
which is worthy of further studies to the elucidation of the anti-inflammatory mechanisms
involved, the phyto-chemical components responsible for this action and the concentration of
use.

Keywords: nanoemulsion, passion fruit oil, lavender essentia oil, stability, size distribution,
topical anti-inflammatory activity.
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1. INTRODUCAO

Cada vez mais os formuladores de produtos cosméticos t€m sido desafiados a
desenvolver formulagdes topicas eficazes e diferenciadas.

As emulsdes sdo amplamente empregadas como veiculos nas industrias cosmética e
farmac€utica por apresentarem vantagens como a veiculagdo de farmacos ou ativos
hidrofilicos e lipofilicos na mesma formulagao, além de possibilitarem o controle de aspectos
sensoriais adaptados as necessidades da via de administracdo para as quais se destinam.

Os avan¢os no conhecimento dos mecanismos envolvidos na obtengdo e estabilidade
dos sistemas dispersos, bem como o emprego de novas tecnologias, viabilizam o
desenvolvimento de sistemas emulsionados diferenciados (MARTI-MESTRES, NIELLOUD,
2002) como nanoemulsdes, emulsdes multiplas, emulsdes com cristal liquido e
microemulsdes.

As nanoemulsdes mostram-se promissoras na ciéncia cosmética devido a estabilidade,
ao grande poder de hidratacdo e por proporcionar sensorial agradavel (BOUCHEMAL et al.,
2004; TADROS et al., 2004; SONNEVILLE-AUBRUM, SIMONNET, ALLORET, 2004).
Além disso, apresentam alta espalhabilidade (TADROS et al., 2004; SONNEVILLE-
ABRUM, SIMONNET, ALLORET, 2004), o que proporciona a formagdo de uma pelicula
mais uniforme sobre a pele quando comparadas as emulsoes classicas (BOUCHEMAL et al.,
2004).

As nanoemulsdes podem ser obtidas por métodos de alta ou baixa energia de
emulsificagdo (FERNANDEZ et al., 2004; TADROS et al., 2004). Os métodos que utilizam
alta energia de emulsificagdo sdo baseados na geracdo de energia mecanica através de alta
tensdo de cisalhamento e permitem melhor controle da granulometria ¢ ampla escolha dos

constituintes da formulagdo (FERNANDEZ et al., 2004; TADROS et al. 2004; LIU et al.,
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2006). Contudo estes equipamentos demandam alto investimento inicial, o que pode tornar a
viabilidade comercial limitada.

Os métodos de baixa energia de emulsificagdo se utilizam das propriedades fisico-
quimicas do sistema para a obtengdo de emulsdes com globulos de tamanho reduzido
(SHINODA, SAITO, 1969; TADROS et al. 2004; USON, GARCIA, SOLANS, 2004). Para
que a producdo de nanoemulsdes por estes métodos se torne economicamente viavel,
portanto, faz-se necessario o estudo dos fendmenos fisico-quimicos envolvidos no processo
de obtengao.

O desenvolvimento de emulsdes utilizando oOleos vegetais tém sido intensamente
valorizado, devido as atividades benéficas que a complexa composi¢do de acidos graxos
presentes nestes 6leos pode exercer na pele e pelo conceito de que sdo seguros e
biocompativeis, fatores que reforcam a atual tendéncia de utilizagdo de produtos naturais
(BLOISE, 2003).

O o6leo de maracuja (Passiflora edulis) ¢ extensamente empregado pela industria
cosmética, sendo que um de seus apelos mercadoldgicos ¢ a alta porcentagem de acido
linoléico, normalmente encontrado na pele humana (GONCALVES, 2000).

O oleo essencial de lavanda apresenta, segundo a literatura, atividade antiinflamatoria e
cicatrizante, além de baixa toxicidade a pele, podendo ser utilizado como componente ativo
em produtos que se destinem a reduzir pequenos processos inflamatorios cutdneos como:
picadas de insetos, queimaduras solares, etc (CAVANAGH, WILKINSON, 2002).

Nesta pesquisa, foram desenvolvidas nanoemulsdes por métodos de baixa energia, contendo
6leo de maracuja (Passiflora edulis), adicionadas ou ndo de 6leo essencial de lavanda (Lavandula
officinalis). As formulagdes foram caracterizadas e avaliadas quanto a estabilidade fisica, bem
como a composi¢do dos constituintes majoritarios presentes no dleo essencial de lavanda foram

determinados, antes e apds os testes de estabilidade acelerada. Adicionalmente foi estudada a
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influéncia de variaveis na composi¢cao das nanoemulsdes obtidas e de variaveis do processo de
obtencdo quanto a distribuigdo granulométrica e estabilidade do sistema. A atividade
antiinflamatodria topica do dleo essencial de lavanda puro ou veiculado em nanoemulsdo na

concentracao de 5,0% foi estudada em camundongos sem pélo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pele

O sucesso do desenvolvimento de formulagdes requer ndo somente o desenvolvimento
de veiculos estaveis ¢ com caracteristicas diferenciadas, mas também a otimizagdo da
atividade do ativo em sua liberagdo para o sitio alvo (PAGLIARA et al., 1999).

A principal fungdo da pele € separar e proteger o interior do corpo do ambiente externo,
além de receber estimulo sensorial, ajudar a regular a temperatura do corpo e excretar substancias
ndo desejadas. A pele também previne a entrada de microrganismos, substancias quimicas e
varias formas de radiago, além de proteger os fluidos e tecidos corporais (BARRY, 2002).

Estruturalmente a pele possui uma série de camadas, ha trés grandes divisdes: epiderme

(estrato corneo e epiderme vidvel), derme e hipoderme (Figura 1).

Por Corpusculo Glabndula
sebacea
SUd“—'”Pam\di eissner,
Epiderme : 3 =

Derme

Pélo

Camada cornea
/ {queratinizada)

Terminagio
nervosa livre

J
i
—Glandula
/ sudoripara
& Musculu eretor
do pélo

Tecido subeutdneo
(adiposo)

Figura 1 - Pele e anexos. Reproduzida de: < http://www.ath.bio.br>

O estrato corneo funciona como uma protecao fisica e barreira quimica. E formado por uma
camada compacta de células (corneocitos) alongadas, mortas e desidratadas, que sao o produto final

da diferenciagdo das células produzidas na epiderme viavel. Dentro dos corneocitos sao encontradas
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substancias hidrofilicas de baixa massa molecular, como aminodcidos e agucares e, a queratina, que
fornece resisténcia a estas c€lulas. Entre estes cornedcitos estd presente a maioria do material
lipidico na forma de lipidios neutros (ZATZ, 1993; BOUWSTRA et al., 2003).

O estrato corneo pode ser descrito como uma “parede de tijolos”, onde as células
queratinizadas s3o embebidas em uma matriz lipidica, organizada em bicamadas ¢ composta
por ceramidas (45-50 %), colesterol (25 %), acidos graxos (10-15 %) e lipidios (5 %)
(MADISON, 2003).

Abaixo do estrato corneo esta a epiderme vidvel, que ¢ enzimaticamente ativa e
formada por células em varios estagios de diferenciagdo bioquimica. Na epiderme ha um
constante movimento das células recém formadas partindo da camada basal em dire¢do ao
estrato corneo, sendo que a taxa de renovagdo celular ¢ igual a taxa de desprendimento das
células mais externas do estrato corneo. Os foliculos pilosos ¢ as glandulas sebaceas sao
estruturalmente parte da epiderme, porém neste tecido ndo existem vasos sanguineos, € 0s
nutrientes precisam se difundir partindo da derme (ZATZ, 1993; BARRY, 2002; SMITH,
MALBACH, SURBER, 2000; BOUWSTRA et al., 2003).

A derme, localizada imediatamente sob a epiderme, ¢ um tecido conjuntivo que
contém fibras protéicas, vasos sangiiineos, termina¢des nervosas, Orgdos sensoriais e
glandulas. A derme ¢ responsavel pela maioria da forca mecanica e das sensagdes da pele. As
principais células da derme sdo os fibroblastos, responsaveis pela produgdo de fibras e de uma
substancia gelatinosa, a substancia amorfa, na qual os elementos dérmicos estdo mergulhados.
Sob a pele, ha uma camada de tecido conjuntivo frouxo, o tecido subcutaneo, rico em fibras e
em células que armazenam gordura (cé€lulas adiposas ou adipocitos). A camada subcutanea,
denominada hipoderme, atua como isolante térmico, reserva energética e na protecdo contra

choques mecanicos (ZATZ, 1993; BARRY, 2002; SMITH, MALBACH, SURBER, 2000).
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Na inflamagdo cutanea ha uma resposta protetora imediata que ocorre nos tecidos
adjacentes, sempre que ha lesdo ou destruicdo celular. O processo inflamatdrio envolve uma
série de fendmenos que podem ser desencadeados ndo sé por agentes infecciosos, como
também por agentes fisicos (radiagdo, queimadura, trauma), quimicos (substancias causticas)
isquemia e interagdes antigeno-anticorpo (BARRY, 2002; CARVALHO, 2004).

A resposta inflamatoria apresenta uma série complexa de adaptagoes teciduais que
envolvem principalmente os vasos sanguineos, os componentes liquido e celular do sangue e
o tecido conjuntivo adjacente, tendo como objetivo a destruicao, diluicdo ou encarceramento
do agente agressor ¢ das células que este lesou, seguida de uma série de eventos que visam
cicatrizar ou reconstituir o tecido lesado e gerar imunidade sistémica (CARVALHO, 2004).

Os sinais cardinais da inflamacdo sdo: calor, rubor, dor e tumor e sdo conseqiientes ao
efeito local induzido por mediadores do fluxo sanguineo, permeabilidade vascular, infiltragao
de leucocitos e liberagao de agentes indutores da dor  MATSUMURA, ANANTHASWAMY,
2004; CARVALHO, 2004). O efeito agudo mais pronunciado da radiagdo UV em pele
humana ¢ o eritema, escurecimento da pele pela produgdo de melalina e imunosupressao local
ou sistémica (MATSUMURA, ANANTHASWAMY, 2004).

Existem diversos mecanismos de agdo para fitofarmacos antiinflamatorios. Estudos
demonstram que os compostos fenolicos eugenol, timol, carvanol podem agir como analogos
estruturais dos derivados salicilicos, sendo seu mecanismo antiinflamatério provavel a
inibi¢do da ciclooxigenase (CARVALHO, 2004).

J& os triterpenos, esteroides e sesquiterpenos podem intervir no mecanismo da reacao
imunoldgica. O mecanismo de agdo destes compostos na inflamagdo ainda ndo estad
completamente elucidado, mas estudos indicam que seria por inibi¢do do sistema

complemento (CARVALHO, 2004).
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2.2 Nanotecnologia em Cosméticos

A nanotecnologia ¢ um raro fendmeno na histéria recente que se aplica a praticamente
todos os setores da pesquisa, da engenharia de materiais ¢ processos ¢ de mercado. A habilidade
de caracterizar, manipular e organizar materiais em escala nanométrica esta promovendo uma
revolugdo cientifica e tecnoldgica de proporgdes ainda ndo identificadas (LEE, 2004).

Na area farmacéutica, os sistemas nanométricos ainda ndo sdao amplamente
caracterizados como as emulsdes classicas, suspensdes e lipossomas, porém possuem grande
potencial de serem utilizados como sistemas sofisticados de liberagdo de drogas (LEE, 2004).

Na area cosmética o crescente investimento em produtos baseados em nanotecnologia
demonstra ser de grande aplicacdo para sistemas dispersos.

Segundo a Nanobiotec, organizagdo nacional voltada para a 4area de
nanobiotecnologia, no periodo de 1990 a 2005 houve mais de 500 publicagdes sobre o uso de
nanotecnologia para desenvolvimento de produtos dermocosméticos. Foram também
registradas 312 patentes no mundo relativas a produtos cosméticos ou dermatologicos entre
1966 ¢ 2005 (GUTERRES, PASA, PIMENTA, 2006). Empresas internacionais renomadas
como a L’oreal, Lancome, Anna Pegova, Procter & Gamble e Christian Dior, além das
pioneiras no mercado brasileiro Natura e O Boticario langaram produtos baseados em
nanotecnologia no mercado. Estes produtos prometem maior hidratagdo, maior penetragdo de
ativos que se destinam a agir na derme como, por exemplo, compostos que promovem
aumento da sinteses de coldgeno e elastina (produtos anti-idade), bem como melhora no

aspecto sensorial de diversos produtos para a pele, incluindo filtros solares.

2.3 Emulsoes
Emulsdes sdo sistemas heterogéneos e termodinamicamente instaveis que consistem

em pelo menos um liquido imiscivel, intimamente disperso em outro na forma de globulos
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(BECHER, SCHICK, 1987; FRIGBERG, 1988; SILVA, SOARES, 1996; BROOKS, 1998;
HOLMBERG, 2002). Normalmente, n3o se formam espontaneamente (exceto em
microemulsdes) e suas propriedades dependem ndo apenas de condigdes termodindmicas
como também do método de preparagdo, das caracteristicas ¢ ordem de adicdo de cada
componente (LIN, KURIHARA e OTHA, 1975).

Em geral, as emulsdes sdo compostas por trés fases: aquosa, oleosa e emulsificante
(BECKER, SCHICK, 1987; PINHO STORPIRTIS, 1998; MORRISON, ROSS, 2002).

As emulsdes simples sdo classificadas em: agua em 6leo (A/O), quando os globulos da
fase aquosa estdo dispersas numa fase continua oleosa, ou 6leo em agua (O/A), quando os
glébulos da fase oleosa estdo dispersas numa fase continua aquosa (BECHER, 1965; GOPAL,
1969; TADROS, BECKER, 1983; MORRISON, ROSS, 2002).

As emulsdes sdo sistemas estabilizados cineticamente pela adigdo de agentes
tensoativos capazes de diminuir a tensdo interfacial do sistema e de formar um filme
interfacial com propriedades estéricas e eletrostaticas em torno dos globulos da fase interna
(JEONG, OH, KIM, 2001; HOLMBERG, 2002; MORRISON, ROSS, 2002; CAPEK, 2004).

Os tensoativos sao moléculas anfifilicas que se adsorvem na interface entre a fase
dispersa e dispersante durante o processo de emulsificagdo e podem prontamente prevenir
fenomenos como floculacdo e coalescéncia (BROOKS, 1998).

Foram classificados numericamente por Griffin na metodologia conhecida por sistema
Equilibrio Hidrofilo Lipéfilo (EHL) segundo suas caracteristicas de hidrofilia e lipofilia,
sendo que foram lhes atribuindo valores de 1,0 a 50,0, sendo que quanto mais elevado o valor,
maior ¢ a sua hidrofilicidade. A aplicacdo de cada tensoativo esta relacionada com o valor de
seu EHL, sendo que os que apresentam baixo EHL sdo indicados para emulsdes agua em 6leo
(A/O) e aqueles com valores intermedidrios sdo recomendados para sistemas 6leo em agua

(O/A) (GRIFFIN, 1967; SCHICK, 1987; MORRISON, ROSS, 2002).
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2.4 Nanoemulsoes

Nanoemulsdes sdo constituidas por globulos entre 20 a 500 nm, ou seja, com
distribui¢do granulométrica entre microemulsdes e macroemulsdes ou emulsdes classicas
(FORGIARINI et al., 2001; FERNANDEZ et al., 2004).

Podem apresentar aparéncia translicida quando o tamanho de glébulo ¢ inferior a
200nm, ou leitosa quando o tamanho ¢ de 200 a 500 nm (CAPEK, 2004).

Diferentes das microemulsdes que sdo sistemas termodinamicamente estaveis as
nanoemulsdes sdo cineticamente estaveis, ou seja, estaveis por um longo periodo de tempo.
Nao requerem altas concentragcdes de tensoativos (entre 3,0 a 10%) comparado as
microemulsdes na qual a concentragdo destes pode chegar a 20% (BOUCHEMAL et al.,
2004; IZQUIERDO et al., 2005).

A inerente estabilidade das nanoemulsdes estéa relacionada ao emprego de tensoativos
ndo-ionicos e/ou polimeros que conferem estabilizagdo estérica entre os globulos, reduzindo a
possibilidade de coalescéncia, bem como pela superagdo da for¢a da gravidade atuante nesses
globulos pelo movimento browniano presente nesses sistemas, evitando assim processos de
instabilidade (TADROS et al., 2004; FERNANDEZ et al., 2004).

A granulometria do sistema também previne o fendmeno da coalescéncia, pois esses
glébulos ndo sdo facilmente deformaveis. A grande espessura do filme interfacial, relativo ao
tamanho do glébulo, previne que a diminui¢ao natural deste filme seja suficiente para causar o
rompimento do globulo (SONNEVILLE-AUBRUN, SIMONNET, ALLORET, 2001;
BOUCHEMAL et al., 2004; FERNANDEZ et al., 2004; TADROS et al., 2004; IZQUIERDO

etal., 2005; MORALIS et al., 2006a).

2.5 Vantagens das nanoemulsdes para aplicacdo cosmética
Além da maior estabilidade das nanoemulsdes quando comparadas as emulsdes classicas,

existem outras caracteristicas que justificam a sua aplicacao em produtos cosméticos:
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- a baixa tensao interfacial promove maior espalhabilidade da formulacao e facilita a
penetragdo dos globulos através das rugosidades da pele, possibilitando maior capacidade de
hidrata¢ao além de facilitar a penetracdo de ativos (TADROS et al., 2004; SONNEVILLE-
AUBRUN, SIMONNET, ALLORET, 2004).

- a fluidez do sistema e o diminuto tamanho dos globulos proporcionam uma
distribui¢@o uniforme do produto sobre a pele (BOUCHEMAL et al., 2004).

- a fluidez natural do sistema (em baixas concentragdes de fase oleosa) confere as nano
emulsdes aspecto sensorial muito valorizado em produtos cosméticos (TADROS et al., 2004;
SONNEVILLE-AUBRUN, SIMONNET, ALLORET, 2004).

- as nanoemulsdes podem ser alternativas a lipossomas e vesiculas (as quais possuem
baixa estabilidade), e ¢ possivel em alguns casos obter estruturas liquido-cristalinas ao redor
dos globulos (TADROS et al., 2004).

- podem ser utilizadas como sistema de veiculagdo de fragrancias ou ainda para
fabricagdo de perfumes sem alcool (TADROS et al., 2004; BOUCHEMAL et al., 2004).

- podem ser esterilizadas por filtragdo sem que o procedimento cause alteragdo de suas

propriedades (SONNEVILLE-AUBRUN, SIMONNET, ALLORET, 2004).

2.6 Métodos de Obtencao

As nanoemulsdes nao se formam espontaneamente, sendo necessario o fornecimento
de energia ao sistema. De acordo com a literatura podem ser preparadas por métodos de alta
ou baixa energia de emulsificagdo (PEY et al., 2006).

Os métodos que utilizam alta energia de emulsificagdo sdo baseados na geracdo de
energia mecanica através de alta tensdo de cisalhamento, homogeneizadores de alta pressao,
microfluidizadores, ou pela utilizagdo de ultra-som (FERNANDEZ et al., 2004; TADROS et

al. 2004; LIU et al., 2006). A alta energia mecanica imposta ao sistema gera forgas capazes de
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deformar e quebrar as goticulas da fase interna em globulos menores pela superacdo da
pressdo de Laplace (FERNANDEZ et al., 2004). Estas técnicas permitem melhor controle da
granulometria ¢ ampla escolha dos constituintes da formulagdo (SONNEVILLE-AUBRUN,
SIMONNET, ALLORET, 2004).

Fatores como temperatura, viscosidade e concentracdo da fase interna influenciam as
caracteristicas fisico-quimicas do produto final. A otimizagdo das condi¢des operacionais
deve ser realizada para cada sistema desenvolvido e tipo de equipamento utilizado (BENITA,
LEVY, 1993; TADROS et al., 2004). Contudo estes equipamentos demandam alto
investimento inicial, o que pode tornar a viabilidade comercial limitada.

Os métodos de emulsificagdo por baixa energia fazem uso de propriedades fisico-
quimicas do sistema e utilizam a inversdo espontanea na curvatura do tensoativo para a
obtenc¢ido de globulos de tamanho reduzido (SHINODA, SAITO, 1968; USON, GRACIA,
SOLANS, 2004; SAJJADI, 2006).

Existem dois métodos de inversdo de baixa energia: transicional conhecida também
como método de inversdo de fases pela temperatura (Phase Inversion Temperature = PIT) e
emulsificagdo por inversao de fases pela alteracdo da fragdo volumétrica (Emulsion Phase
Inversion = EPI) (FERNANDEZ et al, 2004; TADROS et al., 2004).

Para os tensoativos ndo i6nicos polietoxilados a inversdo transicional pode ser atingida
pela mudanga na temperatura do sistema favorencendo uma transicdo da emulsdo A/O em
valores elevados de temperatura para uma emulsdo O/A em baixas temperaturas (SHINODA,
SAITO, 1968; FERNANDEZ et al., 2004; IZQUIERDO et al., 2004).

Durante o aquecimento, os grupos de 6xido de etileno, responsaveis pela caracteristica
hidrofilica do tensoativo se desidratam provocando a modificag¢do da sua afinidade pelas fases
aquosa ¢ oleosa. A medida que o sistema sofre resfriamento o tensoativo passa por um ponto

de curvatura zero e promove tensdo superficial minima, o que predispde a formagao de
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nanoemulsdes (FERNANDEZ et al., 2004; SALAGER et al., 2004; TADROS et al., 2004;
LIU et al., 2006). O ponto de inversdo no qual o tensoativo atinge a curvatura zero esta
diretamente relacionado ao equilibrio da hidrofilia e lipofilia deste na interface.

Para que esse processo ocorra, a concentracdo do tensoativo deve ser superior a
concentragdo micelar critica (CMC) (BECHER, 1987; ZERFA, SAJJADI, BROOKS, 2001;
SAJJADI, ZERFA, BROOKS, 2003; SALAGER et al., 2004; XIE, BROOKS, 2004).

Pela técnica da temperatura de inversao de fases sdo formadas emulsdes com tamanho
de particula muito pequeno ¢ que apresentam boa estabilidade (TADROS et al., 2004).

A transi¢do espontanea da curvatura também pode ser obtida pelo método do EPI,
alterando-se a fracdo volumétrica. Quando se deseja uma emulsdo O/A, adiciona-se
sucessivamente a fase aquosa na oleosa, sendo que os globulos de 4gua sdo formados em uma
fase oleosa continua (microemulsdo ou fase bicontinua A/O). Aumentando se o volume da
fragdo aquosa ha uma inversdao espontanea na curvatura do tensoativo ocorrendo a mudanga
da emulsdo A/O para O/A (FORGIARINI et al., 2004; FERNANDEZ et al., 2004; XIE,
BROOKS, 2004, SALAGER et al., 2004).

Este processo ¢ descrito na literatura em sistemas no qual o tensoativo forma
monocamadas flexiveis entre a interface agua/ 6leo formando uma microemulsdo (fase
bicontinua) ou fase cristalina no ponto da inversio (MARSZALL, 1987; FERNANDEZ et al.,
2004; SALAGER et al., 2004; TADROS et al., 2004).

Nao apenas a tensdo interfacial minima produzida durante a inversdo da curvatura do
tensoativo, mas também a formacdo da microemulsdo ou da fase cristalina anterior ao locus
da inversdo ¢ estreitamente relacionada a formagao de nanoemulsdes em ambos os métodos

(MORALES et al., 2003; FERNANDEZ et al., 2004; IZQUIERDO et al., 2005).
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Estudos demonstram que a solubilizagdo completa do o6leo na fase bicontinua
(microemulsdo) ou na fase cristalina ¢ um fator extremamente importante na formagdo de

emulsodes finamente dispersas (MORALES et al., 2003).

2.7 Estabilidade

Sistemas emulsionados podem sofrer diferentes processos de instabilidade, tais como:
cremeacao, floculacao e coalescéncia (SHUELLER, ROMANOWSKI, 2000).

Esses processos podem ser causados, por exemplo, pela diferengca nos valores de
densidade entre os liquidos dispersos, pela redugdo da estabilidade da interface entre outros
fatores. A floculagdo acontece quando os globulos se unem e o filme interfacial é mantido, ou
seja, permanecem globulos distintos. A coalescéncia acontece quando ha a unido dos globulos
e a ruptura da interface, formando um glébulo maior. E um processo irreversivel e quando um
numero grande de globulos coalescem, o resultado é a separagdo de fases (SHUELLER,
ROMANOWSKI, 2000).

Um dos maiores problemas de instabilidade relacionados as nano emulsdes, entretanto,
¢ o fenomeno “Ostwald ripening”, resultante da diferenga de solubilidade entre os gldbulos,
pois quanto maior a curvatura interfacial do globulo em dispersdo, maior a area de superficie
da fase dispersa e consequentemente maior a solubilidade do contetido da fase dispersa na
fase dispersante. Este fator pode causar a movimentagdo de moléculas de 6leo através de
difusdo passiva ou transporte assistido por micelas. Essas moléculas sdo transferidas dos
globulos pequenos para os maiores, provocando alteracdo da granulometria da fase dispersa
(SONNVILLE-AUBRUN, SIMONNET, ALLORET, 2004; CAPEK, 2004).

Deve-se observar ainda que quanto mais polidisperso o sistema, mais pronunciado sera
este mecanismo, pois maior serd a diferenca de solubilidade dos gldébulos em dispersao

(CAPEK, 2004).
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Um método util para avaliar a estabilidade de uma emulsao ¢ mensurar o tamanho dos
globulos da fase interna da emulsdo ¢ a magnitude do potencial zeta. (MORALIS et al., 2006a).

Sabe-se que o tamanho dos globulos dispersos de uma emulsdo determina fenomenos
como floculagdo e coalescéncia. Geralmente quanto menor o tamanho dos globulos dispersos,
maior a estabilidade do sistema (JEONG, OH, KIM, 2001).

Pela andlise granulométrica também ¢ possivel determinar o indice de
polidispersividade da emulsdo, sabendo que quanto mais polidisperso o sistema for, maior
sera a sua susceptibilidade ao fendmeno de Ostwald ripening (CAPEK, 2004).

Medidas do tamanho dos globulos 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 potencial zeta esta diretamente relacionado a repulsdo eletrostatica entre glébulos
dispersos proximos, sendo um parametro que indica as propriedades da interface e da solugao
continua proxima a interface (ROLAND et al., 2003; MORALIS et al., 2006b).

E definido como a diferenga de potencial entre a superficie de fons fortemente ligados ao
redor do glébulo e uma regido neutra (ndo-carregada) da solucdo e reflete a composicdo da
interface das nano emulsdes, seja em relagdo aos tensoativos formadores do filme interfacial, ou a
presenga de moléculas com carga localizadas na interface do sistema (ROLAND et al., 2003).

O método mais utilizado para mensurar o potencial zeta ¢ através da mobilidade
eletroforética de particulas dispersas em um campo elétrico carregado (LIEBERMAN, 1988;
JEONG, OH, KIM, 2001; KULMYRZAEV, SCHUBERT, 2003; ROLAND et al., 2003).

Um elevado valor de potencial zeta em modulo (> 30mV) € importante para a estabilidade
fisico-quimica da emulsdo, uma vez que forgas repulsivas tendem a evitar uma possivel

floculagdo (BENITA, LEVY, 1993; KLANG, BENITA, 1998; ROLAND et al., 2003).
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Alguns autores afirmam que a estabilidade de emulsdes contendo tensoativos nao
i06nicos ocorre principalmente por via estérica, porém o mecanismo eletrostatico deve ser
considerado (MORALIS et al., 2004b).

O valor do potencial zeta, por si s6 ¢ um dado limitado, entretanto alteragdes neste
valor com relagdo a mudancgas na constituicdo e caracteristicas da emulsdo sdo informagdes
significativas sobre as condigdes da interface e assim sobre as condi¢des dos gloébulos na
emulsdo (STACHURSKI, MICHALEK, 1996; GU, LI, 1998).

O valor do pH é um importante parametro de monitoramento da estabilidade das
emulsdes, pois alteragdes no seu valor indicam a ocorréncia de reagdes quimicas que podem
comprometer a qualidade do produto final. No caso de emulsdes formuladas com oleos
vegetais, uma diminui¢do no valor do pH pode ser decorrente da hidrolise dos ésteres de
acidos graxos, que geram acidos graxos livres. Os acidos graxos livres reduzem o valor de pH
das formulagdes, sendo empregados como indicadores de estabilidade das nanoemulsdes
frente a diferentes condi¢des de armazenamento. Além disso, o valor de pH final das nano
emulsdes pode exercer influéncia na extensdo de ionizagdo dos componentes da interface
(MARTINI, 2005).

A condutividade elétrica ¢ um parametro indicativo de processos de instabilidade. O

aumento da condutividade pode estar relacionado com a enquanto que a diminui¢do com a

agregacao (ANVISA, 2006).

2.8 Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo liquidos volateis, refringentes ¢ com odor caracteristico. Sdo
formados em um grande nimero de plantas como subproduto do metabolismo secundario,
sendo que podem ser extraidos das folhas, flores, sementes, galhos, etc. O método de

obtencao ¢ a destilagdo por arraste de vapor d'agua (MIGUEL, 1999).
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Os constituintes de um oOleo essencial ou 6leo volatil variam de hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, ésteres, fendis. Os compostos
terpénicos constituem a maioria dos 6leos essenciais. Os monoterpenos mais comuns sao:
linalol, gerandiol, tujona, canfora, limoneno entre outros. Entre os sesquiterpénos mais
comuns encontram-se: farnesol, nerolidol, bisaboleno entre outros (SIMOES et al.,2000).

Além dos usos mais antigos como laxante, perfume e condimentos existem diversas
aplicagdes bioldgicas para esses 6leos como: antimicrobiana, repelente de insetos, larvicida,
antiinflamatdria, analgésica, antiespasmodica, etc (DEY, HARBONE, 1997), sendo que mais
recentemente as propriedades medicinais vém sendo intensamente investigadas

(ORAFIDIYA, OLADIMEIJI, 2002).

2.8.1 Oleo essencial de Lavanda

O oOleo essencial de Lavanda (Lavandula officinalis) é empregado como
antimicrobiano, antiinflamatorio e cicatrizante em casos de queimaduras, picadas por insetos
entre outros processos inflamatérios cutaneos (BOELENS, ARQUETTE, 1995;

CAVANAGH, WILKINSON, 2002).

Figura 2 - Sumidades floridas da lavanda. Reproduzido de:<http://www.espacioblog.com>.




Revisdo da Literatura 19

Estudos fitoquimicos revelaram diferentes metabodlitos secundarios nas espécies da
Lavandula, como diterpenos (POLITI et al., 2002), sesquiterpenos, triterpenos, cumarinas e
compostos fendlicos (GABRIELI, KOKKALOU, 2003).

O oleo essencial de lavanda pode ser extraido de diferentes espécies do género
Lavandula: Lavandula officinalis, Lavandula angustifélia, Lavandula latifolia, Lavandula
stoechas e Lavandula intermédia (SILVA, 1998; CAVANAGH, WILKINSON, 2002).
Dependendo da espécie utilizada e das condi¢des de cultivo o 6leo essencial pode apresentar

variagdes quanto aos constituintes (Tabela 1).

Tabela 1 - Componentes majoritarios de diversas espécies de lavanda.

Espécie Origem | Parte da Componentes Majoritarios Referéncia
Planta
L. dentata Algeria  Parte aérea 1,8 cineol (38,4%);Cis- Verbenol (4,3%); p- Dob t al., 2005
Cymen-8-ol (3,8%)
L stoechas Chipre  Parte aérea Fenchona (35,8%);Canfora (18,5%);a - Valentini et al.,
L. ssp. Terpineol (12,9%) 1993
stoechas
L. stoechas Grécia  Parte aérea Fenchona (30,85%);Acetato de pinocarvil Kokkalou, 1988
(10,2%); Canfora (9,58%)
L. latifolia Espanha Parte aérea 1,8- cineol (33,65%);Linalol (26,34%); Pascual et al.,
Canfora (5,31%) 1983
L. latifolia Espanha Parte aérea  1,8- cineol (36,3%);Linalol (30,3%); Canfora Pascual et al.,
(8,0%) 1989
L. latifolia Ira flores Linalol (31,9- 30,6%); 1,8-cineol (18,8- Barazandeh, 2002
Medik 20,9%); Borneol (10,1-8,9%)
L. angustifolia  Lituania Parte aérea  Acetato de linalila (26,54%);Linalol (20,98%); Venskutonis €t al.,
Mill. Acetato de lavandulila (5,49%) 1997
L.intermedia  Hungria flores Linalol (36,0%); Acetato de linalila (19,8%); Oszagyan et al.,
4- terpineol (5,1%) 1996
L. pinnata Portugal flores B — phelladrane (31,7%); a-phelladrane Figueiredo et al.,
(15,9%); B- cariofileno (10,5%) 1995
L. viridis Portugal Parte aérea 1,8- cineol (21,9%); Canfora (15,7%); - o Nogueira e

pireno (10,3%) Romano, 2002
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Segundo a literatura, estdo entre os constituintes presentes no Oleo extraido da
Lavandula officinalis o acetato de linalila, linalol, 1-8 cineol, 4-terpineol, ésteres butiricos ¢
canfora (SILVA, 1998).

Estudos demonstram que o efeito antiinflamatério estd relacionado diretamente aos
componentes majoritarios linalol e acetato de linalina. Entretanto, este efeito ¢ mais
pronunciado quando utilizado o dleo essencial onde estdo presentes todos os componentes
atuando em sinergismo, do que quando utilizados os componentes majoritarios isolados
(BRUNETTON, 1993; SIMOES, 1999, SOSA et al., 2005).

Apesar do rendimento do processo de destilagdo ser baixo (0,5 a 1,0%), sendo
necessarios 100 a 130 Kg das sumidades floridas para extrair 1kg de 6leo e por essa razio ter
alto custo, o oleo essencial de lavanda ¢ um dos mais procurados pelas industrias relacionadas
a perfumaria e cosméticos (MEUNIER, 1989; SILVA, 1998).

O primeiro relato sobre as propriedades antiinflamatorias e cicatrizantes ¢ datado de
1937, quando o quimico francés Maurice René teve as maos queimadas acidentalmente em
seu laboratorio colocondo-as em um tanque contendo 6leo essencial de lavanda, acreditando

que o mesmo contivesse agua. Para sua surpresa a dor foi aliviada e a queimadura cicatrizou

sem infec¢do (SOSA et al., 2005).

2.9 Oleo de maracuja
O o6leo de maracuja (Passiflora edulis seed oil) é extraido pela prensagem a frio das
sementes. Apoés este processo ¢ filtrado e refinado originando um 6leo amarelo palido de odor

caracteristico (rendimento de 3%) (BERACA SABARA, 2006).
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Figura 3 — Fruto do maracuja. Reproduzido de <http: www.cnpmf.embrapa.br >.

O desenvolvimento de emulsdes utilizando o6leos vegetais ¢ de grande interesse
industrial, devido as atividades benéficas que a complexa composicdo de acidos graxos
presentes nestes 0leos pode exercer na pele, além da crescente tendéncia de utilizacdo de
produtos vegetais pela industria cosmética (BLOISE, 2003).

Oleos vegetais sio amplamente empregados como componente basico ou composto
ativo de formulagdes cosméticas, baseado no conceito de que apresentam baixa toxicidade e
sdo biocompativeis com a pele (BLOISE, 2003).

A composi¢do de acidos graxos no 6leo de maracuja apresentou a predominancia de:
linoléico (68,70%), oléico (17,5%), palmitico (11,0%) e estearico (2,80%) (PONTES, 1989).

O 4cido linoléico ¢ um acido graxo encontrado na barreira lipidica e a sua remog¢ao por
uso de sabonetes pode causar a desidratacdo da pele. Acredita-se que a utilizagdo de 6leos
vegetais ricos em dacido linoléico em produtos para a pele pode promover sua reposicao,
influenciando positivamente nas propriedades barreiras da pele, melhorando sua aparéncia e

hidratagdo (GONCALVES, 2000).



3 - OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

O objetivo desta pesquisa foi desenvolver nanoemulsdes a partir de métodos de baixa
energia, contendo tensoativos ndo-idnicos, 6leo de maracuja e dleo essencial de lavanda nas
concentragdes 1,0, 2,0 e 5,0% , bem como analisar a atividade antiinflamatéria topica das

formulagoes.

3.1 Objetivos Especificos

-Desenvolver nanoemulsdes O/A contendo tensoativos ndo idnicos, 6leo de maracuja, 6leo
essencial de lavanda nas concentragdes de 1,0, 2,0, e 5,0% e dgua destilada;

- Avaliar a estabilidade fisica e fisico-quimica das formulagdes adicionadas ou ndo do 6leo
essencial de lavanda;

- Avaliar os fatores que influenciam na formagao das nanoemulsdes;

- Desenvolver método de preparagdo a frio que possibilite a retencdo do 6leo essencial nas
formulagodes;

- Avaliar a atividade antiinflamatoria topica das nanoemulsdes desenvolvidas.



4 - MATERIAL E METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Fase oleosa

- Nome INCI: Passiflora edulis seed oil / 6leo de maracuja/ fornecedor: Beraca Sabara”.
- Caracteristicas fisico-quimicas

-coloragdo: amarelo palido.

-odor caracteristico

-densidade (g/cm3): 0,890-0,950

-indice de refracao: 1,472-1,474

-indice de iodo: 115-150

-indice de saponificagao: 150-210

-indice de acidez: maximo 5,0%

4.1.2 Fase aquosa

- Agua destilada recém obtida.

4.1.3 Ativo

- Nome INCI: lavender oil /Lavandula officinalis/ 6leo essencial de lavanda/ fornecedor: Bio
Esséncia®.

- Caracteristicas fisico-quimicas:

- coloragdo: liquido transparente de odor caracteristico.

- densidade especifica: 0,875 a 0,888 a 15° C.

- Constituintes segundo informe do fornecedor:

- Linalol 40,0%, acetato de linalina 20,0%, terpineol 5,0% ,cineol 4,0%, canfora 3,5%, beta

careofileno 2,5%, limoneno 2,0%, alfa-pineno 1,5%.
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4.1.4 Tensoativos

- Nome INCI: PEG-30 castor oil / nome comercial: Ultroil R 300®/ EHL 11,7 / fornecedor:
Oxiteno®

- Nome INCI: PEG-40 castor oil /nome comercial: Ultroil R 400®/ EHL 13,0 / fornecedor:
Oxiteno®

- Nome INCI: PEG-60 castor oil / nome comercial: Emulsogen HCO 60“/ EHL 15,0 /
fornecedor: Clariant™

- Nome INCI: Monooleato de sorbitano/ nome comercial: Span 80® / EHL 4,3 / fornecedor:
Oxiteno®

- Nome INCI: Polissorbato 80 /nome comercial: Tween 80® / EHL 15,0 / fornecedor:

Oxiteno®

4.1.5 Antioxidante
- Nome INCI : Butil-hidroxi-tolueno (BHT)/ fornecedor: CIBA®.

- Estrutura quimica:

OH
(CH3)sC. . C(CHs)

CH3

- Caracteristicas fisico-quimicas:
-so6lido branco cristalino

-odor fraco

- ponto de fusdo: 265°C

- ponto de congelamento: 68°C

- insoluvel em éagua.

- Concentracéo de uso: 0,03- 0,1%.
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4.1.6 Silicones

- Nome INCI: Bis-Hidroxietoxipropil Dimeticone/ nome comercial: Carbinol 5562/
fornecedor: Down Corning®.

- Estrutura quimica:

CH,; CH, CH,

I | |
HOCH,CH,OCH,CH,CH, --510 --[-510-],-- Si0-- CH, CHCH,OCH,CTH,OH

CHy, CH, CH,

- Caracteristicas fisico-quimicas:
-coloragdo: transparente e incolor
-solivel em dgua

- viscosidade: 50 cSt

- Concentracéo de uso: nao especificado pelo fornecedor.

- Nome INCI: PEG/PPG-18/18/ Dimeticone / nome comercial: 190 Fluid / fornecedor: Down
Corning®

- Estrutura quimica:

CH, CH, CH, CH,
| | | |
CHy=Si—0—(8i—0) (51 —0)-5i—CH,
| P * Y
CH, CH, CH,

[ H OCSH Ol (300, R]

- Caracteristicas fisico-quimicas:

- coloragdo: transparente

- viscosidade de 2000 mm s & 25°C
-densidade (25°C): 1,037

- Concentracéo de uso: 0,1-2,0%.
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-Nome INCI: Ciclopentasiloxano / nome comercial: 245 Fluid / fornecedor: Down Corning®™

- Estrutura quimica:

- Caracteristicas fisico-quimicas:
- coloragdo: transparente

- densidade (25°C): 0,95

- ponto de ebuli¢do a 760 mm Hg: 205°C

-ponto de congelamento: menor que -50.

- Concentracéo de uso: nao especificado pelo fornecedor.

4.1.7 Tampao Mcvallaine (Na, HPQ4/ acido citrico)

Foram utilizadas 28,392g de Na, HPO, para a prepara¢do de um litro desta solucdo a

0,2M e 21,008 de acido citrico em um litro desta solucdo a 0,1M. No valor de pH = 6,0 a

solucdo tampao final foi constituida de 315,75ml da solu¢do de Na, HPO, e 184,25ml da

solugdo de acido citrico para o total de 500 ml, conforme descrito por Morita em 1988.

Os reagentes Na, HPO4 e 4cido citrico foram fornecidos pela empresa Nuclear, sendo

matérias primas de grau para andlise (p.a.).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo das emulsoes

As emulsdes formuladas para estudo de EHL, determinagdo do sistema tensoativo e

obten¢ao das nanoemulsdes foram manipuladas pelo método do EPI utilizando-se aquecimento
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das fases (item 4.2.1.1). Apos a escolha das formulagdes finais, foi utilizado o método a frio (item

4.2.1.2) para a manipulacdo das formulacdes avaliadas nos estudos subseqiientes.

4.2.1.1 Emulsificacdo por método do EPI utilizando aquecimento
As emulsdes foram preparadas aquecendo-se as fases aquosa e oleosa separadamente a
temperatura de 75+£5°C. Em seguida verteu-se lentamente a fase aquosa sobre a oleosa mantendo-

a sob agitacdo (600 rpm) até que as emulsdes atingissem a temperatura ambiente (25+£2°C).

4.2.1.2 Emulsificac¢io a frio por método do EPI
A fase oleosa foi adicionada da mistura de tensoativos e homogeneizada por agitagdo
manual durante 5 minutos. A fase aquosa foi lentamente adicionada e homogeneizada a fase

oleosa. A homogeneizacao foi feita por agitagdo manual em temperatura ambiente (25+ 2°C).

4.2.2 Determinacio do EHL requerido para o 6leo de maracuja

A determinagdo do valor de EHL requerido pelo 6leo de maracuja foi realizada a partir
do valor 4,3 (valor de EHL do tensoativo lipofilico/ monooleato de sorbitano / Span 80%) até
o valor 15,0 (valor do tensoativo hidrofilico/ polisorbato 80 /Tween 80%).

A porcentagem total da mistura de tensoativos foi 5,0%, sendo a de 6leo de maracuja
10,0%.

Para o calculo das quantidades de tensoativos hidrofilico e lipofilico necessarios para a

obtencao de cada valor de EHL foi utilizada a seguinte equagao:

EHLfng =EHLA X (%) A +EHLB Xx (%) B
100

Legenda: A: tensoativo hidrofilico, B: tensoativo lipofilico.
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A quantidade dos tensoativos hidrofilico e lipofilico para cada valor de EHL estao

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Concentragao de tensoativos lipofilico e hidrofilico utilizados na determinacdo do
EHL requerido para o 6leo de maracuja.

Legenda: EHL: Equilibrio Hidrofilo Lipéfilo; p/p: peso em peso.

Tensoativo Tensoativo
Valor de EHL Lipofilico- hidrofilico —
Monooleato de sorbitano Polissorbato 80
% (p/p) % (p/p)
43 5,00 -
5,0 4,67 0,33
6,0 4,21 0,79
7,0 3,74 1,26
8,0 327 1,73
9,0 2,80 2,20
10,0 2,34 2,66
11,0 1,87 3,13
12,0 1,40 3,60
13,0 0,93 4,07
14,0 047 4,53
15,0 - 5,00

4.2.3 Determinacio do sistema tensoativo

Com o intuito de escolher o sistema tensoativo que melhor estabilizasse a dispersao

constituida de 6leo de maracuja, 6leo essencial de lavanda e agua, foram testados diversos

pares de tensoativos contendo tensoativo hidrofilico com diferentes graus de etoxilagdo e o

tensoativo lipofilico monooleato de sorbitano. A quantidade de cada um foi calculada para

que atingissem o valor de EHL do 6leo de maracujd previamente determinado através do

método descrito em 4.2.2. A composicao das formulac¢des esta descrita na Tabela 3.

Tabela 3 - Denominagao e composi¢ao (p/p) das formulagdes manipuladas para determinagao
do sistema tensoativo.

% Composicao (p/p)
Formulagiio | Oleo de Oleo de Polisorbato PEG- 30 PEG-40 PEG-60 Monooleato Agua
Lavanda maracuja 80 cagtor il cagtor ail cagtor oil de destilada
Sorbitano
2A 2,0 5,0 2,66 - - - 2,34 88,0
5A 5,0 5,0 2,66 - - - 2.4 85,0
2B 20 50 ; 385 ; ; 115 88.0
5B 5,0 5,0 - 3,85 - - 1,15 85,0
2C 2,0 5,0 - - 3,78 - 1,72 88,0
5C 5,0 5,0 - - 3,78 - 1,72 85,0
2D 2,0 5,0 - - - 2,66 2,34 88,0
5D 5,0 5,0 - - - 2,66 2,34 85,0

Legenda: A: PEG-30 castor oil e Monooleato de sorbitano, B: PEG-40 cagtor oil e Monooleato de sorbitano, C: PEG-
60 cagtor ail e Monooleato de sorbitano, D: Polissorbato 80 ¢ Monooleato de sorbitano, p/p: peso em peso.
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4.2.4 Influéncia da adic¢ao do 6leo essencial de lavanda no valor de EHL requerido pelo
sistema

A influéncia da adi¢do do 6leo de lavanda no valor de EHL do sistema foi avaliada
utilizando dois pares de tensoativos: PEG-30 castor oil e PEG-40 castor oil em associagdo ao

monooleato de sorbitano. A composi¢do das formulagdes esta descrita na Tabela 4.

Tabela 4 - Composi¢do das formulagdes para a avaliagcdo da influéncia do 6leo essencial no
EHL do sistema.

% Fase oleosa (p/p) % Fase Tensoativa (p/p) % Agua
Formulacao Destilada EHL
Oleo de Oleo de PEG- 30 PEG- 40 Monooleato de (p/p)
Lavanda Maracuja cagor ail cagtor ail Sorbitano
8-A 5,0 5,0 2,50 - 2,50 85,0 8,0
9-A 5,0 5,0 3.8 - 1,82 85,0 9,0
10-A 5,0 5,0 3,85 - 1,15 85,0 10,0
11-A 5,0 5,0 4,53 - 0,47 85,0 11,0
11,7-A 5,0 5,0 5,00 - - 85,0 11,0
8-B 5,0 5,0 - 2,13 2,87 85,0 8,0
9-B 5,0 5,0 - 2,70 2,30 85,0 9,0
10-B 5,0 5,0 - 3,28 1,72 85,0 10,0
11-B 5,0 5,0 - 3,85 1,15 85,0 11,0
12-B 5,0 5,0 - 443 0,57 85,0 12,0
13-B 5,0 5,0 - 5,00 85,0 13,0

Legenda: A: PEG-30 castor oil e Monooleato de sorbitano, B: PEG-40 castor oil e Monooleato de sorbitano,
EHL: Equilibrio Hidréfilo Lipofilo; p/p: peso em peso.

4.2.5 Obtencao das nanoemulsoes

Para a obten¢do de nanoemulsdes contendo 1, 0, 2,0 ¢ 5,0% do dleo essencial de
lavanda, foram preparadas emulsdes na qual a fracdo da fase oleosa fosse alterada e a da fase
emulgente mantida fixa em 5,0%.

As formulagdes foram preparadas utilizando o 6leo de maracuja como unico
constituinte da fase oleosa (Tabela 5) e com a associagdo dos 6leos de maracuja e lavanda
(Tabela 6). As emulsdes obtidas foram caracterizadas segundo item 4.2.7 e submetidas aos

testes de estabilidade preliminar.
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Tabela 5 — Composicdo das formulagdes contendo 6leo de maracuja como fase oleosa.

%Composicio (p/p)
Formulagio Oleo de maracuja PEG-30 cagtor ail Monooleato de Agua destilada
sorbitano
Mo 6,0 3,85 1,15 89,0
M7 7,0 3,85 1,15 88,0
M8 8,0 3,85 1,15 87,0
M9 9,0 3,85 1,15 86,0
M10 10,0 3,85 1,15 85,0
M12 12,0 3,85 1,15 83,0
M15 15,0 3,85 1,15 80,0

Legenda: M: 6leo de maracuja, p/p: peso em peso.

Tabela 6 - Composicao das formulagdes contendo 6leos de maracuja e lavanda como fase oleosa.

% Composicio (p/p)

Formulacéo Oleo de Oleo de Total da PEG- 30 Monooleato Agua

Lavanda Maracuja fase oleosa cador ail de Sorbitano destilada
L1-M5 1,0 5,0 6,0 3,85 1,15 89,0
L1-M7 1,0 7,0 8,0 3,85 L15 87,0
L1-M8 1,0 8,0 9,0 3,85 L,15 86,0
L1-M9 1,0 9,0 10,0 3,85 L,15 85,0
L1-M11 1,0 11,0 12,0 3,85 1,15 83,0
L1-M14 1,0 14,0 15,0 3,85 1,15 80,0
L2-M5 2,0 5,0 7,0 3,85 1,15 90,0
L2-MS8 2,0 8,0 10,0 3,85 1,15 85,0
L2-M10 2,0 10,0 12,0 3,85 1,15 83,0
L2-M13 2,0 13,0 15,0 3,85 1,15 80,0
L5-M5 5,0 5,0 10,0 3,85 1,15 85,0
L5-M7 5,0 7,0 12,0 3,85 1,15 83,0
L5-M10 5,0 10,0 15,0 3,85 L,15 80,0

Legenda: L: oleo de lavanda, M: 6leo de maracuja, p/p: peso em peso.

Foram escolhidas as formulagdes contendo 1,0, 2,0 e 5,0% do 6leo de lavanda que
apresentaram maior estabilidade e menor tamanho de glébulo para os estudos posteriores e
nomeadas respectivamente de F1, F2 e F5 em referéncia ao conteudo de oleo essencial

contido na formulagao.

4.2.6 Influéncia das variaveis do processo de obtencio das nanoemulsdes

4.2.6.1 Influéncia da quantidade de tensoativo

Foram preparadas formulag¢des pelo método de emulsificacdo a frio, descrito no item

4.2.1.2, contendo 3,0, 4,0, 5,0, 6,0 ¢ 7,0% (p/p) da mistura de tensoativos (Tabela 7). As
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amostras foram analisadas macroscopicamente e quanto a distribuicao granulométrica em 24

horas e 30 dias ap6s o preparo.

Tabela 7 — Composi¢do das formulagdes manipuladas para analise da influéncia da
quantidade de tensoativo.

% Composicio (p/p)

Oleo de Oleo de PEG- 30 Monooleato Total de Tensoativo Agua

Formulacio Lavanda Maracuja cagtor ail de Sorbitano destilada
F1-3 1,0 5,0 2,32 0,68 3,0 91,0
F1-4 1,0 50 3,08 0,92 40 90,0
F1-5 1,0 50 3,85 1,15 5,0 89,0
F1-6 1,0 5,0 4,62 1,38 6,0 88,0
F1-7 1,0 5,0 5,40 1,60 7,0 87,0
F2-3 2,0 5,0 2,32 0,68 3,0 90,0
F2-4 2,0 5,0 3,08 0,92 4,0 89,0
F2-5 2,0 5,0 3,85 1,15 5,0 88,0
F2-6 2,0 5,0 4,62 1,38 6,0 87,0
F2-7 2,0 5,0 5,40 1,60 7,0 86,0
F5-3 5,0 5,0 2,32 0,68 3,0 87,0
F5-4 50 50 3,08 0,92 40 86,0
F5-5 50 50 3,85 L15 50 85,0
F5-6 5,0 5,0 4,62 1,38 6,0 84,0
F5-7 5,0 5,0 5,40 1,60 7,0 83,0

4.2.6.2 Influéncia da velocidade de agitaciao

As emulsoes foram manipuladas pelo método de emulsificagdo a frio descrito no item
4.2.1.2 e posteriormente submetidas as velocidades de agitacdo descritas pelos métodos:
-Método A: submetidas a agitagdo a 600 rpm (agitador Fisatom) por 5 minutos.
-Método B: submetidas a agitacdo a 8000 rpm (Ultra Turrax) por 5 minutos.
-Método C: submetidas a agitacdao a 9000 rpm (Ultra Turrax) por 5 minutos.

As emulsodes obtidas nos diferentes métodos foram submetidas a analise macroscopica,

centrifugacdo e determinagdo da distribuicdo granulométrica.

4.2.6.3 Influéncia da adi¢ao de eletrdlitos
A fase aquosa das emulsodes foi substituida por solu¢do tampao Mcvallaine (Na2HPO4

/ é4cido citrico) no valor de pH = 6,0 sendo as emulsdes preparadas nas condig¢des
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estabelecidas no item 4.2.1.2. Foram acompanhados os valores de pH em 24h, 7 e 30 dias

apods o preparo, bem como o valor de potencial zeta apos 24 horas da manipulagdo.

4.2.6.4 Influéncia da adicao de silicones
As formulagdes foram adicionadas dos silicones, carbinol, 245 Fluid e 190 Fluid na
concentra¢do de 0,5% (p/p) (Tabela 8), sendo preparadas nas condi¢oes estabelecidas no item

4.2.1.2 e submetidas aos testes de estabilidade e a determinagdo da distribuigdo granulométrica.

Tabela 8 - Composi¢do das formulagdes adicionadas de silicones.

% Composicio (p/p)
Formulacio Oleo de Oleo de Total de Tensoativo Carbinol | 245 Fluid® | 190 Flluid® Agua
Lavanda Maracuja PEG-30 Monooleato 5562® destilada
cagor oil de sorbitano
F1-carb 1,0 5,0 3.85 1,15 0,5 - - 88,5
F1-245 1,0 5,0 3,85 1,15 - 0,5 - 88,5
F1-190 1,0 5,0 3,85 1,15 - - 0,5 88,5
F2-carb 2,0 5,0 3,85 1,15 0,5 - - 875
F2-245 2,0 5,0 3,85 1,15 - 0,5 - 87,5
F2-190 2,0 5,0 3,85 1,15 - - 0,5 87,5
F5-carb 5,0 5,0 3,85 1,15 0,5 - - 84,5
F5-245 5,0 5,0 3,85 1,15 - 0,5 - 84,5
F5-190 5,0 5,0 3,85 1,15 - - 0,5 84,5

Legenda: carb: carbinol 5562%, 245: 245 Fluid®, 190: 190 Fluid®.

4.2.6.5 Determinacao do Ponto de Turvaciao (Cloud Point) do tensoativo hidrofilico

A determinagdo da temperatura de turvacdo foi realizada aquecendo-se em chapa
metalica, a solugdo a 1,0% do tensoativo hidrofilico em agua mili-Q.
A temperatura foi monitorada com auxilio de um termdémetro. A turbidez da solucao foi
avaliada macroscopicamente (MARSZALL, 1987), sendo considerada turva quando nao foi

possivel a visualizagao de um objeto situado a 5 cm do béquer contendo a solugao.

4.2.6.6 Determinacio da temperatura de inversao de fases
A temperatura de inversao de fases foi determinada com auxilio de um condutivimetro

(DIGIMED® Modelo CD- 20) com aquecimento da amostra em chapa metélica sob
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temperatura controlada com auxilio de um termometro. As leituras foram feitas a partir da
temperatura ambiente 25+2 °C e a cada incremento de 5 graus, até 90 graus.

A fase aquosa da formulagao foi substituida por solugao de NaCl 10 -2 M para facilitar
a observacdo da inversdo de fases, sendo que nesta concentragdo os eletrdlitos ndo causam
interferéncia no método (TADROS et al., 2004; [IZQUIERDO et al., 2005).
A inversao da emulsdo de O/A para A/O ¢ determinada quando ocorreu diminui¢ao brusca no

valor de condutividade elétrica (FERNANDEZ et al., 2004).

4.2.7 Caracterizacao fisico-quimica das formulacdes
A caracterizagdo das emulsdes foi realizada pelos parametros: distribuicao
granulométrica, potencial zeta, valor de pH e condutividade elétrica. Todas as determinacdes

foram realizadas em triplicata.

4.2.7.1 Determinacio da distribuicio granulométrica e do potencial zeta

A determinacdo da distribuicdo granulométrica foi realizada através do equipamento
DELSA 440 SX (Coulter Eletronics, MA, USA). Este sistema analisa particulas e coloides de
0,02 a 3um de didmetro em dispersdes liquidas utilizando medi¢des independentes e
simultaneas com laser Doppler em quatro angulos diferentes (8,9; 17,6; 26,3 e 35,2°). A
distribuicdo de tamanho das particulas é baseada em analise espectroscopica foton-
correlacionada que caracteriza, com a iluminacdo de um laser, o tamanho das particulas em
um meio fluido (SANTOS, 2006). Os valores de potencial zeta foram obtidos a partir da
derivacdo da mobilidade eletroforética dada por este aparelho.

As amostras foram diluidas em 4agua destilada recém obtida na concentracao adequada
para a realizagdo da andlise no equipamento, sendo que o tamanho de particula de

nanoemulsdes nao ¢ alterado pela diluicdo em agua destilada (FERNANDEZ et al., 2004).



Material e Métodos 36

4.2.7.2 Determinacio do valor de pH
O peagdémetro (modelo PM 608- Analion) foi calibrado com as solu¢des tampao
padroes e o valor do pH foi medido inserindo-se o eletrodo diretamente na amostra em

temperatura de 25 + 2°C (ANVISA, 2006).

4.2.7.3 Determinacio da condutividade elétrica

O condutivimetro (DIGIMED® Modelo CD- 20) foi calibrado com solu¢do padrao
de KCI 0,1 N . A medida da condutividade elétrica das emulsdes foi realizada a temperatura
de 25 £ 2°C, adicionando o eletrodo diretamente na amostra (GRIFFIN, 1967; DAVIS, 1997;

PRISTA, 1981; COMELLES, 1989; MARTIN, 1990; FERRARI, 1998).

4.2.8 Avaliacido da estabilidade preliminar

4.2.8.1 Avaliacdo macroscopica

Esta avaliagdo foi realizada ap6s vinte e quatro horas (estabilidade intrinseca) da
manipulagdo da emulsdo sendo que foram analisados tanto os sinais de instabilidade
macroscopica como cremeacao ou separacao de fases (Roland et al., 2003) quanto os aspectos
fisicos de nanoemulsdes como translucéncia, fluidez e reflexo azulado. As emulsdes que nao
apresentaram separagdo de fases foram submetidas aos testes de estabilidade, nos quais

utilizou-se a nomenclatura abaixo:

N = normal, semalteracdo; CL = cremeacdo leve; Cl= cremeacdo intensa;
SF= sgparacao de fases.
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4.2.8.2 Avalia¢do microscopica:

Uma pequena quantidade de cada formulagdo foi colocada sobre lamina de vidro e
coberta com laminula sob ligeira pressdo. A lamina foi submetida a analise microscopica
(Microscopio Olympus BX-50), na qual foi avaliada a homogeneidade e morfologia da

dispersdao (SANTOS, 2006).

4.2.8.3 Centrifugacio

A quantidade de 5g de cada amostra foi acondicionada em tubo de vidro graduado e
submetida a velocidade de 3000 rpm durante 30 minutos (Centrifuga Fanem Modelo-206 R,
Excelsa® Baby 11-440W), em temperatura ambiente (25 £ 2°C) (ANVISA, 2006). Foram
observadas macroscopicamente quanto a cremea¢do ou separagdo de fases e classificadas

conforme descrito no item 4.2.8.1.

4.2.8.4 Estresse Térmico

As emulsdes foram submetidas a aquecimento em banho ultratermostitico (Nova
Técnica Ltda-Mod. 281 NT) na faixa de temperatura de 50 a 80°C, sendo o aumento da
temperatura realizado de 5 em 5°C, mantendo-se cada temperatura por 30 minutos
(BRACONI et al.,, 1995). Foram macroscopicamente analisadas quanto a ocorréncia de

cremeacao ou separacdo de fases a cada mudancga de temperatura.

4.2.9 Teste de Estabilidade Acelerada (TEA)
As amostras foram submetidas a condi¢des varidveis de tempo e temperatura (442 ,
25+2 e 45+2°C) (WITTERN et al., 1985; IDSON, 1988; IDSON, 1993a, RIBEIRO, KHURY,

GOTTARDI, 1996; RIEGER, 1996; FERRARI, 1998) pelo periodo de 60 dias e avaliadas
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quanto as caracteristicas macroscopicas de instabilidade, bem como determinada sua

granulometria, potencial zeta, valores de pH e condutividade elétrica.

4.2.10 Extracio do d6leo essencial de lavanda em nanoemulsdes apdés o TEA e avaliacido
dos seus constituintes por CG/MS

O experimento consistiu na extracdo do 6leo de lavanda das nanoemulsdes apos o
serem submetidas ao TEA durante 60 dias e posterior analise dos seus constituintes por
CG/MS.

A extragdo consistiu em acondicionar a emulsdo em andalise e 400g de agua destilada
em baldo volumétrico de 1l. Este foi colocado em manta aquecedora e conectado ao

Clevenger, como demonstra a Figura 4.

Figura 4 - Clevenger: 1: manta aquecedora, 2: baldo volumétrico, 3: coletor, 4: sistema de
resfriamento.

Neste método, os compostos volateis presentes na solucao/dispersao sofrem ebuli¢do e

sdao arrastados pelo vapor de agua. Os vapores sofrem condensagdo ao passar por uma
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serpentina resfriada, sendo que as goticulas do condensado escoam pelo compartimento do
aparelho. Apds o término do experimento, ¢ possivel a separagdo do 6leo pela diferenca de
densidade entre este e a agua.

O tempo de experimento foi padronizado em 1, 2 ou 3h a fim de avaliar o tempo
necessario para que houvesse a maior recuperagdo do 6leo essencial.

A determinagdo dos constituintes do 6leo essencial foi realizada por cromatografia
gasosa e espectometria de massa (CG-MS) modelo QP2010- Shimadzu. A coluna utilizada foi
a DB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um). Foi utilizado o método preconizado por Robert
Adams em 1995.

As condigdes analiticas foram: géas de arraste: hélio, volume injetado: 1ml, fator de
dilui¢do: 1, temperatura da coluna: 60°C, temperatura de inje¢do: 250°C, controle de fluxo:
velocidade linear (48,1cm/s), fluxo total: 57,6 ml/min, fluxo na coluna: 1,33ml/min, fluxo de
injecdo: 3ml/min e pressao: 81,9 Pka, taxa de injecdo: 40,0.

Os resultados foram analisados pela base de dados Wiley 7® e pelo céalculo do indice

de Kovat’s, através da formula:

IK=100.n +100 ( tri-trn)
trm-trn

IK: indice de Kovats;

n: nimero de carbonos do alcano que elui anteriormente a amostra;
tri: tempo de retencdo do composto em analise;

trn: tempo de retengdo do alcano que elui anteriormente a amostra;

trm: tempo de reten¢do do alcano que elui posteriormente a amostra.

O indice de Kovats ¢ um dos métodos mais confidveis para identificar os componentes

de um oleo essencial. Este indice ¢ determinado através da injecdo de uma mistura de n-
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alcanos com tempo de retencdo e ordem de ebulicdo conhecidos, juntamente com o 6leo que
terd seu indice calculado (MIGUEL, 1999).

Neste trabalho a composicao quimica do 6leo essencial da Lavandula officinalis foi
determinada pelo calculo do indice de Kovats de cada componente e a comparagdo com o0s
espectros de massa destes com os padrdes de igual indice de retencdo encontrados na

literatura (ADAMS, 1995).

4.2.11 Avaliacao da atividade antiinflamatoria tépica das nanoemulsées

4.2.11.1 Animais experimentais:

A avaliacdo da atividade antiinflamatéria das emulsdes foi realizada pelo método de
inducdo do eritema, utilizando camundongos sem pelo (n= 3-5), linhagem HRS/J, de ambos
os sexos, adultos (peso médio de 30g) apos a aprovagio do Comité de Etica de Pesquisa em
Animais da Universidade de Sao Paulo (protocolo n® 07.1.994.53.5) (Anexo 1). Os animais
foram criados no biotério da FCFRP-USP com suprimento de dgua e ragdo a vontade. O
experimento foi conduzido no biotério da FCFRP-USP mantendo-se as mesmas condigdes de

ciclo de luz/ umidade/ temperatura e mesma dieta alimentar.

4.2.11.2 Sistema e fonte de irradiacio UV

A fonte de luz a utilizada para inducdo do eritema foi uma ldmpada ultravioleta
fluorescente modelo PHILIPS TL/12 40W RS (Medical Holand) a qual emite radiagdo na
faixa de 270 a 400 nm com pico maximo de emissdo em torno de 313 nm (http:
www.philips/light.com). A fonte de luz foi instalada em um compartimento de madeira, ¢ os
animais foram colocados em caixas plasticas a uma distancia de 20 cm abaixo da lampada

(DE ROSA, 2002; CASAGRANDE, 2005; MARQUELE-OLIVEIRA, 2007). A parte
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superior das caixas foi coberta com uma tela plastica para manter os animais dentro das caixas

com as regides dorsais diretamente expostas a radiacdo UV.

Ve

Figura S — Compartimento de madeira contendo fonte de luz UVB utilizado nos
experimentos de inducio da inflamagao cutinea em camundongos sem pélo. 1: tampa
superior; 2: lampada UVB; 3: tampa frontal; 4: local para ventilagdo; S: acionamento da
lampada UVB. Reproduzido de MARQUELE-OLIVEIRA, 2007.

4.2.11.3 Medida da irradiancia da lampada UV e calculo do tempo de exposicao

A medida da irradiancia, taxa de fluxo de energia em Watts /cm2 foi realizada
utilizando radiémetro modelo IL 1700 com detector para radiagdo UV (SED 005) e UVB
(SED 240). A irradiancia foi medida na presenca da tela plastica, na mesma altura que os
animais permaneceram nas caixas.

A dose de irradiacdo necessaria para indugdo eritemadtica para o sistema proposto ja
havia sido previamente determinada por Marquele-Oliveira (2007), correspondendo a
188mJ/cm2. Neste experimento foi utilizada a dose correspondente a duas vezes a dose
eritematica minima (DEM) (MARQUELE-OLIVEIRA, 2007). A dose de exposicao foi

calculada multiplicando a irradiancia pelo tempo de exposi¢cao em segundos.

4.2.11.4 Tratamento dos animais
O protocolo experimental utilizou quatro grupos (n=3): grupo 1: controle, ndo tratado,

grupo 2: tratado com emulsdo base (sem a adicdao do 6leo de lavanda), grupo 3: tratado com
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emulsdo contendo 5,0% do 6leo de lavanda, grupo 4: tratado com oOleo de lavanda. A
quantidade aplicada foi de 500 mg para os grupos tratados.

A coloragdo da pele da regido dorsal dos animais foi medida em triplicata antes do
experimento, logo apos a irradiacdo, e apos 2, 5, 10, 24, 48 e 72 horas, através do aparelho
Chroma Meter Minolta®. A diferenga do valor de (a), A a, foi calculado utilizando o maior
valor de (a) obtido menos o valor obtido antes da irradiagdo sendo que as médias obtidas

foram analisadas pelo test-t (p< 0,05).

4.2.11.5 Sistema Chroma Meter Minolta

O Chroma Meter ¢ um sistema de avaliacdo de cores, que atribui valores equivalentes
a: luminosidade (L), proximidade do vermelho ou do verde (a), proximidade do amarelo ou
do azul (b) e situam as cores nessas trés coordenadas. Esse sistema transforma valores
subjetivos em dados numéricos facilitando a identificagdo e variacdo da cor e proporcionando
resultados confidveis (CHARDON, CRETOIS, HOURSEAU, 1991).

A vermelhidao cutanea (eritema) foi avaliada como parametro inflamatério de acordo
com metodologia proposta por Proksch e colaboradores (2005) sendo agdo inflamatéria

mensurada pelo aumento do valor de (a) e antiinflamatoria pela diminui¢do do valor de (a).

4.2.12 Analise Estatistica:

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através do programa
GraphPadPrism® utilizando a analise de variancia ANOVA ou teste-t. O teste Tukey foi
utilizado como analise complementar para comparacao de diferentes grupos. Foi utilizado o
intervalo de confianga de 95% , sendo consideradas diferencas significativas aquelas que

apresentaram valores de p <0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinag¢ao do EHL requerido para o éleo de maracuja

Para a preparagdo de emulsdo estdvel deve-se considerar o EHL e a solubilidade da
cadeia lipidica do tensoativo na fase oleosa (LACHMAN, LIEBERMAN, KANIG, 2001). O
valor de EHL necessario para emulsificar um 6leo pode ser determinado empiricamente, isto
¢, pela preparagao de emulsdes com tensoativos de varios valores de EHL, e assim determinar
qual valor de EHL produz a emulsio mais estavel (BECHER, 2001; LACHMAN,
LIEBERMAN, KANIG 2001).

Entre as emulsoes obtidas com o par de tensoativos polisorbato 80 e monooleato de
sorbitano nos valores de EHL entre 4,3 ¢ 15,0, a emulsdo no valor de EHL 10,0 foi a unica
que se manteve inalterada apos 24 horas da manipulagdo, sendo que as demais apresentaram

cremeacao apoés este periodo.

5.2 Determinacio do sistema tensoativo

Segundo a literatura, emulsdes O/A mais estaveis sdo formadas com uma combinago
de tensoativos lipofilico (baixo valor de EHL) e hidrofilico (alto valor de EHL), visto que
cada tipo de emulsificante se adsorvera fortemente a fase correspondente promovendo a
formagao de um filme interfacial coeso, ainda que seja possivel obter formulagdes estaveis
utilizando um tnico tensoativo (LACHMAN, LIEBERMAN, KANIG, 2001; PINHO,
STORPIRTIS, 1998; PRISTA, 1992).

Baseado nestes conceitos, optou-se pela utilizagdo de pares de tensoativos, contendo
tensoativo hidrofilico ndo-idnico com diferentes graus de etoxilagdo ou polisorbato 80 (alto
valor de EHL) associados ao tensoativo lipofilico (baixo valor de EHL), monooleato de

sorbitano. Os parametros observados na andlise macroscopica foram a estabilidade fisica do
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sistema, bem como a presenca de caracteristicas relacionadas a nanoemulsdes, como
translucéncia e reflexo azulado (MORALES et al., 2003; TADROS et al., 2004) Na analise
microscopica observou-se a morfologia ¢ homogeneidade da amostra, bem como a presenga

de movimento Browniano como descrito nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 9 - Analise macroscopica e microscopica das formulagdes manipuladas para
determinac¢do do sistema tensoativo.

Analise Macroscépica Analise Microscopica
Formulagio Reflexo Cremeacio Translucente/ Homogeneidade Movimento
azulado Leitosa Browniano
2A - - Lt + -
5A - - Lt +++ -
2B + - Lt +++ +
5B + - Lt ++ +
2C - - Lt +++ -
5C + - Lt +++ +
2D - - Lt +++ -
5D - - Lt +++ -

Legenda: A: PEG-30 castor oil e Monooleato de sorbitano, B: PEG-40 castor oil e Monooleato de sorbitano,
C: PEG-60 castor oil e Monooleato de sorbitano, D: Polissorbato 80 e Monooleato de sorbitano, Lt: leitosa; T:
translucente; + : intensidade baixa; ++ : intensidade média; +++ : intensidade alta; -: auséncia da caracteristica.

Tabela 10 - Analise macroscopica das formulagdes apos centrifugacao e estresse térmico das
formula¢des manipuladas para determinagdo do sistema tensoativo.

Estresse térmico (°C)

Formulacao Centrifugacio 0 ‘ 5 ‘ 50 ‘ 55 ‘ &0 ‘ & ‘ 70 ‘ 75 ‘ 80
2A SF - - - - - - - - -
5A SF - - - - - - - - -
2B N N N N N N N N N N
5B N N N N N N N N N N
2C N N N N N N CL CL CL CL
5C N N N N N N N N N N
2D SF - - - - - - - - -
5D SF - - - - - - - - -

Legenda: A: PEG-30 castor oil e Monooleato de sorbitano, B: PEG-40 castor oil e Monooleato de sorbitano,
C: PEG-60 castor oil e Monooleato de sorbitano, D: Polissorbato 80 e Monooleato de sorbitano, N: normal ;
CL: cremeacdo leve; CI: cremeacao intensa; SF: separagdo de fases.

Os pares de tensoativos constituidos por PEG-30 e PEG-40 castor oil associados ao

monooleato de sorbitano foram os que apresentaram maior estabilidade frente aos testes
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preliminares, o que sugere que a mistura de tensoativos no valor de EHL requerido pelo 6leo,
favorece, mas nao garante de forma inequivoca a formagao de emulsdes estaveis.

Segundo Gullapali e Sheth (1999), a similaridade estrutural entre a mistura de
tensoativos e a fase dispersa € um fator mais relevante que o valor de EHL para a obtengao de
emulsdes estaveis.

Os pares de tensoativos compostos por PEG-30 castor oil ¢ PEG-40 castor oil
associados ao monooleato de sorbitano foram escolhidos para os estudos subseqiientes devido
a maior estabilidade fisica e a presenga de caracteristicas relacionadas a emulsdes com

distribui¢do granulométrica nanométrica.

5.3 Influéncia da adicio do 6leo essencial de lavanda no valor de EHL requerido para o
sistema

Segundo a literatura, a combinagao de tensoativos com valor final de EHL proximo ao
requerido pela fase oleosa favorece a obten¢do de emulsdes estaveis (AUNTON, 1995;
GONCALVES, 2000; MORAIS et al., 2006 a,).

O EHL requerido para o 6leo de maracuja foi determinado anteriormente com o par de
tensoativos composto de polisorbato 80 ¢ monooleato de sorbitano, porém o EHL deve ser
determinado para cada sistema tensoativo em questdo. Além disso, a solubilidade do
tensoativo entre as fases pode sofrer influéncia da presenga de outros compostos oleosos
presentes na formulagdo, bem como do valor de pH, presenga de ions, razdo entre as fases
aquosa e oleosa e presenga de solventes organicos na fase aquosa (SALAGER et a.l, 2003).

Para avaliar a influéncia do 6leo essencial de lavanda no valor de EHL do sistema,
foram manipuladas emulsdes variando-se o EHL entre 8,0 ¢ 11,7 para o sistema composto de
PEG-30 castor oil ¢ monooleato de sorbitano ¢ de 8,0 a 13,0 para o sistema composto de

PEG-40 castor oil ¢ monooleato de sorbitano. Esta faixa de EHL foi escolhida a partir do
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valor 8,0 até o valor de EHL do tensoativo hidrofilico utilizado. A Tabela 11 descreve os

resultados obtidos na analise macroscopica.

Tabela 11 - Andlise macroscopica das formulagdes manipuladas para a avaliacdo da
influéncia do 6leo essencial de lavanda no valor de EHL requerido para o sistema.

Analise Macroscopica
Formulacio Valor de
EHL Reflexo Cremeacio Translucente/
azulado Leitosa
8-A 8,0 + + Lt
9-A 9,0 ++ - Lt
10-A 10,0 +++ - T
11-A 11,0 ++ + T
11,7-A 11,7 - + Lt
8-B 8,0 + + Lt
9-B 9,0 ++ - Lt
10-B 10,0 ++ - Lt
11-B 11,0 + - Lt
12-B 12,0 - + Lt
13-B 13,0 - + Lt

Legenda: A: PEG-30 castor oil ¢ Monooleato de sorbitano , B: PEG-40 castor oil e
Monooleato de sorbitano , Lt: leitosa; T: translucente; + : intensidade baixa; ++ :
intensidade média; +++ :intensidade alta; - : auséncia da caracteristica.

As emulsdes com valores de EHL 9,0 e 10,0 apresentaram maior estabilidade fisica e
presencga de reflexo azulado. Este resultado sugere que a adi¢ao do 6leo essencial de lavanda
nao provocou mudanga no valor de EHL requerido pelo sistema em analise.

O par de tensoativos constituido por PEG-30 castor oil ¢ monooleato de sorbitano foi
mais favoravel a obtencdo do sistema desejado e por isso foi escolhido para o

desenvolvimento das nanoemulsdes.

5.4 Obtencao das nanoemulsdes

Segundo Fernandez e colaboradores (2004) o método de inversdo de fases pela mudanca
da fracdo volumétrica ¢ um método eficiente na producdo de nanoemulsdes e depende mais da
razdo entre as fases oleosa e emulsificante do que da fase aquosa. Baseado neste conceito
foram preparadas emulsdes variando-se a concentracdo da fase oleosa e mantendo a

concentragdo da mistura de tensoativos em 5,0%. Para a andlise da influéncia do 6leo de
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lavanda na distribuicdo granulométrica e estabilidade do sistema, foram manipuladas
emulsdes contendo o 6leo de maracuja adicionado ou ndo do 6leo essencial de lavanda como
constituintes da fase oleosa.

As Tabelas 12 e 13 apresentam os resultados da analise macroscopica e microscopica e

a Figura 6 as fotomicrografias das formulacdes obtidas

Tabela 12 - Analise macro e microscopica das formulagdes contendo 6leo de maracuja.
Analise Macroscopica Analise Microscépica

Formulagao

Reflexo Cremeacao/ Translucente/ Homogeneidade Movimento
azulado Separacgio de Leitosa Browniano
fases

M6 + - Lt +++ -

M7 - - Lt +++ -

M8 - - Lt ++ -

M9 - - Lt ++ -

M10 - CI Lt -

Mi12 - CI Lt -

M15 - CI Lt -

Legenda: M: 6leo de maracuja, CL: cremeacgao leve; CI: cremeagado intensa; SF: separagdo de fases,
Lt: leitosa; T: translucente; + : intensidade baixa; ++ : intensidade média; +++: intensidade alta; -:
auséncia da caracteristica.

Tabela 13 - Andlise macro e microscopica das formulagdes contendo 6leo de maracuja e 6leo

de lavanda.
Analise Macroscépica Analise Microscopica
Formulagéo Reflexo Cremeacao/ Translucente/ Homogeneidade Movimento
azulado Separacio Leitosa Browniano
de fases
L1-M5 + - T ++ -
L1-M6 + - Lt -t -
L1-M7 + - Lt ++ -
L1-M8 - - Lt ++ .
L1-M9 - - Lt ++ -
L1-M11 - CL Lt + -
L1-M14 - CL Lt + -
L2-M5 + - T +++ -
L2-MS8 + - Lt 4+ -
L2-M10 - - Lt +++ -
L2-M13 - - Lt + -
L5-M5 + - T +++ -
L5-M7 + - Lt 4+ -
L5-M10 + - Lt ++ -

Legenda: L: 6leo de lavanda, M: 6leo de maracuja, CL: cremeagdo leve; CI: cremeacdo intensa; SF:
separacdo de fases, Lt: leitosa; T: translucente; + : intensidade baixa; ++ : intensidade média; +++
:intensidade alta; -: auséncia da caracteristica.



Resultados e Discussio

Figura 6 - Fotomicrografias das emulsoes obtidas com 6leo de maracuja ou com a associacio
dos o6leos de maracuja e de lavanda apods 24h do preparo (aumento de 400x).
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Na analise macroscopica as formulagdes contendo Oleo de lavanda apresentaram
caracteristicas apresentadas em emulsdes com tamanho de globulos diminutos, tais como:
reflexo azulado, translucencia, maior estabilidade intrinseca (MORALES et al., 2003;
TADROS et al., 2004) Na caracterizagdo microscopica apresentaram globulos menores e
maior homogeneidade do que aquelas formuladas com 6leo de maracuja na mesma razao
6leo/ tensoativo. Foi notavel que quanto maior o contetido de 6leo de lavanda em relagdo a
porcentagem total da fase oleosa, mais acentuada foi a presenca dessas caracteristicas.

As emulsdes que apresentaram mais intensidade nas caracteristicas desejadas tinham
ndo apenas o dleo essencial de lavanda, como também menor contetdo de fase oleosa (maior
propor¢do de tensoativo) sugerindo que esses fatores foram relevantes para a obtencdo de
emulsdes com tamanho de globulos diminutos. Morales e colaboladores (2003) relataram
resultados semelhantes, ou seja, observaram o aumento da distribuicdo granulométrica quando
se aumentou a concentragdo da fase aquosa e tensoativa em uma proporcao fixa de tensoativo.

Além disso, a area interfacial em nanoemulsdes ¢ significativamente maior
comparando-se a area interfacial de macroemulsdes com a mesma razdo fase oleosa/
tensoativo. Isso porque a fase oleosa esta dispersa em globulos menores, fazendo com que a
area interfacial total da fase dispersa seja maior e com isso ¢ necessaria uma quantidade de

tensoativo minima capaz de formar um filme interfacial adequado.

5.5 Avaliacao da estabilidade preliminar

O estudo de estabilidade preliminar ndo tem a finalidade de estimar a vida 1util do
produto, e sim auxiliar na triagem das formulagdes (ANVISA, 2006).

O teste de centrifugacdo aumenta a forga gravitacional atuante sobre os globulos e
ocasiona o aumento do numero de colisdes entre estes, o que pode acarretar em cremeagdo ou

sedimentacdo permitindo a previsdo da estabilidade do sistema disperso (BECHER, 1965).
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Em nanoemulsdes, o movimento browniano supera a acao da for¢a da gravidade sobre os
globulos, dificilmente provocando relevante alteragdao na estabilidade (FORGIARINI et al.,
2004; TADROS et al., 2004). Porém em caso de relevante polidispersividade, a centrifugagio
pode acelerar processos de cremeagdo, pois os globulos maiores tendem a migrar para a
superficie. A baixa fluidez das nanoemulsdes (em baixa concentragdo da fase oleosa) ¢ um
fator que provoca pouca resisténcia a colisao dos globulos durante a centrifugagio.

Segundo Latreille e Paquin (2006), se assumirmos que a estabilidade ¢ diretamente
proporcional a for¢a gravitacional, o comportamento em longo prazo das emulsdes pode ser
estimado pela centrifugagdo em velocidades moderadas. E aceito que a vida de prateleira em
condi¢des normais de estocagem possa ser rapidamente prevista pela observagao da separagao
da fase dispersa devido a cremeacao ou coalescéncia quando a emulsdo € exposta a este teste.

O estresse térmico permite o incremento da energia cinética do sistema, sendo possivel
avaliar sua susceptibilidade a este parametro (BECHER, 1965; SCHICK, 1989).

As Tabelas 14 e 15 demonstram os resultados obtidos nos testes preliminares de

estabilidade.

Tabela 14 - Analise macroscdpica das formulagdes contendo 6leo de maracuja apds
centrifugacdo e estresse térmico.

Estresse térmico (°C)
Formulacio Centrifugacio
40 45 50 55 60 65 70 75 80
Mo N N N N N N N N N N
M7 N N N N N N N N N N
M8 CI N N N N N CL CI CI SF
M9 CI N N N N N CL CI CI SF
M10 SF CL CL CL CL CI SF SF SF SF
Mi12 SF CI CI CI CI CI SF SF SF SF
Mi15 SF CI CI CI CI CI SF SF SF SF

Legenda: M: 6leo de maracuja; N: normal; CL: cremeacdo leve; CI: cremeagdo intensa; SF: separagdo
de fases.
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Tabela 15 - Analise macroscopica das formulagdes contendo 6leo de maracuja e 6leo de
lavanda apds centrifugagdo e estresse térmico.

Estresse térmico (°C)
Formulacao Centrifugacao

40 45 50 55 60 65 70 75 80

L1-M5 N N N N N SF
L1-M7 N N N N N N N SF
L1-M8 N N N N N N SF
L1-M9 CL N N N N N N SF
L1-M11 CL CL CL CL CL CL CI SF SF SF
L1-M14 CL CL CL CL CL CL CI SF SF SF
L2-M5 N N N N N SF
L2-M8 N N N N N SF
L2-M10 CL N N N N N CI SF
L2-M13 CI N N N N N CI CI SF SF
L5-M5 N N N N N N N N SF SF
L5-M7 N N N N N N N N SF SF
L5-M10 N N N N N N N N SF SF

Legenda: L: 6leo de lavanda; M: 6leo de maracuja; N: normal; CL: cremeacdo leve; CI: cremeacdo intensa;
SF: separagdo de fases.

As emulsdes com maior quantidade de fase oleosa e maior tamanho de globulo foram as
que apresentaram sinais de instabilidade apds centrifugagdo (Tabelas 14 e 15).
Provavelmente a quantidade de tensoativo utilizada ndo foi suficiente para a formag¢ao de um
filme interfacial estruturado em emulsdes com elevada quantidade da fase oleosa.

No estresse térmico, as formulagdes contendo 6leo de lavanda apresentaram separagao
de fases a 80° C, o que pode ter ocorrido devido a desestabilizacdo do sistema pela
evaporagdo dos seus constituintes volateis. Sabe-se que o movimento das moléculas de um
liquido aumenta com a elevacao da temperatura, o que favorece a tendéncia das moléculas em
escapar para a fase vapor, causando um conseqiiente aumento da pressdo de vapor
(FLORENCE, ATTWOOD, 2003). Os o6leos essenciais possuem alta pressdo de vapor, ou

seja, volatilizam em baixas temperaturas.
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Liquidos diferentes possuem pressdes de vapor diferentes, em conseqiiéncia da maior ou
menor interacao entre suas moléculas (www. //educar.sc.usp.br/quimapoio). Os 6leos vegetais
fixos possuem baixa pressdo de vapor, assim, o 6leo essencial de lavanda quando solubilizado
com 0s componentes oleosos da formulagdo provavelmente sofreu diminui¢do da sua pressao
de vapor.

O estresse térmico ¢ uma ferramenta util na analise da susceptibilidade de emulsdes
contendo 6leos essenciais, pois estima a ocorréncia de possiveis processos de instabilidade em
produtos que os contém quando expostos ao calor durante seu preparo ou armazenamento
(SOROKINA, DOLLIMORE, ALEXANDER, 2002). A desestabilizacdo do sistema a 80 °C
ndo indica, porém, que este sistema ndo seja estdvel por um longo periodo de tempo em
temperatura ambiente.

A distribui¢ao granulométrica das formulagdes que se mantiveram estaveis apos os

testes preliminares foi determinada e esta apresentada na Tabela 16.

Tabela 16 - Distribui¢do granulométrica das formulagdes estaveis apds centrifugagio e
estresse térmico..

Formulacdes | Tamanho de glébulo (nm)
M6 268 £3
M7 283 +£3

L1-M5 38+4

L1-M7 206+ 15
L1-M8 291 +4
L2-M5 54+3

L2-M8 204+ 5
L5-M5 105 +10
L5-M7 210£13
L5M10 288 +30

Legenda: L: 6leo de lavanda; M: 6leo de maracuja.

Através da determinagdo da distribuicdo granulométrica foi possivel confirmar o que
havia sido observado na analise microscopica, ou seja, que a presenga do 6leo essencial de

lavanda favorece a formagao de glébulos diminutos.
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Segundo, Kanei, Tamura e Kunieda (1999) a presenca de moléculas de baixo peso em
compostos aromaticos possuem caracteristicas anfifilicas e tendem a penetrar na interface
tensoativa. E possivel que esses compostos tenham atuado como co-tensoativos na interface
do glébulo favorecendo a formagao de glébulos muito pequenos.

Os valores de condutividade elétrica e pH foram determinados antes e apds o estresse

térmico, como proposto por Morais em 2006 (Tabelas 17 e 18).

Tabela 17 — Valor de condutividade elétrica e de pH das formulagdes contendo 6leo de
maracuja em 48h do preparo e apds estresse térmico.

Condutividade elétrica Valor de pH
Formulagoes (mS/cm)
4h | ET. 4h | ET.
Mé 55,0+ 0,35 56,0 £0,07 6,60+ 0,007 6,50 £0,02
M7 55,0+£0,07 54,0 £042 6,41 +£0,007 6,38 £0,007

Legenda: M: 6leo de maracuja; E.T: Estresse Térmico.

Tabela 18 - Valor de condutividade elétrica e de pH das formulagdes contendo 6leo de
maracuja e o0leo de lavanda em 48h do preparo e apos estresse térmico.

Formulacbes Condutividade elétrica (mS/cm) Valor de pH
48h | ET. 48h | ET.

L1-M5 49,4+0,00 64,70 +0,30 6,42 +0,007 4,80 + 0,020
L1-M7 48,4+0,10 63,7+0.23 6,480,028 5,15 + 0,005
L1-M8 50,5+0,23 65,0 +0,38 6,52+0,028 5,22 + 0,005
L2-M5 5124058 72,1 0,51 61420007 4 46+ 0,011
L2-M8 50,140,52 63,8 0,20 6,530,014 4,71 £ 0,005
L5-M5 54,5+0,15 78,1 £0,20 5.21+0,007 42340

L5-M7 5134032 80,0 +0 5,7740,014 4,37 +0,005
L5M10 52,740,228 82,0 £0,30 5,77 40,021 4,36 + 0,005

Legenda: L: 6leo de lavanda; M: 6leo de maracuja; E.T: Estresse Térmico.

Para os resultados referentes aos valores de condutividade elétrica e pH, as
formulagdes contendo o6leo de maracujd como fase oleosa ndo apresentaram alteragdo

significativa ap0s o estresse térmico. Porém naquelas constituidas de 6leo de maracuja e dleo
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de lavanda, a alteragdo destes valores foi significativa quando analisada através do test- t
(valor de p <0,0001 para todas as formulagdes analisadas), o que indica que algum
componente presente no 6leo essencial possa ter favorecido a ocorréncia de processos de
instabilidade quimica como oxidagao ou hidrdlise.

Apbs os estudos de caracterizagdo e estabilidade, as emulsdes L1-M5, L2-M5, L5-M5,
que apresentaram os menores tamanhos de globulo (38 = 4, 54 = 3 ¢ 105 + 10
respectivamente - ver Tabela 16) foram escolhidas para continuagdo do estudo.

Para facilitar a leitura, a formulagdo L1-M5 passou a ser chamada de FI1, a
formulagdo L2-M5 foi denominada F2 ¢ a L5-M5 foi denominada F5, em referéncia a
quantidade de 6leo essencial contido na formulagao, ou seja, F1=1,0%, F2= 2,0% ¢ F5=
5,0%, visto que a proporc¢do de tensoativo e de 6leo de maracuja ¢ a mesma nas trés
formulacgdes.

Apbs a escolha das emulsdes, o método a frio passou a ser o utilizado na preparacao
das mesmas para minimizar a perda do 6leo essencial de lavanda.

Neste método, os tensoativos foram homogeneizados na fase oleosa por agitacao
manual durante cinco minutos ¢ a fase aquosa lentamente adicionada na oleosa. Através
deste método foi possivel a obten¢do de nanoemulsdes com tamanho de globulo reduzido,
ainda que maior do que o tamanho de globulo obtido pelo método utilizando aquecimento
a 75+2°C.

Acredita-se que com a elevacdo da temperatura acontega a reducdo da viscosidade da
fase oleosa e conseqiientemente a diminuicdo das forcas de coesdo entre as moléculas,
facilitando a solubiliza¢do do 6leo no tensoativo, o que predispde a formacao de globulos de
pequeno didametro (MORALES et al., 2003; LIU et al., 2006). Os resultados obtidos estdo de
acordo com os encontrados por Liu e colaboradores (2006) que em seus experimentos

utilizando 6leo mineral e o par de tensoativos polisorbato 80 e monooleato de sorbitano
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observou que houve a diminui¢ao no tamanho dos glébulos de 120 para 74 nm quando a
temperatura de preparo das emulsdes aumentou de 30 para 50°C.

A temperatura, portanto, ¢ um parametro relevante no controle da granulometria do
sistema, mas ndo determinante na obtengdo das nanoemulsdes visto que no método a frio as
emulsdes F1, F2 e F5 apresentaram tamanhos de globulos: 161 £ 5, 177 £10 e 225 + 13

respectivamente.

5.6 Testes de estabilidade acelerada (TEA)

As nanoemulsdes F1, F2 e F5 conforme descrito anteriormente foram submetidas as
temperaturas de 4 +2°C, 25 +2°C e 45 +2°C, durante 60 dias. Quanto ao aspecto
macroscopico, as formulagdes submetidas a 4 +2°C e 25 £2°C apresentaram auséncia de
cremeacdo ou separagdo de fases no periodo do experimento. Cremeagado leve foi observada
nas formulagdes F2 e F5 em 20 dias a 45 +£2°C, sendo que em 40 dias a emulsdo F5
apresentou separagdo de fases. Segundo a ANVISA (2006) a emulsdo ¢ considerada estavel
quando ndo apresenta processos de cremeacgdo intensa ou separagdo de fases quando
acondicionada a esta temperatura no periodo de 30 dias. Os valores referentes a condutividade
elétrica e pH, bem como potencial zeta e tamanho de globulos das amostras estdo

apresentados nas Figuras 7, 8, 9 e 10 respectivamente.
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Figura 7 - Valor de condutividade elétrica (mS/cm) apresentado pelas emulsdes F1, F2 e
F5 quando armazenadas a 25 +£2°C, 4 £2°C e 45 £2°C no periodo de 60 dias.
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Os valores de condutividade elétrica e valor de pH foram significativamente alterados
em todas as condi¢des de armazenamento para as formulagdes F1 (p< 0,0001), F2 (p< 0,0001)
e F5 (p< 0,0001). Observou-se ainda que esta alteracdo foi maior quanto mais elevada foi a
temperatura a que a amostra foi submetida.

O aumento nos valores de condutividade elétrica foi diretamente proporcional a
quantidade de 6leo essencial contida na formulagdo, o que nao ¢ um resultado esperado ja que
quanto maior ¢ a quantidade de 6leo menor ¢ a tendéncia da dispersdo em conduzir corrente
elétrica. Acredita-se, entretanto que este fato deva-se a ocorréncia de processos de
instabilidade quimica como hidrolise, por exemplo, que poderia estar provocando a liberagao
de ions no meio aquoso, aumentando a condugdo de corrente elétrica.

O valor do pH ¢ um parametro de monitoramento da estabilidade em emulsodes, pois
alteracdes no seu valor indicam a ocorréncia de reagdes quimicas ou crescimento bacteriano,
que podem comprometer a qualidade do produto final. No caso de emulsdes formuladas com
6leos vegetais, uma diminuicao no valor do pH pode ser decorrente da hidrolise dos ésteres de
acidos graxos, que geram acidos graxos livres. Os acidos graxos livres reduzem o pH das
formulagdes, sendo empregados como indicadores de estabilidade frente a diferentes
condi¢des de armazenamento (MARTINI, 2005).

O acetato de linalila é um éster encontrado em grande quantidade no 6leo essencial de
lavanda sendo passivel a hidrolise quando em formula¢des com alta concentragdo de agua
(SILVA, 1998).

Apesar da possibilidade da ocorréncia de oxidagdo devido a composi¢ido rica em
compostos insaturados (6leo de maracuja com aproximadamente 68,70% de acido linoléico
(PONTES, 1989; SANT’ANNA, TORRES, PORTO, 2001) ¢ 6leo de lavanda contendo como

majoritario o linalol, que também apresenta insaturacdo , acredita-se que a alteracdo nos
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valores de pH e condutividade elétrica tenha sido causada por hidrolise, ja que foi utilizado o
antioxidante BHT.

Acredita-se que a hidrolise seja causada por componentes presentes no 6leo essencial,
visto que no teste de estabilidade preliminar as emulsdes ndo adicionadas deste 6leo nao
apresentaram significativa alteracdo e que em iniimeros estudos realizados com 6leos vegetais
como o 6leo de canola (SANTOS, 2006), urucum e café (MORALIS, 2006) a alteracdo nesses
valores ndo foi significativa.

Outro método utilizado para determinar a estabilidade de um sistema disperso ¢ a
medida da magnitude do potencial zeta. O potencial zeta ¢ definido como a diferenca de
potencial entre a superficie de ions fortemente ligados ao redor da particula e uma regido
neutra (ndo-carregada) da solugdo. Quanto maior ¢ a repulsdo de cargas entre dois gldébulos
préximos, menor a sua interagdo e, portanto, menor tendéncia a floculagdo e coalescéncia
(ROLAND et al., 2003; MORAIS et al., 2006b). Assim, valores iguais ou maiores que 30 mV
(em moddulo) indicam que a forga repulsiva da dupla camada i6nica é maior do que a forga
atrativa de van der Waals, e garantem uma estabilidade eletrostatica razoavel da emulsao
(JEONG, OH, KIM, 2001; ROLAND et al., 2003).

Segundo a literatura o potencial zeta deve ser considerado, porém ndo ¢é critico para
emulsdes formuladas utilizando tensoativos nao-idnico pela maior influéncia do componente
estérico, devido a carga eletronica ndo significativa e ao tamanho ocupado pelos grupos
polares na interface (TADROS et al., 2004; MORALIS et al., 2006b).

Ainda assim, através dos valores obtidos, pode-se sugerir que a estabilizacdo
eletrostatica seria suficiente para manter a repulsdo dos globulos evitando processos de
instabilidade, visto que a diminui¢do do seu valor foi menor que 30 mV apenas em F2 a 45

+2°C em 30 dias e F5 a 44+2°C e 45+£2°C em 60 dias.
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A medida no tamanho de glébulos ¢ um dado importante na anélise da estabilidade,
afinal quanto mais rapido ¢ o aumento no tamanho de globulos, mais rapidamente ocorrerao
processos de instabilidade como cremeag¢do ou separacao de fases (JEONG, OH, KIM, 2001).

Nao houve variagdo relevante da granulometria do sistema em temperatura ambiente
(2542°C) e em geladeira (4+2°C) durante o periodo de experimento. Em estufa, a alteragdo no
tamanho de glébulos foi mais relevante, bem como a polidispersividade, o que € um resultado
esperado ja que a temperatura aumenta a energia cinética do sistema, aumentando a
possibilidade de processos de instabilidade. Além disso, a fase oleosa sendo constituida por
6leo volatil pode ter provocado ruptura da interface pela evaporacao de suas moléculas.

E importante ressaltar que o método utilizado (light scattering) ndo distingue globulos
floculados. Desta maneira foi observado em todas as formula¢des um aumento no tamanho de
glébulos em 15 dias e posterior redugdo nos tempos subseqiiente. Acredita-se que neste

periodo o sistema possa ter apresentado floculagdo e posteriormente defloculagao.

5.7 Avaliacio dos constituintes do 6leo essencial de lavanda nas nanoemulsdes apos TEA
por CG/MS

O ¢leo de lavanda foi extraido das nanoemulsdes submetidas ao TEA por Clevenger.
O periodo de 3 horas foi padronizado para a extragdo, pois foi o tempo em que ocorreu a
maior recuperagdo do dleo essencial.

A quantificagdo e identificacdo dos seus componentes majoritarios foram realizadas
através do CG/MS. A Tabela 19 apresenta os componentes encontrados no 6leo de lavanda
antes de ser veiculado nas nanoemulsoes e apos serem extraidos de nanoemulsdes submetidas
as temperaturas de 4 £2°C, 25 +£2°C e 45 +2°C por 60 dias.

A Tabela 20 apresenta os indices de Kovat's (IK) obtidos desse estudo, o IK
encontrado na literatura (ADAMS, 1995; MONDELLO, 2002) e o indice de similaridade

entre os espectros de massa obtidos quando comparado aos dados da biblioteca Wiley 7°.
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Tabela 19 - Porcentagem dos componentes encontrados no 6leo essencial de lavanda antes de ser veiculado em nanoemulsoes (1° dia) e apds ser
extraido de nanoemulsdes submetidas a geladeira (4+2°C), temperatura ambiente (25+2°C) e estufa (45+£2°C) durante 60 dias.

Componentes (%)
Condical
1,8- cineol p-ocimene linalol canfora borneol acetato B- o-terpineol | gerandiol
de linalila cariofileno
1 dia/ 3,69 1,33 37,40 3,05 2,60 45,14 1,44 0,30 0,10
25+2°C
60 dias/ 3,20 2,78 54,54 3,14 2,66 16,10 1,64 5,65 1,56
4+2°C
60 dias/ 3,67 3,11 53,50 3,24 2,55 16,10 1,53 5,62 2,21
25+2°C
60 dias/ 2,93 2,35 50,98 3,23 2,93 5,00 1,71 12,44 3,21
45+2°C

Tabela 20 - indice de Kovat’s obtido, indice de Kovat’s encontrado na literatura e indice de Similaridade dos compostos majoritarios do 6leo de

lavanda.
1,8- cineol p-ocimene linalol canfora borneol acetato p-cariofileno o-terpineol gerandiol
de linalila
IK 1030 1043 1101 1145 1170 1249 1414 1193 1248
encontrado
IK da 1033 1040 1098 1143 1165 - 1418 1189 1250
literatura
Indice de 97 98 97 98 98 95 95 98
Similaridade

Legenda: IK: Indice de Kovat's
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Figura 11 - Parte do Cromatograma realizado para o dleo de lavanda (1° dia e apés 60
dias a 25+2°C, 4£2°C e 45£2°C).

Entre os compostos encontrados no o6leo essencial de lavanda, o acetato de linalila
apresentou reducdo relevante em porcentagem apds ser submetido ao teste de estabilidade
acelerada. Em estufa esta redu¢do foi de 88,93%, o que indica que este composto pode ter
volatilizado ou sofrido hidrolise ou reagcdes quimicas com outros compostos presentes na
formulagdo. O acetato de linalila ¢ um éster € passivel a hidrélise quando em meio contendo
elevada quantidade de fase aquosa. Além da significativa redugdo em sua quantidade, os
compostos linalol, a-terpineol e geraniol apresentam-se em maior quantidade apds o TEA,
sendo que o o-terpineol e o geraniol tiveram aumento em concentracdo principalmente
quando armazenados em estufa. E possivel que esses compostos sejam subprodutos das
reacdes quimicas envolvidas com o acetato de linalila.

A possivel hidrélise deste composto pode se relacionar com a reducao dos valores de

pH observados nas formulagdes submetidas ao TEA.
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5.8 Determinacao do Ponto de Turvaciao (Cloud Point) do tensoativo hidrofilico

A turbidez da solugdo a 1,0% do tensoativo hidrofilico PEG-30 castor oil foi
determinada a 80+ 2°C.

O Cloud Point ou ponto de turbidez esta relacionado a mudanga no valor de EHL do
tensoativo conforme o aumento da temperatura. Isso acontece, pois com o aumento da
temperatura ha a gradativa desidratacdo das moléculas de 6xido de etileno, responsaveis pela
caracteristica hidrofilica do tensoativo, sendo que em determinada temperatura o tensoativo
torna-se lipofilico, formando micelas invertidas, causando a turbidez da solugdo (MARSZAL,
1987).

A determinagdo do Cloud Point é complementar a determinagdo da temperatura de
inversdo de fases, ndo considerando, porém, a influéncia dos outros componentes presentes na
formulagdo que influenciam na afinidade hidro-lipofilica do mesmo, como a constitui¢ao da
fase oleosa e sua porcentagem na formulagdo, presenca de eletrélitos, etc (SALAGER et al.,

2003).

5.9 Determinacio da temperatura de inversao de fases (PIT)

A inversdao de fases de uma emulsio pode ser detectada pela medida da
condutividade elétrica, sendo que o valor decresce bruscamente quando a emulsdo inverte de
O/A para A/O.

Os valores de condutividade elétrica M6, M7, M10, F1, F2 e F5, estdo apresentados na

Figura 12.
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Figura 12 - Valor de condutividade elétrica versus temperatura (°C) das formulacées M6,
M7, M10, F1, F2 e F5.

A diminuigdo brusca nos valores de condutividade elétrica apresentadas nas emulsdes
F1, F2 e F5 sugere a ocorréncia da inversdo de fases pela temperatura (PIT).

Observou-se que a queda da condutividade elétrica ocorreu em temperaturas menores
conforme maior foi a porcentagem do 6leo essencial contida na formulagdo. A formulacio F1
apresentou redugdo no valor de condutividade elétrica de 1205 para 571 puscm entre 85 a 90
°C. Em F2 o valor de condutividade elétrica passou de 1049 a 402 pustm entre 80 a 85 °C
atingindo 54 puscm na temperatura de 95 °C, sendo que F5 apresentou reducdo de 1029 a 422
uscm entre 65 e 70°C chegando a 3 pscm a 80 °C.

Nas formulagdes contendo 6leo de maracuja como fase oleosa ndo houve qualquer
decréscimo nos valores de condutividade elétrica, o que indica que o PIT para este sistema
ocorre acima da temperatura avaliada pelo experimento.

Sabe-se que a temperatura na qual ocorre a inversdo de fases da emulsdo, possui
grande correlagdo quanto ao tipo de fase oleosa empregada. Estudos realizados por Kanei,
Tamura ¢ Kunieda (1999), sugerem que a temperatura de inversdo de fases ¢ menor em
sistemas na qual a fase oleosa ¢ constituida por alguns compostos alifaticos. Segundo os

autores, algumas dessas moléculas, principalmente de baixo peso molecular e contendo
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grupos polares t€ém propriedades anfifilicas podendo penetrar e adsorver na interface do
glébulo. A curvatura do tensoativo na temperatura de inversdo de fases ¢ zero, ou seja, as
caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas tendem a ser balanceadas na interface durante este
evento. Os autores sugerem que moléculas alifaticas podem penetrar na interface fazendo a
curvatura do tensoativo ser negativa, assim, o tensoativo precisa ser mais hidrofilico para
manter a curvatura zero na temperatura de inversdo de fases. Por esse motivo a presenga
desses componentes pode baixar o PIT, sendo que a sua localizacdo, ou seja, se ele estad
penetrando na interface ou dentro do globulo é importante no estudo do PIT para esses
sistemas.

Esse estudo sugere ainda que quando comparado o PIT em formulagdes contendo dois
hidrocarbonetos de mesmo peso molecular, um saturado e outro insaturado, a temperatura de
inversdo de fases foi mais baixa no que apresentava insatura¢do. Observou também que a
inversdo de fases aconteceu anteriormente naqueles que apresentavam fungdo alcool quando
comparados aqueles com fungdo cetona ou aldeido (KANEI, TAMURA, KUNIEDA, 1999),
talvez pelo fato de que essas moléculas podem sofrer desidratagdo conforme a mudanca de
temperatura mais facilmente.

O alcool linalol sendo um dos componentes majoritarios do 6leo essencial de lavanda,
pode ter provocado a diminui¢do do PIT, fazendo com que a inversdo de fases ocorresse em
temperaturas mais baixas do que quando a fase oleosa ¢ composta somente pelo 6leo de
maracuja.

Sabendo que as formulagdes quando preparadas pelo método descrito em 4.2.1.1
utiliza aquecimento a 75 + 5° C, a possibilidade de ocorréncia do PIT existe apenas para a
emulsdo F5, sendo que nas demais formulagdes estudadas o tinico processo de inversdo de

fases envolvido € a inversdo de fases pela mudanca da fragdo volumétrica (EPI).
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5.10 Influéncia das variaveis do processo de obtencio de nanoemulsdes

5.10.1 Influéncia da quantidade de tensoativo
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Figura 13 - Tamanho de globulos (nm) das emulsées F1, F2 e F5 com diferentes
quantidades de tensoativos em 24 horas do preparo (1dia) e 30 dias.
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Em todas as formulagdes estudadas houve um decréscimo na distribui¢ao
granulométrica com o aumento da quantidade de tensoativos utilizada. Na quantidade de 3,0%
e 4,0 % as formulagdes apresentaram-se mais polidispersas € com maior tamanho de globulo.
Esses resultados encontram-se de acordo com relatados por Fernandez e colaboradores (2004)
que sugerem que existe uma concentragdo minima de tensoativo para formar nanoemulsdes
estaveis e que quanto maior o indice de polidispersividade mais rapidamente acontecerdo
processos de instabilidade como, por exemplo, o aumento no diametro de globulos. O
aumento no tamanho de globulos apos 30 dias foi significativo em F1 com 3,0% de tensoativo
(test-t, p=0,0142) e em F2 com 4,0% de tensoativo (test-t, p= 0,003).

A formulagdo F5 contendo 7,0% de tensoativo também apresentou significativo
aumento no tamanho de globulo (test t, p= 0,0384) no periodo analisado. Em sistemas com
excesso de tensoativos, hd maior formagdo de micelas, que podem facilitar o transporte de
moléculas de 6leo dos globulos menores para os maiores, podendo resultar num aumento da
granulometria em fun¢do do tempo.

O processo “Ostwald ripening”, como ¢ conhecido este fendmeno, ¢é resultante da diferenca
de solubilidade entre os globulos, pois quanto maior a curvatura interfacial do glébulo em
dispersao, maior a area de superficie da fase dispersa e maior a solubilidade na fase dispersante.
Este fator pode causar a movimentagdo de moléculas de 6leo através de difusdo passiva ou
transporte sustentado por micelas, provocando alteragdo da granulometria da fase dispersa

(SONNVILLE-AUBRUN, SIMONNET, L'ALLORET, 2004; CAPEK, 2004).

5.10.2 Influéncia da velocidade de agitagao
As emulsdes foram manipuladas pelo método a frio descrito em 4.4.1.2 e submetidas a
diferentes velocidades de agitacdao: 600, 8.000 e 9.500 rpm por 5 minutos. A determinagao

granulométrica encontra-se na Figura 14.
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Figura 14 - Distribuicao granulométrica das emulsoes F1, F2 e FS apods serem submetidas
a 600, 8.000 e 9.500 rpm durante 5 minutos.

A velocidade de agitagdo demonstrou ser um parametro critico para este sistema,
sendo que a velocidade de 600 rpm foi a que proporcionou a formagao das dispersdes com os
menores tamanhos de globulos. Observou-se que as amostras tornaram-se mais polidispersas
nas velocidades de agitacao de 8.000 e 9.500 rpm (Apéndices A e B).

O processo de emulsificagdo € complexo e envolve inimeros fendmenos que ocorrem
simultaneamente, como a formagdo da fase dispersa, adsor¢do dos agentes tensoativos e
colisdo dos glébulos formados, o que pode ou ndo resultar em coalescéncia. Cada um destes
eventos ocorre inumeras vezes durante a emulsificagdo, o que mostra que este processo €
dindmico (TADROS et al., 2004).

Durante o processo de agitacdo inicial os globulos da fase dispersa sdo formados, no
entanto a medida que a agitacdo continua a probabilidade de colisdo entre os mesmos aumenta
e a coalescéncia pode ocorrer (LACHMAN, LIEBERMAN, KANIG, 2001; FERNANDEZ et
al., 2004). E impossivel, porém predizer o tempo e a velocidade de agitagdo que predispde a
formacdo e estabilizagdo das goticulas formadas, sendo geralmente determinado
empiricamente. As razdes para que o fendmeno de estabilizagdo das goticulas seja dependente
do tempo e da velocidade de agitagdo podem ser atribuidas a distribuicdo do emulgente entre

as fases, a formacao lenta do filme interfacial sobre os globulos ou a interrup¢ao da formagao
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do filme por agitagdo continua (LACHMAN, LIEBERMAN, KANIG, 2001). No caso de
nanoemulsdes a velocidade de agitagdo ¢ um parametro ainda mais critico, devido a alta
fluidez natural do sistema que ndo impde barreiras a colisdo, diferente das emulsdes classicas,
que geralmente apresentam maior viscosidade.

Solé e colaboradores (2006) observaram que a emulsificagdo por alta energia
utilizando Ultra Turrax e ultra-som, produz emulsdes com tamanho de glébulo superior as
preparadas pelo método de EPI, em sistema composto por oleato de potassio - acido oléico -
Ci2E10 / hexadecano. Neste mesmo experimento constataram que as nanoemulsdes com
glébulos menores sdo formadas por alta velocidade de agitacdo desde que a fase aquosa seja
adicionada lentamente. Isto pode ser interpretado devido ao fato da alta velocidade de
agitacao facilitar a completa solubilizacdo do 6leo durante o processo de emulsificagdo

(FORGIANINI et al., 2001, MORALES et al., 2003; IZQUIERDO et al., 2005).

5.10.3 Influéncia da adi¢ao de eletrolitos
O tampao Na,HPOy/ acido citrico foi utilizado no valor de pH=6,0 como fase aquosa das
emulsdes, no intuito de minimizar variagdes no valor de pH durante o periodo de armazenamento.
Os valores de pH foram medidos em 1, 7 e 30 dias, sendo que as médias obtidas estao
apresentadas na Tabela 21, com exce¢ao da formulagdo F5 que apods 30 dias a 45+2°C

apresentou separacao de fases.

Tabela 21 - Valores de pH de F1, F2 e F5 quando submetidas a diferentes temperaturas por 1,
7 e 30 dias.

Valor de pH
Formulaciio (25£2°C) (45+2°C)
Idia | 7dias |  30dias Idia | 7dias |  30dias
F1 5,97 +0,0058 5,98 +0,0058 5,95+0,0058 5,97 +0,0058 5,92+0,0058 5,77+ 0,023
F2 597+0,0058 597+0,0058  596+0  597+0,0058 590=0,0058 5,80+ 0,010
F5 596+0  596+0,0058 5,96+ 0,0058 5,96+ 0 5,84 +0,021 -

Legenda: -: ndo realizado.
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A adicao de eletrdlitos manteve o valor de pH estavel (sem alteragdes significativas),
porém influenciou na instabilidade fisica das nanoemulsdes quando submetidas ao estresse

térmico, conforme apresentado na tabela seguinte:

Tabela 22 - Analise macroscdpica das formulagdes apos centrifugacio e estresse térmico.

Estresse térmico (°C)
Formulacao Centrifugacio
40 45 50 55 60 65 70 75 80
F1 N N N N N N N SF SF SF
F2 N N N N N N N SF SF SF
F5 N N N N N N SF SF SF SF

Legenda: N: normal; CL: cremeacdo leve ; CI: cremeacido intensa; SF: separacdo de fases.

A estabilizacao de emulsdes utilizando tensoativos ndo idnicos ocorre principalmente
via mecanismo estérico, porém possiveis influéncias no potencial elétrico interfacial podem
alterar a estabilidade de uma emulsao O/A. A estabilizagdo eletrostérica aumenta quando a
estérica e eletrostatica ocorrem em paralelo (BECHER, SCHICK, 1987, MORAIS et al.,
2006b).

O potencial zeta ¢ uma ferramenta para estimar a estabilidade de emulsdes ja que
determina a repulsdo eletrostatica entre os globulos (FRIGBERG, 1988; KULMYRZAEYV,
SCHUBERT, 2004; ZETA-METER INC., 2005).

A estabilizacdo eletrostatica ¢ muito sensivel a carga idnica da solugdo continua
proxima a interface. Assim quando a concentracao de eletrolitos aumenta, a dupla camada
ionica ¢ comprimida devido a forcas de atracdo idnica, resultando na diminuicdo de sua
espessura ¢ diminuindo a extensdo da forca de repulsdo eletrostitica. Uma reducdao no
potencial elétrico da dupla camada causa a redugdo no potencial elétrico total,
comprometendo a estabilidade da emulsdo (JEONG et al.,2001; KULMYRZAEV et al.,

2003; MORALIS, 2006b).
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O valor de pH esté relacionado a dissociagcdo dos ions e consequentemente a interacao
destes com a regido eletronicamente carregada da interface dos globulos (KULMYRZAEYV et
al., 2003; ZETA-METER INC., 2005).

Estudos demonstram que cations bivalentes e trivalentes sdo mais rapidamente
absorvidos na interface e, portanto sua influéncia no valor de potencial zeta parece ser maior
do que a causada por cations monovalentes (STACHURSKI, MICHALEK, 1996; MORALIS
et al., 2006b).

As médias dos valores de potencial zeta obtidos apos 24h da manipulagdo para F1, F2
e F5 foram respectivamente: -37,6 + 10,22, 38,33 £ 0,85 ¢ -27,76 = 1,105.

O valor de potencial zeta determinado em F5, sendo menor do que o valor minimo
considerado para uma estabilidade razoavel (30 mV) reforga a teoria de que a carga elétrica
pode influenciar sobremaneira a estabilidade de emulsdes O/A formuladas com tensoativos
ndo idnicos, mesmo a estabilidade eletrostitica ndo sendo o principal mecanismo de

envolvido nesses sistemas.

5.10.4 Influéncia da adicao de silicones

As nanoemulsdes F1, F2 e F5 foram adicionadas dos silicones: carbinol 5562%, 245
Fluid® e 190 Fluid®. A adigdo de carbinol 5562 em todas as formulagdes provocou a
desestabilizacdo do sistema, que apresentou cremeacao quando analisado macroscopicamente
apos 24h (estabilidade intrinseca). Os resultados dos testes preliminares de estabilidade estao

apresentados na Tabela 23:
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Tabela 23 - Andlise macroscopica das formulagdes adicionadas de silicones apos
centrifugacdo e estresse térmico.

Estresse térmico (°C)
Formulacao Centrifugacao

40 45 50 55 60 65 70 75 80
F1-carb CL N N N N N N SF
F1-245 N N N N N N N SF

F1-190 N N N N N N N N
F2-carb CL N N N N N N N CI SF
F2-245 N N N N N N N N SF
F2-190 N N N N N N N N CI
F5-carb CL N N N N N N N SF SF
F5-245 CL N N N N N N N SF SF
F5-190 N N N N N N N N N SF

Legenda: carb: carbinol 5562% , 245: 245 Fluid®, 190: 190 Fluid® ,N: normal; CL: leve
cremeagdo; CI: cremeagdo intensa; SF: separagdo de fases.

Silicones diferem dos compostos organicos por possuirem forcas intermoleculares
atrativas muito fracas. Sao constituidos por cadeias Si-O-Si que se organizam estruturalmente
ocupando mais espaco que cadeias C-O-C ou C-C (POLYMER HANDBOOK, 1989) Apesar
de muitos silicones possuirem grupos polares ou apolares em suas cadeias tornando-se mais
hidro ou lipossoluveis, a sua estrutura basica ndo ¢ soluvel em dgua e em muitos solventes
apolares, formando, portanto uma terceira fase (O’LENICK, 2000). Acredita-se que essas
caracteristicas dos silicones podem ter dificultado o processo de emulsificagdo, tanto pela sua
solubilidade diferenciada, quanto pelo tamanho da sua molécula.

Conforme observado no estresse térmico (Tabela 23) as formulagdes adicionadas de
carbinol 5562% e 245 Fluid® apresentaram sinais de instabilidade em temperatura menor do
que as formuladas com o 190 Fluid®. Na centrifugacdo o unico silicone que ndo provocou
nenhum processo de instabilidade em nenhuma das formulacdes analisadas foi o 190 Fluid®.
Isto pode ter ocorrido, pois o 190 Fluid® ¢ hidrofilico e, portanto foi solubilizado na fase
aquosa. Ja os silicones carbinol 5562% e 245 Fluid® sdo lipofilicos. Possivelmente a

quantidade de tensoativo utilizada ndo tenha sido suficiente para emulsificar a fase oleosa, ou
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ainda sua estrutura estérica (molécula de cadeia longa) possa ter interferido na formacao do
filme interfacial, alterando as interagdes intermoleculares das cadeias tensoativas com a fase
oleosa. No estresse térmico, a 75+2 °C a formula¢io F5 contendo o silicone 245 Fluid®
apresentou separacdo de fases. Possivelmente a volatilidade deste silicone que pode ter
resultado no rompimento da interface do globulo causando separacdo de fases. Os tamanhos
de globulos das emulsdes que apresentaram estabilidade intrinseca adequada foram

determinados em 24h e apds 30 dias em temperatura ambiente (25+2°C).

300
N ] dia

250 3 30dias
200
1504

100+

tamanho de glébulo (nm)
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F1-245  F2-245 F5-245 F1-190 F2-190 F5-190

Figura 15 - Distribuicio granulométrica das emulsdes F1, F2 e F5 adicionadas dos
silicones 245 Fluid® e 190 Fluid®.

A diferenga no tamanho de globulos neste periodo nao foi considerada estatisticamente

significativa (test-t).

5.11 Avaliac¢io da atividade antiinflamatoria topica das nanoemulsdes

5.11.1 Medida da irradiancia da lAmpada UV e calculo do tempo de exposicdo
A média da irradiagdo encontrada foi de 1,641 x 10 * W cm  para exposigdo UVB.
Conforme descrito anteriormente foi utilizada duas vezes a Dose Eritematogénica
Minima (DEM) (MARQUELE-OLIVEIRA, 2007), o que correspondeu a 19 minutos de

irradiagao.
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5.11.2 Avaliacio do potencial antiinflamatorio

A exposi¢do aguda da pele a radiacdo UV determina uma resposta inflamatoria
imediata cujo efeito visivel € o eritema (AFAQ, ADHAMI, MUKHTAR, 2005). As mudancas
histologicas que seguem este evento incluem o aumento da espessura do estrato coérneo,
epiderme e derme, edema intercelular e perivascular na derme, migracdo de células pro-
inflamatorias na area lesada e dor.

A avaliagdo do eritema cutineo através do aparelho Chroma meter Minolta®™ ja havia
sido mensurada como método de andlise inflamatoria em estudos anteriores (CHAN, PO,
1991; PROKSCH et al., 2005; MARQUELE- OLIVEIRA, 2007).

A evolugdo do eritema foi avaliada em cada animal dos grupos: grupo 1 - controle
negativo; grupo 2 - recebeu tratamento com emulsdo base sem o ativo; grupo 3 - recebeu
tratamento com a emulsdo contendo 5,0% do dleo essencial de lavanda; grupo 4 - recebeu
tratamento com o 6leo essencial puro.

A diferenca nos valores de (a) que expressa vermelhiddo cutanea estao apresentada na
Figura 16 ¢ os valores de (a) encontrados antes da irradiagdo e apds 2, 5, 10, 24, 48 ¢ 72

horas na Figura 17:
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0.0
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Figura 16 — Diferenca no valor de (a) obtida dos animais do grupo 1 (G1), grupo 2 (G2),
grupo 3 (G3), grupo 4 (G4).
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Figura 17 — Valores de (a) apresentado pelos animais dos grupos 1, 2, 3 e 4 antes da irradiacio e apés 2, 5, 10, 24, 48, 72 horas da

irradiacao.
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Foi observada grande intensidade no eritema 5 horas apds a exposi¢ao a radiagdo UV
em todos os grupos estudados. Sosa e colaboradores (2005) observaram pico maximo de
inflamacao em 6 horas, utilizando, porém o pardmetro edema como sinal inflamatoério.

E notavel que os animais do grupo 3 apresentaram menor eritema do que os animais
dos demais grupos. A diferenca no valor de (a) para os grupos foi considerada significativa
pelo teste t (p= 0,0092), sendo um indicativo de que as propriedades antiinflamatérias do dleo
de lavanda merecem ser estudadas por métodos complementares, que investiguem outros
sinais da inflamacdo como edema, aumento da temperatura local, infiltragdo e migracdo de
células inflamatorias, etc.

Os animais do grupo 4, tratados com o6leo essencial de lavanda puro apresentaram
porém vermelhiddo semelhante ao grupo controle (grupo 1) e intensa descamagdo e
desidratacdo em 48 e 72 horas.

O O6leo de lavanda ¢é rico em monoterpenos conhecidamente utilizados como
promotores de absorcdo, ou seja, substancias capazes de aumentar a absor¢ao de moléculas
através do estrato coérneo (AQIL, 2007). Os terpenos sdo considerados seguros pela Food and
Drug Administration (FDA) e na maioria dos casos ndo causam toxicidade (OCABE, 1990,
AQIL, 2007).

Segundo AQIL e colaboradores (2007) o cineol e o linalol entre outros terpenos atuam
como promotores de absor¢do. Pelos estudos de determinacdo dos componentes presentes no
6leo de lavanda por CG-MS pode-se observar a presenca desses componentes nas quantidades
de 3,69% e 37,40% respectivamente. No caso dos animais tratados com o 6leo de lavanda, ¢
possivel que a quantidade desses terpenos tenha sido suficiente para provocar aumento da
circulacdo local e conseqiiente aumento da vermelhiddo cutdnea. O mecanismo proposto por
Vaddi (2002) para o aumento da permeacdo cutinea através do uso dos terpenos cineol e

linalol seria por interagdo com os lipideos do estrato corneo. Assim, a constante aplicagdo do
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oleo essencial de lavanda pode ter resultado na desorganizacdo do estrato corneo, com
conseqliente aumento da perda transepidermal de agua ocasionando desidratacdo e
descamacdo da pele. Segundo Marquele - Oliveira (2007), a descamagao pode ser resultado de
um possivel efeito cicatrizante do 6leo, que induz a maior proliferagao de células epidérmicas
para sanar a lesdo.

Os resultados sugerem que além da investigacdo do efeito antiinflamatoério pelo
método proposto, estudos mais complexos devem ser realizados para elucidar o efeito do 6leo
essencial de lavanda sobre outros pardmetros da inflamagdo, a fim de esclarecer os possiveis
mecanismos antiinflamatorios deste 6leo, bem como avaliar a dosagem adequada para que

ndo provoque irritacdo ou desidratacdo cutanea.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados experimentais obtidos, ¢ possivel concluir:

v

v

O valor de EHL requerido pelo 6leo de maracuja ¢ 10,0.

A adi¢dao do 6leo essencial de lavanda ndo provocou mudangas no valor de EHL
requerido pelo sistema.

E possivel obter nanoemulsdes estaveis contendo 6leo de maracuja, oleo essencial de
lavanda a partir dos tensoativos hidrofilicos PEG- 30 castor oil ou PEG-40 castor oil
associados ao lipofilico, monooleato de sorbitano.

A adicdo do 6leo essencial de lavanda no sistema constituido de 6leo de maracuja,
PEG-30 castor oil, monooleato de sorbitano e agua favoreceu a diminui¢do do
tamanho de globulos quando comparada a emulsdes sem este 6leo, contendo a mesma
razio entre as fases oleosa/tensoativa/aquosa.

Nao foi possivel determinar o PIT em emulsdes constituidas de 6leo de maracuja e a
mistura dos tensoativos PEG-30 castor oil ¢ monooleato de sorbitano, indicando que
formagdo de nanoemulsdo nesse sistema ndo esta relacionada a temperatura;

E possivel obter a nanoemulsio F5 por ambos os métodos de baixa energia de
emulsificagdo (PIT e EPI), porém em F1 e F2 o processo envolvido ¢ o EPI.

A velocidade de agitacdo ¢ um parametro critico na obtencdo de nanoemulsdes pelo
método do EPI, sendo que a velocidade de 600 rpm foi a mais eficaz.

A concentragdo de tensoativo minima necessaria para formagdo das nanoemulsdes
estudadas € de 5,0%.

A adicao de eletrolitos desestabilizou a emulsdo F5 quando submetida a temperaturas
elevadas.

A adigdo dos silicones carbinol 5562° e 245 Fluid® provocou processos de

instabilidade como cremeagao ou separacao de fases quando submetida aos testes de
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estabilidade preliminares, sendo que as formulagdes contendo os tensoativos 190
Fluid® foram as mais estaveis.

v" No teste antiinflamatorio in vivo a emulsio contendo 5,0% do 6leo de lavanda
provocou redu¢do significativa do eritema comparado ao apresentado pelos demais
grupos (test t), sendo merecedor de estudos complementares para uma avaliagdo mais

completa da sua provavel atividade antiinflamatoria.
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APENDICE A - Distribuigio granulométrica da formulagdes F1 e F2 apos serem submetidas s
velocidades de agitacao de 600, 8.000 ¢ 9.500 rpm.

F1- submetida a agitacdo de 600 rpm F1- submetida a agitacdo de 8.000 rpm
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APENDICE B - Distribui¢io granulométrica da formulagio F5 apos ser submetida as velocidades
de agitacdo de 600, 8.000 e 9.500 rpm.

F5 submetida a 600 rpm F5 submetida a 8.000 rpm
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