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NAKANO, Claudia Tiemi. Desenvolvimento de nanoemulsdo a base de 6leo de
linhaga aditivada de extrato de café verde e avaliagao do seu efeito terapéutico
nos danos oxidativos causados pela radiagcao UVB. 2022. 160 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2022.

RESUMO

A associagao da nanotecnologia a insumos de origem vegetal tem levado a pesquisa
e desenvolvimento de novos produtos para aplicagao contra os efeitos deletérios da
radiacao ultravioleta (RUV) sobre a pele. Portanto, vislumbrando a aplicabilidade de
uma nanoemulsao (NE) com potencial fotoquimioprotetora, o presente trabalho
utilizou 6leo de linhaga (OL) que possui propriedades antiinflamatérias devido
presenca de acidos graxos essenciais e extrato de café verde (ECV) rico em
compostos fendlicos com potencial antioxidante. Assim, o objetivo do trabalho foi
desenvolver e caracterizar uma NE utilizando o OL como fase oleosa e aditivada de
diferentes concentracdes de ECV, e avaliar seu efeito in vivo contra danos oxidativos
causados pela radiagao ultravioleta B (RUVB). O OL apresentou resultados
satisfatérios nos testes de qualidade e o ECV demonstrou capacidade antioxidante
por meio de diferentes métodos in vitro. Foram obtidas formulacbes estaveis e
nanomeétricas utilizando como par de tensoativos o Span®80 e Chremophor®RH40
com EHL requerido (EHLreq) no valor de 10,0. Esta NE foi incorporada de ECV nas
concentragbes de 0,25, 0,5 e 1,0% (p/p) e foram avaliadas quanto ao tamanho
médio das particulas, obtendo valores menores que 200 nm e indice de
polidispersividade (IP) inferior a 0,2. Foi observado um aumento de conduvidade
com a adicao do ECV as NEs e o valor médio do pH foi de 5,15. O potencial zeta
ficou na faixa de -26,1 a -38,5 mV e o comportamento reoldégico evidenciou-se do
tipo newtoniano. Além disso, imagens realizadas por microscopia eletrénica de
transmissao (MET) demonstraram goticulas de formato esférico e distribuicdo
uniforme. Foi possivel detectar conteudo de polifendis totais e atividade
sequestradora de radical livre das diferentes NEs. Contudo, somente a NE com a
menor concentragdo de ECV (0,25%) demonstrou diminuigdo da atividade da
mieloperoxidase (MPO) e aumento da capacidade antioxidante da pele (FRAP e
ABTS) apds exposigao a RUVB na pele de camundongos sem pelo. De acordo com
os resultados obtidos, NEs obtidas com OL e contendo ECV foram desenvolvidas,
exibiram boas caracteristicas, podendo ser consideradas para futuras investigagoes
como formulagdes antienvelhecimento para a pele.

Palavras-chave: nanotecnologia; EROs; emulsdo; estabilidade; antioxidante.



NAKANO, Claudia Tiemi. Development of linseed oil-based nanoemulsion with
added green coffee extract and evaluation of its therapeutic effect on oxidative
damage caused by UVB radiation. 2022. 160 p. Dissertation (Master’s degree in
Pharmacetical Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

The association of nanotechnology with plant-based inputs led to research to develop
new products for the deleterious effects of ultraviolet radiation (UVR) on the skin.
Therefore, envisioning the applicabilty of a nanoemulsion (NE) with
photochemoprotective potential, the present work used linseed oil (LO) wich has anti-
inflammatory properties due to the presence of essential fatty acids and green coffee
extract (GCE) rich in phenolic compounds with work potential. Thus, the objective of
this work is to develop and characterize an NE using LO as the oil phase and with
addition of different concentrations of GCE, and to evaluate its in vivo effect against
oxidative damage caused br ultraviolet B radiation (UVBR). The LO showed
satisfactory results in quality tests and the GCE demonstrated antioxidant capacity
through different in vitro methods. Stable and nanometric formulations were obtained
using Span®80 and Chremophor®RH40 as a pair of surfactants with HLB required
(HLBreq) of 10.0. This NE was incorporated from GCE at concentrations of 0.25, 0.5
and 1.0% (w/w) and were evaluated for the average size of the particles, obtaining
values lower than 200 nm and a polydispersion index (Pl) lower than 0.2. An increase
in conductivity was observed with the addition of GCE to NEs and the mean pH value
was 5.15. The zeta potential was in the range of -26.1 to -38.5 mV and the
rheological behavior was of the Newtonian type. In addition, images performed by
transmission electron microscopy (TEM) showed droplets of spherical shape and
uniform distribution. It was possible to detect total polyphenol content and free radical
scavenging activity of the different NEs. However, only NE with the lowest
concentration of GCE (0.25%) demonstrated decreased myeloperoxidase (MPO)
activity and increased skin antioxidant capacity (FRAP and ABTS) after exposure to
UVBR in the skin of hairless mice. According to the results obtained, NEs obtained
with LO and containing GCE were developed, exhibited good characteristics, and
can be considered for future investigations as anti-aging formulations for the skin.

Key words: nanotechnology; ROS; emulsion; stability; antioxidant.
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1 INTRODUCAO

Produtos emulsionados sa&o empregados na industria cosmeética e
farmacéutica em funcdo das vantagens que estes apresentam como a veiculagao de
insumos ativos de diferentes afinidades na mesma formulacdo e sua facilidade de
aplicagdo em produtos de uso topico (MASSON, 2005).

Dentre os veiculos de uso tépico, encontram-se as NEs, que possuem ampla
aplicabilidade, pois podem ser usadas como nanocarreadores de compostos
bioativos lipofilicos, farmacos ou nutrientes. Entre as principais vantagens, tem-se a
alta estabilidade cinética, melhora a biodisponibilidade de compostos ativos,
aumenta a permeabilidade de substancias com baixa solubilidade e apresenta baixa
turbidez quando comparadas aos sistemas de emulsdes convencionais (GOSH;
MUKHERJEE; CHANDRASEKARAN, 2013).

O menor tamanho das goticulas nanométricas previne o sistema dos
fendbmenos de floculagcdo e coalescéncia, além de torna-los visualmente
transparentes e com baixa viscosidade (SADURNI et al., 2005). Esses sistemas
apresentam uma série de vantagens, como reducao dos efeitos colaterais e aumento
da penetragdo na pele, além da capacidade de estabilizar alguns ativos, quando
comparados as formulagdes convencionais (SCHWARZ; WEISSPAPIR; FRIEDMAN,
1995; OLIVEIRA et al., 2011). Estas caracteristicas promovem as NEs um uso em
aplicagbes variadas (SADURNI et al., 2005; DIAS et al., 2014). De maneira geral, a
nanotecnologia aplicada possibilita a incorporagdo de um 6leo de carater untuoso
em uma formulagao hidrofilica mais aceitavel (DIAS et al., 2014).

Uma caracteristica importante da pele como 6rgao € que ela funciona como
uma potente barreira ao meio externo, gragas ao estrato corneo. A difusdo através
do ambiente lipidico desta camada tem sido relatada como a principal via de
penetracdo para aplicagéo topica de substancias (LADEMANN et al., 2005; KNORR
et al., 2009). Contudo, ha evidéncias de que o foliculo piloso pode atuar como uma
rota e depdsito, aumentando, assim, a penetragdo e a absorcdao de produtos
aplicados topicamente (LEONARDI; CAMPOS, 1998; CAMPOS; GILLIAN, 1998;
OTBERG et al., 2004; BLUME-PEYTAVI et al., 2010; MEIDAN, 2010).

Os oOleos vegetais apresentam como caracteristica baixo peso molecular e
viscosidade, sdo menos oclusivos que os 6leos minerais, apresentam boa

penetracdo cutanea, boa compatibilidade com a pele, fonte de acidos graxos
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essenciais e vitaminas (CORTE, 2006). Em virtude destas caracteristicas os 6leos
vegetais tornam-se bons candidatos a utilizagdo em preparagdes cosméticas e
dermofarmacéuticas, podendo agir inclusive como promotor de permeagéo
(STORPIRTIS; GONCALVES; CHIANN, 2009).

Apesar da pele possuir um sistema antioxidante endégeno complexo que atua
na protecdo contra danos oxidativos, a exposicao excessiva a RUV leva a
sobrecarga destes mecanismos antioxidantes, sendo considerada um dos principais
fatores que levam ao envelhecimento cutaneo e ao aparecimento do cancer de pele
(NICHOLS; KATIYAR, 2010; YOUNG; CLAVEAU; ROSSI, 2017). Além da utilizagao
de filtros solares, o uso de formulacbes tdpicas antioxidantes pode auxiliar na
protecdo contra a radiacdo solar e minimizar os efeitos deletérios da RUV
(FONSECA et al., 2011). Os antioxidantes exdgenos atuam inibindo a produgao de
radicais livres, interrompendo reagdes de auto-oxidagao, protegendo e regulando as
defesas antioxidantes celulares, neutralizando ions pré-oxidantes metalicos e/ou
inibindo enzimas proé-oxidativas, podendo assim neutralizar o estresse oxidativo
(SOTO; FALQUE; DOMINGUEZ, 2015).

Os acidos graxos sao os principais componentes das membranas celulares. A
fluidez da membrana é altamente influenciada pela presenga de acidos graxos
Omega 3 ou 6mega 6, fato que pode afetar significativamente as funcdes celulares,
uma vez que afeta a permeabilidade e secundariamente, o transporte de proteinas
(FUKUI et al. 2013).

A Linum usitatissimum L. (linhaga) € o alimento de origem vegetal mais rico
em acidos graxos 6mega 3, apresentando também quantidades elevadas de fibras,
proteinas e compostos fenolicos (NOVELLO; POLLONIO, 2012). A presencga destas
substancias no 6leo extraido da linhaga confere algumas atividades farmacoldgicas
como potencial anti-inflamatério e redugcdo de tumores (FRANKEL, 1993;
ANDRADE; RIBEIRO; CARMO, 2006; LU et al, 2020; KOUAME, et al., 2021).

O OL, além de elevada quantidade de émega 3, possui dGmega 6, como
também, acidos graxos monoinsaturados (palmitoléico, oléico, gadoléico, eruico e
nervénico) e saturados (caprico, laurico, miristico, palmitico, estearico, behénico)
(EPAMINONDAS, 2009). A partir dos acidos graxos ha formacéo intracelular de
mediadores anti-inflamatérios (6mega-3) ou pro-inflamatérios (6mega-6). Nesse

sentido, o papel dos acidos graxos 6mega-3 como possivel fungao anti-inflamatéria
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vem sendo investigado trazendo resultados significativos para a saude (MELLO;
PINHEIRO, 2012).

Um outro produto natural que tem sido estudado por apresentar fungdes
farmacolégicas promissoras é o café. Entre as espécies de café mais
comercializadas no mundo, o Coffea canephora (C. canephora) € a principal matéria-
prima da industria de café soluvel. Comparativamente ao Coffea arabica (C.
arabica), destaca-se em fungdo do maior teor de solidos e menor preco, e pelo maior
teor de cafeina e ACGs (VIGNOLI et al., 2014; AFONSO et al., 2016). Estudos
realizados com graos de café verde demonstraram a presenga de substancias
bioativas tais como antocianinas, acidos fendlicos, flavonoides, carotenoides sendo
a acao antioxidante a mais prevalente (SANTOS et al., 2007; VIEIRA, 2015;
STELMACH; POHL; MADEJA, 2015).

Levando em consideragdo os aspectos mencionados, a proposta deste
trabalho consiste em desenvolver e caracterizar uma NE contendo ECV, rico em
compostos polifendlicos, utilizando o OL como fase oleosa, com vistas a aplicagao
cutdnea contra danos oxidativos. A utilizagcdo de ambos, ECV e OL, permitiu
combinar em uma unica formulagdo os efeitos benéficos destes compostos na
fotoquimioprotecdo. Em adigdo, as NEs ja se mostraram sistemas eficientes para
veiculagao de extratos vegetais para uso topico (MAHDI et al.,2011; RIBEIRO et al.,
2015, AFORNALI; LORENCINI, 2016; RAMBARAN, 2022; WILSON et al., 2022).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Emulsodes

As formulagdes dermatolégicas tém como principal desafio a penetragdo e
liberacao de seus insumos ativos na pele de forma eficaz para a realizagdo do efeito
desejado. As principais preparagbes de uso dermatolégico sdo os sistemas
emulsionados, devido as vantagens que oferecem sob o ponto de vista farmacéutico
(SMITH; MALBACH; SURBER, 2000; AFORNALI; LORENCINI, 2016). Um dos
veiculos de grande utilizacdo para farmacos e ativos cosméticos sao as emulsdes
fluidas e semissoélidas (MARUNO; ROCHA-FILHO, 2010; SELBACH, 2017).
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Emulsdes sao sistemas heterogéneos, consistindo em pelo menos um liquido
imiscivel, intimamente disperso em outro na forma de glébulos (BECHER, 2001;
FERNANDEZ et al., 2004). Ndo se formam espontaneamente e suas propriedades
dependem de condi¢des termodinamicas, modo de preparo, caracteristicas de cada
componente e da ordem de adicdo dos mesmos (SELBACH, 2017; ZHANG,;
McCLEMENTS, 2018). Sdo compostas basicamente de trés componentes: agua,
oleo e tensoativo, cujas propriedades fisico-quimicas influenciam significativamente
no comportamento do sistema (SAJJADI; ZERFA; BROOKS, 2003). A estrutura das
emulsdes consiste em goticulas de fase dispersa (ou interna) envolvidas por uma
fase continua (fase externa). Podem ser classificadas como agua em oleo (A/O),
quando goticulas da fase aquosa estdo dispersas em uma fase oleosa; ou 6leo em
agua (O/A), quando as goticulas da fase oleosa estdo dispersas na fase continua
aquosa (RIBEIRO et al., 2015; WILSON, et al., 2022) (Figura 1).

A emulsdes do tipo O/A apresentam aspecto sensorial mais leve, conferindo
toque seco (menos oleoso) e proporcionando menos oclusividade a pele, isso se
deve ao fato de o meio dispersante ser aquoso. E o tipo de emulsdo mais
empregada devido a vantagem de formar um filme superficial na pele quando a agua
da formulagdo evapora. Ja as emulsées A/O possuem efeito oclusivo, sendo mais
utilizadas para limpeza da pele por meio de sujidades oleosas, ja que as mesmas
sdo soluveis em oOleo e podem entdo serem removidas (COUTINHO; SANTOS,
2014).

Figura 1 - Representagao esquematica dos gldbulos de emulsées O/A e A/O.
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Fonte: Forgiarini et al. (2001).
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A adicao de agentes emulsionantes, também chamados de emulsificantes ou
tensoativos, possuem papel fundamental na composicdo de uma emulsao.
Apresentam como funcdo a redugdo da tensdo interfacial, além de evitar a
coalescéncia das goticulas no sistema (BROOKS; RICHMOND; ZERFA, 1998;
COUTINHO; SANTOS, 2014). Isso ocorre uma vez que sdo capazes de formar um
filme interfacial com propriedades estéricas e eletrostaticas em torno dos glébulos da
fase interna, reduzindo assim, a tensdo entre os liquidos. Este componente é
utilizado com o intuito de promover a manutengdo da estabilidade do sistema
durante seu prazo de validade (JEONG; OH; KIM, 2001; CAPEK, 2004; MARUNO;
ROCHA-FILHO, 2010). Os emulsionantes sao divididos em quatro tipos: anibnicos,
que formam ions carregados negativamente durante a emulsificagdo; catidnicos, que
dissociam-se dando origem a ions positivos, responsaveis por suas propriedades
emulsionantes; nao ibnicos, que apresentam um balanco entre as porgdes
hidrofdbicas e hidrofilicas da molécula; e anféteros, que apresentam grupamentos
carregados positiva e negativamente, dependendo do pH do meio em que se
encontram (MANIASSO, 2001). Podem ser utilizados separadamente ou
combinados, aumentando a capacidade de promover estabilidade de acordo com a
necessidade do sistema (KIM et al., 2019).

A escolha de um tensoativo ou sistema de tensoativos que resultem em
emulsdes estaveis, considerando-se o 6leo ou mistura de 6leos a serem utilizados,
foi descrita por William Griffin (1949). No seu trabalho pioneiro, apresentado no
Journal of the Society of Cosmetic Chemists, Griffin define que emulsificantes
apresentam, em suas moléculas, grupos hidrofilicos e lipofilicos e que o equilibrio do
tamanho e da forga desses grupos € chamado EHL — Equilibrio Hidrofilo Lipdéfilo. O
autor apresenta, ainda, relagdo de valores de EHL requerido (EHLreq) para alguns
oleos e determina que, para uma mistura de tensoativos, o valor de EHL da mistura
€ obtido pela adigao dos valores de EHL dos tensoativos individuais, multiplicada
pela proporcdo de cada tensoativo utilizado (ORAFIDIYA; OLADIMEJI, 2002;
PASQUALI; TAUROZZI; BREGNI, 2008; PASQUALI; SACCO; BREGNI, 2009).

O valor de EHLreq € 0 valor que representa o tensoativo, ou mistura de
tensoativos, capaz de produzir a melhor emulsdao com o 6leo, ou mistura de Oleos,
ou seja, uma emulsdo sem sinais de instabilidade como floculagdo ou coalescéncia
(ORAFIDIYA; OLADIMEJI, 2002; MORAIS et al., 2008).
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E possivel encontrar na literatura valores de EHLreq para alguns dos 6leos
mais utilizados, o que facilita a escolha do sistema tensoativo a ser usado no
preparo de emulsdes A/O ou O/A (PRISTA; ALVES; MORGADO, 1992; ZANIN et al.,
2002). No entanto, para 6leos ou misturas de 6leos que nao foram determinados na
literatura, & possivel determinar empiricamente os valores de EHL por meio da
preparacdo seriada de emulsdes com diferentes concentragcbes de mistura de
tensoativos, que representam diferentes valores de EHL. A estabilidade das
emulsdes deve ser verificada e a emulsado (ou emulsdes) mais estaveis representa o
valor de EHLreq para o d6leo utilizado (SCHMIDTS et al., 2010).

2.2 Nanotecnologia e Nanoemulsdes

O mercado global vem passando por periodos de grandes competicbes
cientificas e tecnoldgicas principalmente apés o reconhecimento da nanociéncia e
nanotecnologia como tendéncia chave do século XXI (BARIL et al., 2012).
Sobretudo, o mercado de nanotecnologia foi estimado em cerca de US$ 131 bilhdes
em 2026, crescendo em cerca de US$ 58 bilhdes em 2020 (AL-SAKKAF; ONAIZI,
2022).

O crescente interesse nas aplicacoes farmacéuticas e cosméticas da
nanotecnologia levou ao desenvolvimento de NEs, que ganharam destaque por se
tornarem uma alternativa relevante para administragcao e transporte de farmacos até
o0 seu sitio ativo. Além da sua capacidade de proteger seu conteudo quanto a
degradagao quimica ou enzimatica, de controlar a liberagdo de farmacos e prolongar
o tempo de residéncia dos ativos cosméticos ou farmacos no estrato cérneo
(BOULAIZ et al., 2011; FIGUEIRAS; COIMBRA; VEIGA, 2014; CAMBRUSSI et al.,
2018).

As NEs séao sistemas coloidais, cineticamente estaveis, caracterizadas por
apresentarem tamanho de glébulos na escala nanométrica, geralmente na faixa de
20 e 200 nm (BORRIN et al., 2016; ACEVEDO-FANI; SOLIVA-FORTUNY; MARTIN-
BELLOSO, 2017; CHORADIYA; PATIL, 2021; MALODE et al., 2022; SAMPAIO et
al., 2022). Essa caracteristica torna-se interessante para aplicagcdo em produtos
cosméticos de cuidado da pele e produtos para a saude, devido as diversas
vantagens que elas proporcionam, como (TADROS et al., 2004; BOUCHEMAL et al.,
2004; IZQUIERDO et al., 2005; PEREIRA et al., 2016; SAMPAIO et al., 2022):
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¢ tamanho muito pequeno das particulas, associada ao movimento
browniano, diminui a forca da gravidade sob essas moléculas,
evitando processo de instabilidade, como sedimentagédo e
cremeacao (TADROS et al., 2004; BOUCHEMAL et al., 2004);

e utilizam baixa concentracdo de tensoativos, diminuindo a
ocorréncia de irritacdo da pele (TADROS et al., 2004;
BOUCHEMAL et al., 2004; IZQUIERDO et al., 2005; PEREIRA et
al., 2016; SAMPAIO et al., 2022);

e garante uma aplicagdo topica mais uniforme sobre a pele, devido
ao pequeno tamanho dos glébulos (TADROS et al.,, 2004;
BOUCHEMAL et al., 2004);

e 0 pequeno tamanho dos glébulos favorece a penetracéo dos ativos
através de rugosidades da superficie da pele (TADROS et al.,
2004);

e a fluidez natural do sistema confere as NEs caracteristicas
sensoriais e estéticas unicas, podem apresentar aparéncia
translucida e ser aplicada em forma de spray (TADROS et al.,
2004; PEREIRA et al., 2016);

e podem ser empregadas como nanocarreadores de ativos lipofilicos
(PEREIRA et al., 2016; SAMPAIO et al., 2022).

Os métodos de obtencao das NEs podem ser de alta ou baixa energia. Nos
métodos de alta energia utilizam equipamentos capazes de produzir uma forga
mecanica intensa que supere a forga interfacial entre dois liquidos imisciveis e
promover a formagao de glébulos em escala nanométrica. Quando a energia supera
a tensdo interfacial, os glébulos sao fragmentados em glébulos menores,
aumentando a quantidade de glébulos por volume. Os métodos de alta energia
consiste em utilizar equipamentos, como homogeneizadores de alta pressao,
microfluidizadores ou ultrassom (SOLANS; SOLE, 2012; YUKUYAMA et al., 2016;
CHUESIANG et al., 2018; SAMPAIO, et al. 2022).

Ja nos métodos de baixa energia, a formagédo da NE depende menos da

energia fornecida e mais das propriedades dos tensoativos utilizados e da
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composi¢ao da formulagdo. As NEs sao preparadas utilizando-se velocidades baixas
de agitacdo, em comparacao aos métodos de alta energia. Os métodos de baixa
energia incluem a emulsificacdo espontanea e o método de inversdo de fases
(Emulsion Phase Inversion — EPI), que por sua vez se divide em inversdo de fase
por alteracdo de composigao (Phase Inversion Composition — PIC) e a inversao de
fase por variagado de temperatura (Phase Inversion Temperature — PIT) (SOLANS;
SOLE, 2012; YUKUYAMA et al., 2016). Estes processos apresentam diversas
vantagens devido a utilizagdo de equipamentos simples, baixo custo operacional e
menor gasto de energia, sendo mais eficientes em termos energéticos. Além disso,
como esses métodos nado utilizam alta energia, evita-se a degradacédo de agentes
ativos termolabeis durante o processo de encapsulamento (SAMPAIO et al., 2022).

O mecanismo de formagdo de globulos das emulsdes baseia-se na
propriedade dos tensoativos de formar um filme na interface entre a agua e o dleo
que se organiza como uma esfera tendo a parte hidrofilica voltada para a fase
externa e a parte hidrofébica voltada para a fase interna, em emulsdes do tipo O/A, e
o inverso ocorre para emulsdes do tipo A/O. Essa esfera tem uma curvatura que é
determinada pela natureza e pelo tamanho da molécula do(s) tensoativo(s)
utilizado(s). Na concentracdo onde n&o ha excesso de nenhuma das fases (aquosa
ou oleosa), o tensoativo forma estruturas que se apresentam como um filme de
surfactante de curvatura zero, que podem ser microemulsdes bicontinuas ou cristais
liquidos lamelares. Essas estruturas permitem a coexisténcia das fases aquosas e
oleosas ao longo do filme interfacial formado pelo tensoativo (SOLANS; SOLE, 2012;
YUKUYAMA, et al., 2016).

O meétodo PIC, para o preparo de um NE O/A, consiste na sucessiva adigao
da agua a mistura de 6leo e tensoativos, causando inicialmente a formagédo de
goticulas de agua na fase oleosa. A afinidade do tensoativo pela fase oleosa
aumenta até a formagao de uma microemulséo estavel (A/O) ou de cristal liquido em
fase lamelar. Com o progressivo aumento do volume de agua, a curvatura do
tensoativo se inverte, formando a NE. A partir desse ponto, o0 aumento do volume de
agua nao altera o tamanho dos glébulos (FERNANDEZ et al., 2004; YUKUYAMA et
al., 2016).

O método PIT é baseado no uso de um tensoativo nao idnico polietoxilado,
que tem como caracteristica a mudanga de afinidade a agua ou ao 6leo, em fungao

da temperatura, fixando-se o valor de EHL do sistema, de acordo com o dleo
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utilizado. Assim, em razdo da hidratagdo da terminagao polar do tensoativo, que se
torna maior que a terminagao apolar, a curvatura espontanea do tensoativo favorece
a formacéo de emulsdes O/A. Com o aumento da temperatura e a desidratacao da
terminacdo polar, a terminagcdo apolar torna-se mais volumosa, favorecendo a
formagdo de emulsbées A/O. Na temperatura intermediaria o tensoativo exibe
afinidade similar a agua e ao 6leo, ocorrendo a formagdo de uma microemulsao
estavel (A/O) ou a formacgao de cristal liquido em fase lamelar. Com o resfriamento
rapido da emulsdo a curvatura do tensoativo se inverte, os globulos da
microemulsdo sdo rompidos e o tensoativo se organiza em glébulos menores,
formando a NE. E importante que a mudanca da temperatura seja rapida para
garantir a formacdo da NE, pois se o aquecimento ou resfriamento ndo forem
suficientemente rapidos, ocorre coalescéncia e a formacdo de emulsdes
polidispersas (SOLANS; SOLE, 2012; YUKUYAMA et al., 2016).

As NEs sao sistemas termodinamicamente instaveis, portanto estao sujeitos a
processos de instabilidade dependendo das condi¢gdes termodinamicas submetidas,
como composicao, temperatura e pressao (CHIESA et al., 2008; WANG et al., 2008).
O fendmeno de Ostwald ripening € o principal processo de instabilidade das NEs,
trata-se da migragdo do conteudo lipofilico de glébulos menores para maiores
através da fase externa hidrofilica da emulsdo, gerando o “crescimento das
goticulas”. Este fendmeno é resultante da diferengca no potencial quimico originado
da variagcdo dos raios de curvatura dos glébulos (TAYLOR, 2003; TADROS et al.,
2004; FRANZOL; REZENDE, 2015). Além disso, outros processos de instabilidade
podem ocorrer, sendo os mais comuns (Figura 2):

e Cremeacdo ou sedimentacao: fenbmenos causados pela acédo da
gravidade, onde os glébulos tendem a separar-se da fase externa e
emergirem (cremeagao), quando sua densidade € menor que da
fase externa, ou submergirem (sedimentacdo), quando sua
densidade é maior que da fase externa, causando a formacéo de
duas porgoes distintas, com proporgdes diferentes de fase interna e
externa (CORREA; KUREBAYASHI; ISAAC, 2012; FRANZOL;
REZENDE, 2015);
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e Floculacdo: a acdo das forcas de Van der Waals, causa uma
agregacao dos glébulos, com manutengcao do filme interfacial e
integridade individual dos glébulos (CORREA; KUREBAYASHI;
ISAAC, 2012; FRANZOL; REZENDE, 2015);

e Coalescéncia: processo no qual os globulos se unem, com a
ruptura do filme interfacial, fundindo-se para formar glébulos
maiores, levando a separagdo de fases (CORREA;
KUREBAYASHI; ISAAC, 2012; FRANZOL; REZENDE, 2015).

Figura 2 - Representagao dos fenbmenos de instabilidade fisica de emulsdes.
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Fonte: Agostinho et al. (2017).

2.3 Oleo de Linhaca

Considerando que NEs sdo compostas por uma fase oleosa, o emprego de
Oleos vegetais em formulagdes de uso tépico torna-se de grande interesse, uma vez
que Oleos vegetais sdo conhecidos pelos efeitos benéficos a saude. O seu uso
topico permite ao corpo absorver alguns dos acidos graxos essenciais necessarios
para uma atividade celular saudavel. Ele ainda pode amaciar e cicatrizar abrasées

da pele, diminuir eritema e edema de lesGes cutédneas, e promover a saude e a
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hidratacdo da pele, potencializando o efeito do produto (ARTECHE-GARCIA, 1994;
LORENCINI et al., 2014).

A linhaga € uma semente oleaginosa, proveniente da planta do linho (Linum
usitatissimum L.), sendo pertencente & familia das Linaceas originaria da Asia
(KAITHWAS; MAJUMDAR, 2013). Seu Oleo é rico em acidos graxos poli-
insaturados, sobretudo o acido a-linolénico (mega-3) e acido linoleico (dmega-6). A
presenca desses constituintes torna a linhaga um alimento funcional, uma vez que
promovem efeitos benéficos a saude (VAISEY-GENSER; MORRIS, 2003).

O OL é considerado a maior fonte de 6mega-3 presente na natureza
(RIEDIGER et al., 2008). Ele contém cerca de 53% de acido a-linolénico (18:3 n-3) e
13% de acido linoleico (18:2 n-6) (TZANG et al., 2009), sdo chamados de acidos
graxos essenciais ja que nao podem ser sintetizados pelo organismo humano e sao
indispensaveis para o funcionamento e crescimento normal de todos os tecidos,
além de conferir ao oleo potencial atividade anti-inflamatéria (RIGON et al., 2017).
Em adicdo, contém aminoacidos essenciais (destacando-se metionina e cisteina),
lignanas, fibras alimentares soluveis e insoluveis, goma, acidos fendlicos,
flavonoides, acido fitico, vitaminas (B1, Bz, C, E, caroteno) e minerais (ferro, zinco,
potassio, magnésio, fosforo, calcio), os quais também sio responsaveis por
promover beneficios a saude, reforcando as propriedades funcionais da linhaga
(MARQUES et al., 2011; KIDALCI et al., 2021).

O acido a-linolénico € o principal acido graxo da familia do émega-3 e o acido
linoleico é o principal acido graxo da familia 6mega-6. O principal metabolismo do
acido a-linolénico € sua conversao para longas cadeias de acidos graxos 6mega-3,
como o acido eicosapentaenoico e docosahexaendico; e o principal metabolismo do
acido linoleico é a formacgao de acido araquidénico (VAISEY-GENSER; MORRIS,
2003).

O OL esta presente no Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira na
forma de linimento Oleo calcario, cuja indicagdo de uso é para os casos de
dermatoses pruriginosas e queimaduras (BRASIL, 2012) e segundo a Medicina
Tradicional Chinesa e a Medicina “Ayurveda”, este 6leo possui indicagbes para o
tratamento de feridas e como hidratante, antioxidante dérmico, entre outros (DATTA;
MITRA; PATWARDHAN, 2011). As atribuicbes farmacoldgicas do OL sao inferidas
aos acidos graxos mono e poli-insaturados nele presente, os quais atuam como

poderoso mediador pro-inflamatorio estimulando a producdo de fatores de
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crescimento, a fibroplasia e a neovascularizacdo, e como anti-inflamatério
(MARQUES et al., 2004; HATANAKA; CURI, 2007).

O dleo extraido da semente de linhaca, € obtido por compressao a frio, sendo
realizado desta forma para que os componentes sejam mantidos estaveis, uma vez
que o Oleo €& extremamente sensivel as altas temperaturas, ja que possui
insaturagdes nas cadeias carbOnicas de seus acidos graxos torna-o altamente
sensivel aos processos oxidativos (CHOO; BIRCH; DUFOUR, 2007; OTRANTO;
NASCIMENTO; MONTE-ALTO-COSTA, 2010). Além disso, a prensagem a frio € um
método rapido, facil e de baixo custo, nos Oleos retém elevados niveis de
fitoquimicos bioativos, especialmente antioxidantes, podendo agregar maior valor
nutricional aos alimentos processados (ANANTH et al., 2019).

Apesar de conferirem beneficios a saude, estes mesmos acidos graxos poli-
insaturados tornam o OL instavel susceptivel a degradacao lipidica, gerando
compostos indesejaveis. Dessa forma, o efeito protetor da encapsulagdo do OL ja
vem sendo estudo por varios autores. Rigon et al. (2017) desenvolveram e
caracterizaram sistemas nanoestruturados contendo OL. Foram preparadas
nanocapsulas e NEs, variando a concentracao de 6leo e polimeros. As formulagdes
desenvolvidas, foram consideradas adequadas para o encapsulamento do OL,
sendo carreadores promissores para outras substancias ativas, protegendo o dleo.
Em estudo realizado por Baboota et al. (2012), foi preparada e caracterizada uma
formulacdo de microemulsdo com OL, no qual foi convertida em hidrogel e analisada
quanto a penetracdo do OL na pele para possivel tratamento de psoriase. Carneiro
et al. (2013), analisaram o potencial da combinagao da maltodextrina com diferentes
materiais de parede na microencapsulagcdo do OL por spray dryer, a fim de

maximizar a eficiéncia do encapsulamento e minimizar a oxidagao lipidica.

24 A Pele

O desevolvimento da industria cosmética e farmacéutica baseia-se no
conhecimento das fungdes e estrutura da pele (ALVES, 2015). A pele é o maior
orgao do corpo humano, compreendendo cerca de 16% da massa corporal, e esta
constantemente exposta a condicdes ambientais. Apresenta estrutura complexa
composta por diversos tecidos e tipos celulares, exercendo fungdes multiplas, como

termorregulagao, vigilancia imunoldgica, sensibilidade e protegdo contra agressdes
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exdgenas, como microorganismos patogenos, substancias quimicas e RUV (AFAQ;
ADHAMI; MUKHTAR, 2005; FONSECA et al., 2010; KHAVKIN; ELLIS, 2011).

A pele é composta basicamente por trés camadas: epiderme, derme e
hipoderme (Figura 3). A epiderme é a camada mais externa, constituida por um
epitélio escamoso estratificado que sofre constante renovacdo. As camadas que
compbe a epiderme sao: estrato basal ou germinativo, estrato espinhoso, estrato
granuloso e estrato coneo. As principais células presentes na epiderme sao os
queratindcitos que representam aproximadamente 95% da sua composicao
(FONSECA et al., 2010; KHAVKIN; ELLIS, 2011). Ademais, outros tipos celulares
podem ser encontradas na epiderme como os melandcitos, células de Langerhans e
de Merkel, que desempenham fungbes importantes (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013; DAMIANI; ULLRICH, 2016).

Os queratindcitos criam uma barreira fisica de protecao da pele, além de
acumularem pigmentos de melanina, sintetizada pelos melandcitos, que séo eficazes
no bloqueio da penetracdo da RUV na pele. A melanina também atua na
homeostase epidérmica, eliminagdo de radicais livres e até mesmo uma possivel
atividade antimicrobiana (D’ORAZIO et al., 2013). Por fim, as células de Langerhans
possuem como fungédo a captagdo e processamento de antigenos e as células de
Merkel s&o sensoriais, atuando como mecanorreceptores (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013; DAMIANI; ULLRICH, 2016).

A derme, por sua vez, fica localizada abaixo da epiderme oferecendo suporte
mecanico, nutricdo e oxigenacdo a mesma. E composta por tecido conjuntivo
contendo colageno, vasos sanguineos e linfaticos, e terminagdes nervosas, além de
anexos provenientes da epiderme como os foliculos pilosos e as glandulas
sudoriparas e sebaceas. Células como fibroblastos estao presentes na derme e séo
responsaveis pela sintese de componentes da matriz extracelular como o colageno,
e que juntamente com os mastdcitos e queratinécitos epidérmicos, exercem fungao
imunologica (FRIEDMANN et al., 1993; GELSE; POSCHL; AIGNER, 2003; HEATH;
CARBONE, 2013; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Por fim, a hipoderme, camada mais profunda da pele, € composta de células
adipocitas, sendo responsavel pelo isolamento e protegdo do corpo contra lesées
mecénicas, como também de reserva energética (KHAVKIN; ELLIS, 2011).

Diante disso, sabe-se que a pele é um 6rgao altamente metabdlico e

complexo, funcionando como uma interface entre o meio externo € o nosso
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organismo, sendo frenquentemente exposta a fatores que ameagam a sua
integridade e funcado (ANANTHASWAMY; PIERCEALL, 1990).

Figura 3 - Representagdo esquematica da pele e seus elementos.
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Fonte: Martini; Timmons; Tallistch (2009).

Ao longo dos anos, a mudancga no estilo de vida da populagédo, 0 aumento da
expectativa de vida e o esgotamento da camada de 0z6nio acarretaram no aumento
significativo da quantidade de RUV e, consequentemente, uma ampliagdo no
numero de casos de doencas relacionadas a pele. Por isso, existe a necessidade de
compreender os mecanismos de doengas induzidas pela RUV e buscar novas
alternativas terapéuticas que revertam/previnam os danos cutaneos causados nesse
processo (BOWDEN, 2004; AFAQ; ADHAMI; MUKHTAR, 2005).

Em adigdo, para os autores Amiralian e Fernandes (2018), hidratagcédo

adequada e a protegcdo contra agressdes do ambiente, principalmente causados
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pelos raios UV, sdo pontos criticos para a manutencdo de uma pele saudavel. A
biodiversidade apresenta-se como imensuravel fonte de matéria prima e os 6leos
vegetais sdo um grande exemplo, por apresentarem compatibilidade, conferir

emoliéncia e oclusividade a pele.

2.5 Radiagao Ultravioleta e suas Consequéncias na Pele

A RUV ¢é responsavel por 90% das modificagées que ocorrem na pele, sendo
considerada o principal fator de risco (HIRATA; SATO; SANTOS, 2004). Sua
exposi¢ao aguda ao raios UV acarreta em uma série de efeitos adversos, como
edema, queimaduras solares, eritema, inflamacao e imunossupressao, além disso, a
exposicao crénica pode levar ao envelhecimento precoce e ao desenvolvimento do
cancer de pele (AFAQ; ADHAMI; MUKHTAR, 2005; FONSECA et al., 2010;
MARTINEZ et al., 2015; TEWARI et al., 2013).

A luz solar é composta por trés espectros eletromagnéticos, entre elas a RUV,
que em baixas quantidades, pode agir positivamente pela sintese de vitamina D e
liberacdo de endorfina (JUZENIENE; MOAN, 2012). No entanto, a exposigéao
excessiva a RUV pode desencadear efeitos deletérios provenientes da intensa
reacao inflamatéria e do aumento de radicais livres (CASAGRANDE et al., 2006;
MARTINEZ, et al., 2018; SAITO et al., 2018).

A RUV abrange trés faixas, de acordo com seu comprimento de onda. A
primeira regido € a UVC (280-100 nm), sendo a mais energética e prejudicial,
contudo seu efeito € bloqueado pela camada de ozénio da Terra. As outras faixas
correspondem a UVB (315-280 nm) e UVA (400-315 nm), que conseguem
atravessar a atmosfera e sdo responsaveis por causar disturbios na pele, incluindo o
cancer de pele (AFAQ; ADHAMI; MUKHTAR, 2005; D’ORAZIO et al.,, 2013;
SCHUCH et al., 2017) (Figura 4).
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Figura 4 - Espectro da radiagao ultravioleta.
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Fonte: D’Orazio et al. (2013). (Adaptado)

Ao entrar em contato com a pele, a RUV é absorvida por estruturas chamadas
de cromdforos, que convertem essa energia eletromagnética em energia quimica.
Os cromoforos sao estruturas com dupla ou tripla ligagdes entre carbonos e sao
considerados a primeira linha de defesa contra a RUV, sao eles: DNA, melanina,
acido uranico, RNA, proteinas, entre outros. Esses cromoforos atingem um estado
de maior energia (excitado) e quando voltam para seu estado de origem, liberam
energia e é nessa fase que pode ocorrer mudangas quimicas em suas estruturas,
reagindo com outras moléculas e gerando espécies reativas de oxigénio (EROs)
(MADDODI; JAYANTHY; SETALURI, 2012; GIBBS; NORVAL, 2013; BRAND et al.,
2018).

Apesar da RUV ser predominantemente composto de UVA (90-95%), o
espectro de radiacdo UVA é responsavel somente por cerca de 10% da dose
carcinogénica da luz solar e provoca danos oxidativos em camadas mais profundas,
principalmente na derme (MATSUMURA; ANANTHASWAMY, 2004; AFAQ;
ADHAMI; MUKHTAR, 2005; KAPPES et al., 2006; BREM; GUVEN; KARRAN, 2017).

Ja o espectro da RUVB é considerado o mais prejudicial e lesivo da RUV para
pele humana (AFAQ; ADHAMI; MUKHTAR, 2005; HUPEL; POUPART; AR GALL,
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2011; FIGUEIREDO et al., 2014). A RUVB tem como principal consequéncia os
danos diretos no DNA, além dos danos indiretos ocasionados pela produgao de
EROs e resposta inflamatoria, sendo mais relevante para a fotocarcinogénese (IVAN
et al.,, 2014; MARTINEZ et al., 2018; SAITO et al.,, 2018). Os danos diretos séo
causados, pois ao absorver a RUVB, o DNA, principalmente dos queratindcitos,
pode sofrer mutacdes que, posteriormente, podem acarretar transformacodes
malignas nas células que culminam no tumor de pele. Além disso, a exposi¢ao a
RUV ativa componentes do sistema imunolégico cutaneo, gerando resposta
inflamatdria por diferentes mecanismos, tais como: ativacéo direta de queratinécitos
na epiderme e outras células que liberam mediadores inflamatérios (BOWDEN,
2004; HILDESHEIM; AWWAD; FORNACE, 2004; CADET et al., 2009; MAVERAKIS
et al., 2010; BALOGH et al., 2011).

O céancer de pele é a neoplasia mais frequente no Brasil, correspondendo a
cerca de 30% de todos os tumores malignos registrados no pais. Dentre os tumores
de pele, o tipo ndo-melanoma é o de maior incidéncia no Brasil. O Instituto Nacional
de Cancer (INCA) estima, para cada ano do triénio 2020/2022, cerca de 176.930
novos casos de cancer de pele, sendo 83.770 em homens e 93.160 em mulheres.
Sua ocorréncia se deve principalmente a exposicdo excessiva a RUV, e apesar de
causar baixa mortalidade, a sua alta incidéncia pode justificar o nimero de 6bitos.
Além disso, o cancer de pele ndo melanoma pode apresentar chances elevadas de
cura com o diagnéstico precoce. No entanto, se o tratamento nao ocorrer
adequadamente, as lesbes podem aumentar de tamanho e resultar em mutilagées
bastante expressivas, trazendo um grande impacto psicologico aos pacientes (INCA,
2019).

Frente aos efeitos deletérios da RUV, defesas profilaticas e terapéuticas
incluem o uso de fotoprotetores que podem ser compostos de varios filtros UV. Os
filltros sdo moléculas ou complexos moleculares que absorvem, refletem ou
dispersam a RUV e dentre eles, encontram-se os filtros inorganicos (bloqueadores
fisicos) e os filtros organicos (absorvedores quimicos) (BALOGH et al., 2011), que
sdo testados de acordo com o nivel de protecdo contra queimadura ou eritema
(RUSSO; HALLIDAY, 2006).

Contudo, ha estudos que mencionam a preocupac¢ao de que moléculas de
protetores solares na pele sdo, no minimo, incompletos na fotoprote¢cao contra EROs

e podem até fotogerar estas espécies reativas altamente destrutivas. Também ha
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relatos que existem filtros orgénicos que possam ser responsaveis por efeitos
hormonais, ocasionar absorg¢ao percutanea, dermatite de contato e fotocontato, além
de ja terem sido detectados na urina humana e no leite materno (HU et al., 1995;
HAYDEN; ROBERTS; BENSON, 1997; INBARAJ; BILSKI; CHIGNELL, 2002;
WALTERS; ROBERTS, 2002; HANSON; CLEGG, 2002; HANSON; GRATTON;
BARDEEN, 2006; GONZALEZ et al.; 2006).

2.6 Radicais Livres E Estresse Oxidativo

Os radicais livres sdo definidos como toda espécie que possui um ou mais
elétrons desemparelhados (SUN, 1990). Na natureza o principal componente
gerador de radicais livres € o oxigénio no estado fundamental (O2). As espécies
radicalares geradas a partir do oxigénio sdo denominadas EROs que inclui também
especies que nao possuem elétrons desemparelhados, mas que sao muito reativos
em decorréncia de sua instabilidade, como o perdxido de hidrogénio (RIBEIRO et al.,
2005). Durante a reducdo do oxigénio a agua no processo respiratorio, radicais
intermediarios podem ser formados, como o anion superoéxido (O2™), hidroxila (OH") e
espécies nado radicalares como o peroxido de hidrogénio (H202) (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; RAY; HUANG; TSUJI, 2013; GRZESIK et al., 2018) (Figura 5).

Figura 5 - Representacdo esquematica da reducdo do oxigénio molecular a agua, e

geracao de EROs.
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O H202, apesar de ndo ser um radical livre, pode ser bastante prejudicial, pois
participa da reacdo que sintetiza o radical hidroxila, considerado o mais toxico das
EROs. Este, por sua vez, na presenca de metais pode levar a mutagdo no DNA e
inativacdo de proteinas e lipidios. Ja o O2™ € um radical que é formado na primeira
reducéo do Oz, e sofre agdo da enzima superdxido dismutase, produzindo O2 e H20:2
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A geracgao de EROs é uma condigao fisioldgica associada a vida aerdbica. Em
condicbes de homeostase, a concentracdo das EROs dentro das células é
extremamente baixa, pois 0 organismo apresenta mecanismos enddgenos para
manter a concentracdo destas espécies reativas dentro dos limites fisioldgicos
(RIBEIRO et al., 2005). No entanto, a exposi¢gdo da pele a RUVB leva a uma
produgédo excessiva de EROs (IVAN et al.,, 2014), consequentemente a pele
responde espontaneamente ao aumento destes niveis, porém esta resposta pode
nao ser suficiente para evitar danos celulares (AFAQ; ADHAMI; MUKHTAR, 2005).

No organismo, os principais meios de defesa antioxidantes podem ser
divididos em dois grupos: enzimaticos e nao enzimaticos. No sistema enzimatico
incluem-se as enzimas glutationa peroxidase, superoxido dismutase e a catalase. Ja
no sistema ndo enzimatico podemos citar a glutationa reduzida, o alfa-tocoferol
(vitamina E), o acido ascorbico, o B-caroteno e o acido urico (POLETTA;
SIMONIELLO; MUDRY, 2016).

A diminuicdo dos antioxidantes enddégenos e/ou o aumento da geracéo de
especies oxidantes leva ao estresse oxidativo. Esse desequilibrio entre a geragao e
a remogao dos radicais livres no organismo leva a um estado pro-oxidante que pode
provocar lesdes celulares, inclusive em morte celular (ROVER JR et al., 2001).

Quantidades excessivas de EROs podem ter efeitos deletérios em muitas
moléculas, incluindo proteinas, lipidios, RNA e DNA, uma vez que sio altamente
reativas (LU et al., 2010), além disso o estresse oxidativo € responsavel por uma
variedade de doencas relacionadas a inflamacdo e ao estimulo oxidativo, como
envelhecimento precoce e cancer de pele (IVAN et al., 2014; CAMBRUSSI et al.,
2018).

As enzimas antioxidantes atuam cooperativamente e uma mudanca em
qualquer uma delas pode afetar o estado de equilibrio e conduzir ao estresse
oxidativo (KATIYAR; MEERAN, 2007). A exposicdo a RUVB induz o estresse
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oxidativo pelo excesso de formacao de radicais livres que, consequentemente,
levam a deplecédo de antioxidantes endogenos, como glutationa reduzida e
superoxido dismutase (HALLIWELL, 2009; ZAID et al., 2007).

Assim, uma abordagem para reduzir o estresse oxidativo induzido por RUV e,
em ultima analise, reduzir a ocorréncia de cancer de pele é através da
“fotoquimioprotecao”. Os agentes fotoquimioprotetores sdo capazes de melhorar os
efeitos adversos da RUV na pele, e antioxidantes botanicos sdo promissores
agentes fotoquimioprotetores (AFAQ et al., 2007; NICHOLS; KATIYAR, 2010;
SOUZA et al., 2018). Além disso, muitos paises possuem rica biodiversidade, o que
estimula o uso de extratos vegetais e seus componentes quimicos para fins
terapéuticos propostos (CUELHO et al., 2018).

Nesse contexto, a suplementagao antioxidante exdégena tem sido a alternativa
terapéutica mais explorada na protegéo cutanea contra o estresse oxidativo. O uso
de antioxidantes orais ou topicos podem reforgar a acédo de moléculas enddgenas na
protecao cutanea contra lesées induzidas pelas EROs (GUARATINI; MEDEIROS;
COLEPICOLO, 2007; RAMOS-E-SILVA et al, 2013; LORENCINI et al, 2014).

Diante disso, diversos estudos tém buscado novos insumos ativos e
formulagcbes que sejam capazes de prevenir os efeitos deletérios da RUV, como o
cancer de pele e o envelhecimento precoce (DINKOVA-KOSTOVA et al., 2006;
RAMOS-E-SILVA, 2013; FIGUEIREDO et al., 2014; ALVES et al., 2016; SOUZA et
al.,, 2018; MELO et al., 2021; RAPHAELLI et al., 2021).

2.7 Extrato De Café Verde

O meio cientifico tem demonstrado grande interesse nas propriedades
biolégicas de plantas, uma vez que foram comprovadas como antifungicas,
antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatéria, cardioprotetora, anticancer, entre
outras (WANG et al., 2012; BONIFACIO et al., 2014; KILDACI et al., 2021).

Os vegetais sdo conhecidos por serem fontes de agua, carboidratos,
proteinas, vitaminas, minerais, micronutrientes essenciais, fibras dietéticas e oleos
comestiveis, além de fornecerem também compostos biologicamente ativos
conhecidos como metabdlitos secundarios. Estes metabdlitos sdo reconhecidos

como importantes fontes de uma grande variedade de fitoquimicos que
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proporcionam beneficios a saude e sao utilizados no tratamento de doencgas (KIM;
PARK; LIM, 2010; KRISHNAIAH; SARBATLY; NITHYANANDAM, 2011).

Por isso, ha um crescente interesse na identificacdo de compostos
antioxidantes que sao farmacologicamente ativos e apresentam baixos efeitos
colaterais, para serem usados na medicina preventiva. As plantas sao capazes de
produzir grande quantidade de antioxidantes que previnem o estresse oxidativo
ocasionados pelos radicais livres, eles representam uma fonte em potencial de
novos compostos com atividade antioxidante (REDDY et al. 2012).

Os produtos fitoterapicos tém sido utilizados terapeuticamente ha muito tempo
em todo o mundo, principalmente no tratamento de doencas de pele, devido aos
efeitos colaterais dos medicamentos quimicos existentes (KILDACI et al., 2021).
Com isso, a utilizagao de produtos a base de extratos vegetais esta associada a uma
diminuigdo nos riscos de efeitos patolégicos ao organismo (AROKIYARAJ et al.,
2014). Nesse sentido, a busca por antioxidantes naturais tem motivado muitos
pesquisadores a estudar o café (NICOLI et al., 1997; BREZOVA; SLEBODOVA;
STASKO, 2009; RAMALAKSHMI et al., 2009; PAUR; BALSTAD; BLOMHOFF, 2010;
JEONG et al., 2013; FERK et al.,, 2014), uma matéria-prima de facil acesso e
abundante no Brasil.

Em 2020 o Brasil alcangou recorde de exportacdes de café, com mais de 45,6
milhdes de sacas de 60 Kg exportadas para mais de 115 paises, segundo dados do
Conselho dos Exportadores de Café do Brasil. O pais exporta tanto C. arabica
quanto C. canephora sob as formas de gréos crus, torrados, soluvel e na forma de
extratos ou esséncias. Porém, cerca de 88% do café que é exportado é na forma de
graos crus (GOVERNO DO BRASIL, 2021).

Os produtos do café s&o atrativos por possuirem aroma e sabor agradavel e,
ainda, por apresentarem atividade antioxidante e anticancerigena. A capacidade
antioxidante do café se deve pela presengca de compostos bioativos no produto,
como cafeina e ACGs (AFONSO et al., 2016; VIGNOLI et al., 2016; JUNG et al.,
2017). Entre as espécies de café mais comercializadas no mundo, o C. canephora é
a principal matéria-prima da industria de café soluvel. Comparativamente ao C.
arabica, destaca-se em fungdo do maior teor de sélidos e menor preco, e pelo maior
teor de cafeina e ACGs (VIGNOLI et al., 2014). Diversos estudos realizados com
graos de café verde demonstraram a presencga de substancias bioativas tais como

antocianinas, compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides (LUDWIG et al., 2012;
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COELHO et al., 2014), sendo a agédo antioxidante a mais prevalente (CHO et al.,
2009; GOMEZ-RUIZ; LEAKE; AMES, 2007). Diversos estudos observaram reducéo
progressiva da atividade antioxidante com o aumento do grau de torragdo do café.
Estes resultados podem estar relacionados a perda de compostos fendlicos durante
0 processo de torrefagdo mediante degradacao térmica progressiva (PERRONE et
al., 2010; VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI, 2011; PRIFTIS et al.,, 2015; CORSO;
VIGNOLI; BENASSI, 2016; CHOMA, 2019).

Foi observado que o café verde contém uma grande variedade de compostos
fendlicos a exemplo dos ACGs, acido cafeico, acido ferulico e acido p-cumarico. Os
ACGs e compostos relacionados sdo os principais componentes da fracdo fendlica
dos graos de café verde, alcangando teores de até 14% em peso seco (FARAH;
DONANGELO, 2006), enquanto o conteudo no café torrado pode atingir apenas 7%
da composi¢cédo (TRUGO; MACRAE, 1984a). Assim, produzindo-se um extrato a
partir de café verde, seria possivel obter maior concentracdao de bioativos como
cafeina e ACGs e, consequentemente, maior atividade antioxidante (CORSO;
VIGNOLI; BENASSI, 2016).

Além dos compostos fendlicos, outros metabdlitos de importancia tecnolégica
e biolégica presentes no café sdo a cafeina, alcaloide pertencente ao grupo das
xantinas com atividades farmacoldgicas reconhecidas (MONTEIRO; TRUGO, 2005),
tais como, antimutagénicas, anticancerigenas, antioxidantes e anti-inflamatdrias
(GAWLIK-DZIKI et al.,, 2014). Em adicdo, a cafeina apresenta vantagens
promissoras para a sua aplicagdo em cosméticos devido a sua baixa toxicidade e
por apresentar uma boa permeacao cutdanea (ROSADO et al., 2019).

Estudos tém mostrado os efeitos anticarcinogénicos dos ACGs no intestino
grosso e figado, além de exercer agcao protetora e antioxidante (DAGLIA et al.,
2000), promover alteragdes na circulagdo sanguinea e inibir a oxidagcdo de LDL in
vitro, protegendo assim o organismo contra doencgas cardiovasculares (OLTHOF;
HOLLMAN; KATAN, 2001). A fragdo nao absorvida, no cdlon, inibe a formacéo de
compostos mutagénicos N-nitrosos (nitrosaminas) exercendo assim efeito
anticancerigeno (MORI et al., 2000).

Li et al. (2008) encontraram relagdo entre o 5-ACQ e a protegdo neuronal
contra apoptose por estresse oxidativo induzido pela exposicdo de células PC12,
oriundas da linhagem clonal de feocromocitoma que exibem caracteristicas de

neurénio, ao metilmercurio (MeHg). Os autores atribuiram o efeito neuroprotetor ao
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5-ACQ devido ao seu papel na capacidade desativadora de EROs, decréscimo na
atividade de glutationa peroxidase e no conteudo de glutationa reduzida bem como
pela atenuacio da ativacdo da caspase-3 que desempenha um papel central na fase
de execucgao da apoptose celular.

Estudos epidemioldgicos tém mostrado a correlagéo entre o consumo do café
e os efeitos neuroprotetores e de prevencao de doengas neurodegenerativas como
Parkinson pela capacidade antioxidante desempenhada pelos seus constituintes
(CHU et al., 2011). Em estudo realizado por Daglia et al. (2004), culturas de células
de neuroblastoma humano (IMR 32) foram expostas a solugdes contendo café verde
e todas apresentaram capacidade antioxidante promovendo maior sobrevida das
células em meio oxidante, sendo que as fracbes mais ativas apresentaram uma
dose-resposta linear em relacao a concentragao de 5-ACQ.

Wang et al. (2018) determinaram, tanto in vitro quanto em cultura celular, a
atividade antirradicalar especifica, contra a hidroxila radical, dos componentes
soluveis presentes nos graos de café verde e erva mate e observaram atividade
antioxidante destes extratos, como também dos principais compostos fendlicos e
seus metabdlicos.

Recentemente, um estudo avaliou a atividade anti-inflamatoria topica (edema
de pata induzido por carragenina) de uma pomada preparada com extrato
metandlico de gréos verde de C. robusta via histologia. Os resultados mostraram
que o tratamento com a pomada reduziu o edema de pata em 3 e 5h apos a
administracdo da carragenina. As avaliagbes imuno-histoquimicas deram suporte
adicional a analise morfolégica. Em adic¢ao, verificaram que o extrato demonstrou
possuir elevada capacidade de sequestro de radicais livres pelo ensaio de DPPH, o
que pode ter contribuido para a atividade anti-inflamatéria observada (PERGOLIZZI
et al.,, 2018). Affonso et al. (2016), verificaram que o uso topico de hidrogel com
extrato aquoso de torta residual de graos de café melhorou a cicatrizagdo de feridas
cutédneas em modelo animal.

Um estudo recente foi conduzido com intuito de desenvolver um gel contendo
lipossomas carregados de extrato de grao de café verde para possivel utilizagao
como formulagdo cosmética antioxidante para efeitos antienvelhecimento (DESAI;
MALLYA, 2021).

Portanto, considerando a importancia econédmica do café no Brasil, a atual

preocupacgao dos consumidores com a busca por novas alternativas terapéuticas e
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mediante os dados sobre o potencial terapéutico do café, torna-se interessante o

uso de ECV para o desenvolvimento de um produto com vistas a aplicagao topica

antioxidante.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi obter, caracterizar e avaliar NEs preparadas com

OL como fase oleosa, aditivada de ECV para serem empregadas como alternativa

terapéutica inovadoras para o tratamento topico contra danos oxidativos causado
pela RUVB.

3.1.1 Objetivos Especificos

Caracterizar quimicamente o ECV;

Avaliar a atividade antioxidante do ECV por diferentes métodos in vitro;
Caracterizar o OL quanto os parametros fisico-quimicos e sua estabilidade
oxidativa por Rancimat;

Desenvolver uma NE estavel pelo método de inversdo de fases aditivada
de diferentes concentracdes de ECV;

Caracterizar as NEs quanto analise macroscopica, centrifugagédo, pH,
tamanho e distribuicdo de goticulas, IP, condutividade elétrica e analise
morfolégica por MET;

Realizar o ensaio para conteudo de polifendis totais nas NEs aditivadas de
ECV;

Avaliar a atividade antioxidante in vitro das NEs aditivadas de ECV,
Realizar estudos preliminares de estabilidade das NEs obtidas
(caracteristicas fisico-quimicas e atividade sequestradora do radical
DPPH);

Avaliar o potencial irritante topica aguda das NEs;

Avaliar a atividade antioxidante in vivo das NEs contra danos oxidativos
induzidos por RUVB.
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MATERIAIS E METODOS
4 1 Materiais
4.1.1 Ativo

Extrato de café verde

INCI: Coffea Canephora Seed Extract — Fornecedor: Companhia Iguagu de

Café Soluvel (Cornélio Procépio, Parana, Brasil).

Nome cientifico: Coffea robusta.

Caracteristicas: P6 fino, de coloracdo marrom esverdeado, com odor

caracteristico.

4.1.2 Fase Oleosa
Oleo de Linhaca Dourada
INCI: Linum usitatissimum (Linseed) oil — Marca: Pazze.

Caracteristica: Liquido oleoso, limpido, de coloracdo amarelada, com odor

caracteristico.

15,0.

Descricgo: Oleo vegetal prensado & frio, engarrafado e lacrado.

4.1.3 Fase Aquosa

Agua Milli-Q recém coletada.

4.1.4 Tensoativos
Hidrofilicos:

Monooleato de polioxietileno (20) sorbitano, polissorbato 80 — valor de EHL.:

INCI: Polysorbate 80.

Nome comercial: Tween® 80.

Oleo de Ricino hidrogenado 40 OE — valor de EHL: 13,0.
INCI: PEG-40 Hydrogenated Castor Oil.

Nome comercial: Chremophor® RH 40.



Lipofilico:
Monooleato de sorbitano — valor de EHL: 4,3.
INCI: Sorbitan Monooleate.

Nome comercial: Span® 80.

Olivato de cetearilo, Olivato de sorbitano — valor de EHL: 9,0.
INCI: Cetearyl Olivate, Sorbitan Olivate.

Nome comercial: Olivem® 1000.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo do ECV

O extrato liofilizado de café verde (ECV) foi elaborado e cedido pela
Companhia Iguagu de Café Soluvel (Cornélio Procépio, Parana, Brasil) utilizando
café da espécie C. canephora. O processamento foi realizado em planta piloto
seguindo procedimento convencional de extragado de café soluvel por percolagéo
em colunas, utilizando agua como solvente de extragdo. Neste processo, agua a
180°C foi alimentada no primeiro estagio de percolagao (coluna com o café mais
antigo) e na sequéncia percolando os estagios seguintes, até atingir o café mais
novo. No ultimo estagio, o extrato encontra o café recém carregado, do qual extrai
parte dos solidos soluveis. Durante o processo, os solidos soluveis do extrato
aumentam, mas a temperatura diminui, entdo a ultima coluna contendo café
fresco é extraida a uma temperatura proxima a 100°C, estando o produto sujeito a
danos térmicos minimos. O extrato originado deste processo foi submetido ao
processo de liofilizagdo, e armazenado em recipientes plasticos vedados e

mantido sob refrigeracao.

4.2.2 Caracterizagado Quimica do ECV

4.2.2.1 ldentificacdo e quantificacdo de bioativos por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
O teor de acidos clorogénicos (5-ACQ) e cafeina foi determinado por CLAE

(Ultimate 3000, Thermo Scientific, Germering, Alemanha) conforme metodologia



descrita por Corso, Vignoli e Benassi (2016). O sistema é equipado com um
injetor automatico de amostras e deteccao por arranjo de diodos, acoplado ao
espectrofotbmetro UV-Vis (Libra S22, Biochrom, Cambridge, Inglaterra) e
controlado por software Chromeleon 7.0. Foi empregado coluna Cis Spherisorb
ODS-1 (150 x 4,6 mm, 3 um) e os compostos foram eluidos com solug¢édo de acido
acético 5% (A) e acetonitrila (B) a uma taxa de fluxo de 0,6 mL/min usando o
seguinte gradiente: 0 - 1 min 5% (B); 1 - 6 min 13% (B). A detecgéo foi realizada a
272 nm para cafeina e 320 nm para os ACGs. A identificacéo foi feita com base
nos tempos de retengio e espectro no UV.

A quantificacdo foi realizada por padronizagdo externa, no qual foram
construidas curvas analiticas na faixa de 3,0 a 20,0 yg/mL para cafeina
(R=0,9989, p<0,001) e 0,5 a 30,0 pg/mL para 5-ACQ (R=0,9997, p<0,001), sendo
este utilizado como padrao para quantificagdo do teor de ACGs totais por meio da
soma das areas dos compostos detectados. Os resultados foram expressos em g
de composto por 100 g de ECV em base seca.

Para a analise, o ECV foi diluido em solugdo de acido acético 5% (0,1
mg/mL), e as amostras foram filtradas em membrana de poro 0,22 um (Millipore,
Sao Paulo, Brasil). Os solventes empregados na analise eram de grau
cromatografico, sendo eles: acido acético (Merck, Darmstadt, Alemanha) e
acetonitrila (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA).

4.2.2.2 Determinagao do conteudo de polifendis totais

O conteudo de polifendis totais foi determinado por espectroscopia na
regido do visivel empregando o método colorimétrico de Folin-Ciocalteu e o acido
galico como padrao de referéncia para construgcdo da curva de calibragédo
(KUMAZAWA et. al.,, 2004; GEORGETTI et. al., 2006). A amostra do ECV foi
obtida por meio da diluicdo do extrato em agua purificada na concentragao de
100,0 pg/mL. Para a reacéo, foi utilizado 0,5 mL da amostra do ECV, 0,5 mL do
reagente Folin-Ciocalteu 0,9 N e 0,5 mL de Na2COz 10%. O branco foi preparado
utilizando 0,5 mL de agua purificada, 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu 0,9 N e
0,5 mL de Na2C03 10%. Para eliminar a possibilidade da presenca de
interferentes de cor, foi preparado um controle contendo 0,5 mL da amostra, 0,5
mL do reagente Folin-Ciocalteu 0,9 N e 0,5 mL de agua purificada. Apds 1h de

incubacdo a temperatura ambiente, a absorbancia foi determinada em
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comprimento de onda de 760 nm. As amostras foram analisadas em triplicata e o
conteudo de polifendis foi expresso como g de equivalente de acido galico por

100 g de extrato. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

4.2.2.3 Determinagéao do conteudo de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais presentes no ECV foi determinado pelo método
colorimétrico de complexagao do cloreto de aluminio (AlICI3) conforme descrito por
Georgetti et. al. (2007), sendo a quercetina empregada como padrao de
referéncia para construgdo da curva de calibracdo. Foram adicionados 0,5 mL do
ECV diluido em agua purificada na concentragédo de 4,0 mg/mL a 0,5 mL de
solugdo etandlica 80% (v/v) de AICI3 2%. O branco foi constituido de 0,5 mL de
etanol 80% e 0,5 mL de solugao AICIs 2%. Para eliminar possiveis interferentes de
cor da amostra, foi preparado um controle contendo 0,5 mL de amostra e 0,5 mL
de etanol 80%. Apds 1h de incubagao a temperatura ambiente, a absorbancia foi
determinada em comprimento de onda 420 nm. As amostras foram analisadas em
triplicata e o conteudo de flavonoides totais foi expresso como g de equivalente de

quercetina por 100 g de extrato. Todas as medidas foram realizadas em ftriplicata.

4.2.3 Avaliagao da Atividade Antioxidante do ECV por Diferentes

Métodos in Vitro

4.2.3.1 Determinagado da atividade sequestradora do radical DPPH

A atividade antioxidante do ECV foi avaliada pela doagdo de atomos de
hidrogénio ao radical DPPH por meio da diminui¢do da absorbancia medida em
517nm (GEORGETTI et al., 2006; CASAGRANDE et al., 2007).

O preparo da amostra nesse ensaio consistiu na solubilizacdo do ECV em
agua purificada ou solugdo hidroetandlica 50% (v/v) para alcangar no meio
reacional as concentragbes de 0,625; 1,25; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0 e 40,0 ug/mL.
Assim, para determinar a atividade antioxidante do ECV, aliquotas de 50,0 uL das
amostras foram adicionadas a mistura reacional contendo 1,0 mL de tampao
acetato 0,1 M (pH 5,5), 1,0 mL de etanol absoluto e 0,5 mL de solugao etandlica
de DPPH 250 uM. A diminuigdo da absorbéncia do meio reacional foi medida
ap6s 15 min. de incubacdo a temperatura ambiente. O branco foi preparado

contendo 1,0 mL tampéao acetato 0,1 M (pH 5,5) e 1,5 mL de etanol absoluto. Um
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controle de cor foi realizado contendo 1,0 mL de tamp&o acetato 0,1M (pH 5,5),
1,5 mL de etanol e 50,0 yL das amostras. O controle positivo foi preparado na
auséncia de amostra e ele indica o maximo de elétrons livres do DPPH, o qual é
considerado 100% de radicais livres na solugdo. Apds incubagado a temperatura
ambiente, a absorvancia foi determinada por espectrofotdmetro em comprimento

de onda de 517 nm. O ensaio foi realizado em ftriplicata.

4.2.3.2 Determinagcdo da capacidade doadora de elétrons ao radical
ABTS

Os ensaios utilizando o radical ABTS estdo baseados na habilidade dos
antioxidantes em sequestrar o radical de longa vida ABTS. Neste ensaio o ABTS
€ oxidado pelo radical peroxil ou outros oxidantes para seu radical cation, que é
intensamente colorido. A atividade antioxidante é medida pela capacidade do
composto teste descolorir a solugdo reagindo diretamente com o radical ABTS
(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). O método foi realizado de acordo com Sanchez-
Gonzalez et al. (2005), com algumas modifica¢des. A solugdo ABTS foi preparada
em meio aquoso e o cation ABTS foi obtido apds a reacdo de 7 mM da solugao de
ABTS com 2,45 mM de persulfato de potassio. A mistura foi armazenada em
frasco ambar e em geladeira por no minimo 16h antes do uso. A solugao ABTS foi
diluida com tampéao fosfato 20 mM (pH 7,4) até atingir uma absorbéancia de 0,7 em
730 nm. Para preparar a curva de dose-resposta, uma aliquota de 50,0 uL da
amostra diluida em agua purificada de ECV foi adicionada ao meio reacional
contendo 2,0 mL da solugdo de ABTS diluida, de modo que as concentragdes
finais de ECV no meio reacional em cada tubo fossem: 0,39; 0,78; 1,56; 3,12;
6,25; 12,5 e 25,0 uyg/mL. A mudancga na absorvancia foi medida apdés 6 min. de
incubacéo a temperatura ambiente por espectrofotdmetro em 730 nm. O branco
foi constituido de tampao fosfato 20 mM (pH 7,4). O controle positivo foi
preparado na auséncia da amostra. O controle de cor foi preparado com solucao
de persulfato de potassio diluido em tampao fosfato 20 mM (pH 7,4) e 50,0 pL das
amostras. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.
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4.2.3.3 Determinacédo do poder antioxidante baseado na capacidade de
reducao do ferro (FRAP)

A capacidade redutora do ferro pelo ECV foi determinada pelo ensaio
FRAP, onde avalia a capacidade dos compostos antioxidantes para reduzirem o
complexo férrico (Fe3* - TPTZ) a forma ferrosa (Fe?* - TPTZ), em meio acido (pH
3,6). A capacidade redutora do ECV foi expressa em equivalente do padréo
Trolox, um analogo hidrossoluvel da vitamina E (MARTINEZ et al., 2020).

O reagente de FRAP foi preparado como segue: 2,5 mL de uma solugao de
TPTZ 10 mM em acido cloridrico (HCI) 40 mM foram adicionados a 2,5 mL de
cloreto férrico hexahidratado (FeCls.6H20) 20 mM e 25,0 mL de tampéao acetato
0,3 mM (pH 3,6). Essa solugéo foi incubada a 37 °C por 30 min. antes do uso.

Para a avaliagdo da capacidade antioxidante, 900,0 yL do reagente de
FRAP preparado previamente foram adicionados de 90,0 pyL de agua deionizada e
10,0 pL do padrao de Trolox ou 10,0 uL da amostra diluida de ECV (concentragao
final no meio reacional igual a 100,0 yg/mL). Apds incubagdo das amostras a
37°C por 30 min., a absorvancia foi determinada em 595 nm. O branco foi
constituido de 100,0 uyL de H20 e 900,0 yL do reagente FRAP. Os resultados
foram expressos em uM de equivalente de Trolox por grama de extrato. Todas as
medidas foram feitas em triplicata (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2005; MELO et
al., 2021).

4.2.3.4 Determinacdo da atividade antioxidante por inibicdo da
quimiluminescéncia gerada pelo sistema H202/luminol/HRP (horseradish
peroxidase)

O método se baseia na capacidade do antioxidante em inibir a
quimiluminescéncia emitida pelo luminol em presenga dos radicais livres gerados
pela agdo da peroxidase sobre H202 (MELO et al., 2021). Primeiramente, o ECV foi
diluido em agua para que atingisse no meio reacional as concentragbes de 0,01;
0,04; 0,15; 0,30; 0,60; 1,25; 2,50; 5,0 yg/mL. As amostras de extrato diluido foram
adicionadas a 380,0 yL de tampao fosfato (0,1 M pH 7,4) e 10,0 puL de solugéo de
luminol, de modo a ter-se este no meio reacional na concentragdo de 1,13x104 M.
Na sequéncia, 100,0 yL de H20: foi incluido numa concentragéo final de 5x10° M. A
reacao foi iniciada pela adicdo de 500,0 uL e da enzima peroxidase (HRP) na

concentragao final de 0,2 Ul/mL. Foi preparado um controle contendo 10,0 puL do
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diluente da amostra, no qual a quimioluminescéncia observada equivale a 100%.
Todas as medidas foram feitas em triplicata (GEORGETTI et al., 2003; MELO et al.,
2021).

4.2.4 Caracterizagao do OL

Para avaliar a identidade e qualidade do OL, foram realizados testes
classicos como indice de acidez, de saponificagdo, de perdoxido e densidade

relativa, assim como sua estabilidade oxidativa por Rancimat.

4.2.4.1 indice de acidez

Para a determinacéo do indice de acidez, foi utilizado a metodologia 325/1V,
descrito no livro Métodos Fisico-Quimicos para Analise de Alimentos do Instituto
Adolfo Lutz 42 Edicao (IAL, 2008). Foi pesado 2,0 g da amostra de OL em frasco
erlenmeyer de 125,0 mL e, foi adicionado 25,0 mL de solucédo éter-etanol (2:1)
neutra e 3 gotas de fenolftaleina 1% na amostra. Posteriormente, foi realizada a
titulagdo com solucéo de hidroxido de sodio 0,1 M até o aparecimento da coloragao
résea, que persistiu por 30 s. Todas as analises foram feitas em triplicata.

O indice de acidez, expresso em mg NaOH/g, foi determinado através da

equacao (1).

v X f X 5,61

Ia

(1)

Onde:
v = volume (mL) de solugdo de NaOH 0,1 M gasto na titulagao;
f = fator de corregéo da solugédo de NaOH 0,1 M;

p = quantidade (g) da amostra.

Nota: O indice de acidez também foi expresso como acidez em acido oleico
(%), dividindo o resultado por 1,99 (IAL, 2008).

4.2 4.2 indice de peroxido
O indice de peroxido foi determinado de acordo com a metodologia 5.2.29.11

descrita na Farmacopéia Brasileira 62 Edigdo (ANVISA, 2019). Foi pesado 5,0 g da
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amostra de OL em frasco erlenmeyer de 250,0 mL e, foi adicionado 30,0 mL de uma
mistura de acido acético glacial e cloroférmio (3:2). A amostra foi agitada até sua
total dissolucao e foi adicionado 0,5 mL de solucdo saturada de iodeto de potassio.
Apoés esse processo, a amostra foi agitada durante exatamente 1 min. e adicionado
30,0 mL de agua. A amostra foi titulada com solugéo de tiossulfato de sddio 0,01 M,
lentamente, sem cessar a agitagdo magnética, até que a coloragdo amarela tenha
quase desaparecido. Foi efetuado o ensaio em branco nas mesmas condi¢cdes da
amostra. Todas as analises foram feitas em triplicata.

O indice de perodxido, expresso em meq/Kg, foi determinado através da
equacgao (2).

Ip = 10 (ny — ny) )

m

n,= volume (mL) de solugao de tiossulfato de sddio 0,01 M gasto na amostra;
n,= volume (mL) de solucéo de tiossulfato de sédio 0,01 M gasto no branco;

m= quantidade (g) da amostra.

4.2.4.3 indice de saponificacdo

O indice de saponificagdo foi determinado seguindo a metodologia 5.2.29.8
descrita na Farmacopéia Brasileira 62 Edicdo (ANVISA, 2019). Foi pesado 2,5 g da
amostra de OL em baldo volumétrico de 250,0 mL e, foi adicionado 25,0 mL da
solugdo de hidroxido de potassio etandlico 0,5 M. Um condensador de refluxo
vertical foi adaptado e, submetido a agquecimento em chapa aquecedora por 30 min.
Por fim, foi adicionado 1,0 mL de solucdo de fenolftaleina 1% e titulado,
imediatamente, 0 excesso de hidroxido de potassio com solugao de acido cloridrico
0,5 M. Foi efetuado o ensaio em branco nas mesmas condigdes da amostra e
corrigido o volume do titulante. Todas as analises foram feitas em triplicata.

O indice de saponificagao, expresso em mg KOH/g, foi determinado através

da equacéo (3).

_ 28,05 (le - nl)
a m

Is

(3)
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Onde:

n,= volume (mL) de solu¢do de hidréxido de potassio etandlico 0,1 M gasto na
amostra;

n,= volume (mL) de solugcédo de hidroxido de potassio etandlico 0,1 M gasto
no branco;

m= quantidade (g) da amostra.

4.2.4.4 Densidade relativa

A densidade relativa do OL foi determinada pelo método do picnémetro de
vidro a temperatura de 20°C, de acordo com a Farmacopeia Brasileira 6 Edigdo
(ANVISA, 2019). A densidade relativa € igual a razdo entre a massa da amostra
liquida e a massa da agua, ambas na mesma temperatura.

Primeiramente, o picnbmetro (10,0 mL) foi pesado vazio, em seguida foi
adicionado o OL e levado ao banho-maria em temperatura de 20°C durante 30 min.,
e entdo pesado novamente. Posteriormente, no picnémetro limpo foi adicionado
agua purificada e levado ao banho-maria, também na mesma temperatura e tempo.
O ensaio foi realizado em triplicata e a densidade relativa foi calculada conforme a

equacao (4).

p (20°C) = A-BIC (4)

Onde:

p = Densidade relativa;

A = Massa do picndmetro contendo o 6leo a 20°C;
B = Massa do picnémetro vazio;

C = Massa da agua a temperatura de 20°C.

4.2.4.5 Estabilidade oxidativa

Para avaliar a estabilidade oxidativa do OL foi utilizado o equipamento
Rancimat, que consiste em um teste acelerado expresso em periodo de indugao
(P1), definido como o intervalo de tempo correspondente ao ponto de inflexdo da
curva de condutividade versus tempo (METROHM, 2012). Conforme a metodologia
da AOCS (2009), 2,0 g de amostra foram submetidos as condi¢cdes de 110°C e 10,0
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L de ar/L em equipamento Rancimat 873 (Metrohm, Herisau, Suiga). O teste foi feito

em duplicata.

4.2.5 Desenvolvimento das NEs

As NEs formuladas para o estudo de EHLrq, determinacdo do sistema
tensoativo e obtengdo das NEs foram preparadas pelo método de EPI — Emulsion

Phase Inversion por meio de aquecimento das fases aquosa e oleosa.

4.2.5.1 Emulsificagdo por método de EPI utilizando aquecimento

As formulagdes foram preparadas pelo método de baixa energia por inversao
de fases, a fase oleosa contendo a mistura de tensoativos foi aquecida a
temperatura de 75 + 2°C. A fase aquosa composta de agua milli-Q foi submetida ao
mesmo aquecimento. Apds ambas as fases atingirem a mesma temperatura, a fase
aquosa foi vertida sobre a fase oleosa, lentamente e sob agitacao constante, a 600
rpm durante 3 min. Foi realizado o resfriamento forgcado das emulsdes com banho de
gelo até que atingissem a temperatura ambiente (25 + 2 °C) (FERNANDEZ et al.,
2004; OLIVEIRA, 2008; SANTOS et al., 2011).

4.2.5.2 Determinacao do valor de EHLreq pelo OL

Foi utilizado o método indireto, onde foram preparadas emulsdes seriadas do
OL, obtidas utilizando um par de tensoativos de EHL conhecidos, misturados em
proporcdes variaveis, originando assim, valores definidos e escalonados de EHL
(ZANIN et al., 2002). Para o estudo, foi utilizado o tensoativo hidrofilico polissorbato
80 (Tween® 80/EHL=15,0) e o tensoativo lipofilico monooleato de sorbitano (Span®
80/EHL=4,3), de modo a obter emulsées com valores seriados de EHL (CAMARGO,
2008). Os pontos de EHLreq variaram entre 4,3 e 15,0 (Tabela 1) e a composigéo
total da mistura de tensoativos foi 5%, sendo a de OL 10% e agua 85%.

A concentragdo necessaria de cada tensoativo foi calculada utilizando a

equacgao (5).

EHLreq = (EHLA x 0,01 x A) + (EHLs x 0,01 X B)  (5)
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Onde:

EHLreq = valor de EHL resultante da mistura de tensoativos;

A = porcentagem do tensoativo hidrofilico;

B = porcentagem do tensoativo lipofilico.

Em que, A + B = 100, EHLA e EHLs correspondem ao EHL do Tween®80 e

Span 80, respectivamente.

Tabela 1 - Composicao % (p/p) de tensoativos hidrofilico e lipofilico utilizados na
determinacdo do EHLreq para o OL.

Tensoativo Lipofilico Tensoativo Hidrofilico
Monooleato de Sorbitano Polissorbato 80
Valor de EHL
(Span®80) (Tween®80)
% (p/p) % (p/p)

4,3 5,00 -

5,0 4,67 0,33
6,0 4,21 0,79
7,0 3,74 1,26
8,0 3,27 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 0,47 4,53
15,0 - 5,00

Legenda: EHL = Equilibrio Hidréfilo-Lipdfilo; p/p = peso em peso. Fonte: O préprio autor.

Apo6s 24h do preparo, foi realizado testes de centrifugacdo para verificar
floculacdo, cremeacdo ou separagao de fases, como também avaliar
macroscopicamente as caracteristicas tipicas de NE (translucéncia, fluidez e reflexo
azulado) (TADROS et al., 2004).

A emulsdo que apresentou maior estabilidade, ou seja, menor volume
cremeado e sem separacao de fases, ou separacdo minima, representa o valor de

EHLreq pelo dleo que constitui a fase oleosa da emulsao (ZANIN et al., 2002).



4.2.5.3 Determinacéo do sistema tensoativo

Para definir o sistema tensoativo que estabilizasse a dispersao constituida
de OL, foram testados outros pares de tensoativos, utilizando como tensoativos
lipofilico o monooleato de sorbitano (Span® 80/EHL=4,3) e o olivato de cetearilo
(Olivem® 1000/EHL=9,0) e, como tensoativo hidrofilico o ¢éleo de ricino
hidrogenado 40 OE (Chremophor® RH 40/EHL=13,0). A quantidade de cada
tensoativo foi calculada para que atingisse os valores de EHL de 10,0, 11,0 e 12,0

do OL previamente determinado por meio do método descrito em 4.2.5.2.

4.2.5.4 Obtencéo das NEs

Apos avaliar o par de tensoativo que estabilizasse melhor as goticulas de
OL no sistema, foram preparadas emulsées alterando a concentracdo da fase
oleosa em 5 e 10% de OL, e a mistura de tensoativos mantida fixa em 5%.

As formulagdes foram preparadas conforme o item 4.2.5.1, utilizando como
par de tensoativos o monooleato de sorbitano (SPAN®80/tensoativo lipofilico) e
oleo de ricino hidrogenado 40 OE (Chremophor®RH40/tensoativo hidrofilico) para
alcangar um valor de EHL de 10,0. As emulsdes obtidas foram analisadas
macroscopicamente, como também, por centrifugacdo, tamanho de particula, IP e

potencial zeta.

4.2.5.5 Incorporacao do ECV

A NE selecionada apds o estudo de caracterizacéo fisica foi testada quanto
a adicao do ECV nas concentragdes de 0,25, 0,5 e 1,0% (p/p). O preparo foi
realizado pelo método de EPI, conforme descrito no item 4.2.5.1. A adi¢cdo do
ECV nas formulacgdes foi realizada diluindo o extrato seco em 3,0 mL de agua
milli-Q e adicionadas as formulagdes previamente preparadas sob agitagao
constante a 600 rpm por 3 min. Posteriormente, adicionou-se como conservante
0,5% de uma mistura de fenoxietanol e parabenos.

As formulagbes foram avaliadas quanto as caracteristicas fisico-quimicas,
conteudo de polifendis totais, estabilidade preliminar, potencial irritante tépico e

atividade antioxidante in vitro e in vivo.
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4.2.6 Caracterizacao Fisico-Quimica das NEs

A caracterizacdo das NEs foi realizada pelos parametros de analise
macroscopica, centrifugacdo, tamanho de particula, IP, potencial zeta, pH,
condutividade elétrica, densidade relativa, morfologia por MET e comportamento

reoldgico.

4.2.6.1 Avaliagdo macroscopica

A avaliagdo macroscéopica das emulsdes foi realizada apdés 24h
(estabilidade intrinseca) do preparo. Os aspectos observados foram de
cremeacao ou separagao de fases, assim como os aspectos fisicos de NE como
translucéncia, fluidez e reflexo azulado (TADROS et al., 2004). Nos testes de
estabilidade utilizou-se como nomenclatura: N = normal, sem alteragdo; CL =
cremeacao leve; Cl= cremeacao intensa; SF= separacao de fases; FTA = fluido

translucido azulado.

4.2.6.2 Teste de centrifugagao

A estabilidade das formulagdes foi avaliada submetendo as amostras a
velocidade de 3200 rpm durante 30 min. em centrifuga modelo 206-BL da marca
Fanem®, a temperatura ambiente 25 + 2°C (GEORGETTI et al., 2006).
Posteriormente, foram analisadas macroscopicamente quanto a cremeagéo ou

separacgao de fases e classificadas conforme descrito no item 4.2.6.1.

4.2.6.3 Determinacédo do tamanho de particula, IP e potencial zeta

O tamanho médio das particulas e o IP das formulagcdes foram avaliados
por Dynamic Light Scattering (DLS) utilizando o equipamento Nano Plus
(NanoPlus Particle Size Analyzer) e Software Nano Plus. Os valores de potencial
zeta foram obtidos a partir da derivacdo da mobilidade eletroforética dada pelo
mesmo equipamento. Para analise do tamanho de particula e IP as amostras
foram diluidas 1:100 (p/p) em agua purificada e para o potencial zeta 1:300 (p/p)
em KCI 1 mM a temperatura de 25 * 2°C, no angulo de 90°C (CAMARGO, 2008;
FERNANDEZ, 2004).
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4.2.6.4 Determinacao do pH

O valor de pH das NEs aditivadas e ndo de ECV foi medido utilizando um
potencidmetro digital com eletrodo de vidro e sensor de temperatura marca
Marte®, previamente calibrado com solugbes tampdo padrées. A leitura foi a
temperatura ambiente e as amostras foram diluidas 1:10 (p/p) em agua purificada
(GEORGETTI et al., 2006). As leituras foram feitas em triplicata.

4.2.6.5 Determinacédo da condutividade elétrica

O condutivimetro (HANNA instrument Modelo HI 8819N) foi calibrado com
solugao padrao de KCI 0,1 N. A medida de condutividade elétrica das emulsdes
foi realizada a temperatura de 25 + 2°C, adicionando o eletrodo diretamente na
amostra (CAMARGO, 2008; LONNI et al.,, 2015). As leituras foram feitas em

triplicata.

4.2.6.6 Densidade relativa
A densidade relativa das NEs adicionadas e ndo de ECV foi determinada

conforme item 4.2.4.4.

4.2.6.7 Analise morfologica por Microscopia Eletrénica de Transmissao
(MET)

O aspecto morfolégico das NEs foi avaliado utilizando MET (JEM 1400
instrument JEOL Inc., USA). As NEs foram diluidas na proporgéao 1:100 (p/p) em
agua destilada, e uma gota desta solugdo foi depositada sobre uma grade de
cobre de 400 mesh coberta com filme FormVar/Carbono, e deixado em repouso
durante 1h. Posteriormente, foi adicionado 1 gota de contraste negativo a base de
acetato de uranila 2%, e deixado em contato por 10 min. O excesso de contraste
foi retirado com papel filtro e a grade foi analisada diretamente no MET a

temperatura ambiente (25 + 2°C) e 80kV, com aumento de 30.000 vezes.

4.2.6.8 Determinagéo do comportamento reologico
A avaliacao do perfil reologico das NEs foi realizada em reémetro rotacional
de modelo HR-2 Discovery Hybrid Rheometer (T.A Instruments, New Castle,

Delaware, USA), utilizando aparato spindle DIN. As amostras foram analisadas
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em 3 etapas: aumento da taxa de cisalhamento de 0 a 700 s™' (curva ascedente),
constante em 700 s™' e redugdo de 700 a 0 s' (curva descente), em intervalos de
180s para cada ciclo a temperatura de 25°C. Os dados experimentais foram

ajustados ao modelo Lei da Poténcia de acordo com a equacgao (6).

o=Ky" (6)
Onde:
K = indice de consisténcia (cP);
o = tensdo de cisalhamento (Pa);
y = taxa de cisalhamento (s');

n = indice de comportamento de fluxo (adimensional).

4.2.7 Determinagao do Conteudo de Polifendis Totais das NEs

A quantidade de polifendis totais nas NEs aditivadas com diferentes
concentragbes de ECV foi avaliada pelo método espectrofotométrico utilizando
Folin-Ciocalteu como reagente (GEORGETTI et al., 2006), conforme descrito no
item 4.2.2.2. Para quantificagdo do conteudo de polifendis totais presente nas
NEs foi realizado, primeiramente, uma extragdo por particio das mesmas.
Amostras de 0,3 g das diferentes formulagbes foram adicionadas em tubos de
ensaios contendo uma mistura de 1,0 g de solugdo de KCI 20% e 1,5 mL de
acetato de etila, em seguida as amostras foram submetidas a agitagdo com
auxilio de um vortex por 3 min. Apds esta etapa, os tubos foram colocados em
centrifuga com rotagdo de 3600 rpm durante 30 min. Posteriormente, a fragao
acetato de etila (sobrenadante) foi cuidadosamente removida e separada da
fragdo remanescente (parte aquosa) (LONNI et al., 2015). Ambas foram levadas a
evaporagao e, posteriormente, foram ressuspendidas em agua deionizada para

determinacao do conteudo de polifendis totais.

4.2.8 Avaliagao da Atividade Sequestradora do Radical Livre DPPH das NEs

A atividade antioxidante do ECV livre e das NEs aditivadas do extrato em
diferentes concentragbes foi avaliada pela capacidade doadora de atomos de
hidrogénio ao radical DPPH como descrito no item 4.2.3.1. As NEs aditivadas e
ndo de ECV, assim como o ECV livre, foram diluidos para alcangar um valor

aproximado de ICso encontrado previamente para o extrato. O ECV livre e as NEs



carregadas de extrato foram apropriadamente diluidos com etanol 50% (v/v) para
obter concentragdes tedricas de extrato de 10,0 pg/mL no meio reacional. Para
medir a capacidade sequestradora do DPPH, foi adicionado no meio reacional
50,0 yL de cada amostra. A mudancga na absorvancia foi medida apds 15 min. de
incubacéo a temperatura ambiente. O branco foi constituido de 1,0 mL de tampao
acetato 0,1 M (pH 5,5) e 1,5 mL de etanol. Como controle foi utilizado meio
reacional de DPPH adicionado de 50,0 pL de etanol 50% e outro controle

adicionado de 50,0 yL de NEs sem extrato. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.2.9 Teste de Estabilidade Preliminar (Ciclo Gela-Degela)

Neste teste as amostras foram armazenadas em diferentes temperaturas,
em intervalos regulares de tempo (ANVISA, 2004). Para tanto, as NEs aditivadas
e ndo de ECV foram acondicionadas em potes semipermeaveis de polipropileno e
armazenadas em condi¢cdes de temperaturas alternadas de 4 + 2°C/24h e 40 +
2°C/24h, completando assim um ciclo. No total foram 6 ciclos, totalizando 12 dias
(ANVISA, 2004; LIMA et al., 2008).

As amostras foram avaliadas quanto aos parametros fisico-quimicos, como
aspecto macroscoépico, pH, condutividade, centrifugacao, além da estabilidade
funcional pela avaliacdo da atividade antioxidante por sequestro do radical DPPH.

As analises foram realizadas antes do inicio do ciclo e apés completar o 6° ciclo.

4.2.10 Teste de Irritagcdo Aguda na Pele

A aplicacao tépica de diferentes preparagdes pode provocar irritacdo na
pele. Sendo assim, as NEs desenvolvidas neste trabalho foram investigadas
quanto ao seu potencial de sensibilizagdo da pele (BALATA et al., 2018). Para
tanto, aliquotas de 300,0 uL das NEs aditivadas e ndo de ECV foram aplicadas na
pele dorsal de camundongos sem pelo da linhagem HRS/J. Em adigao, foi
utilizado um grupo de animais sem tratamento para comparagdo. Apos a
aplicagcao das formulagées no dorso dos animais (n=3/grupo) previamente limpos
com solugao salina, as areas foram observadas nos tempos 24, 48 e 72h para
avaliar qualquer sinal e/ou sintoma de inflamagéo ou outras altera¢gdes anormais
na pele (GFELLER; KOBEL; SEIFERT, 1985; BALATA et al.,, 2018, GHOSH,;
MONDAL; RAMAKRISHNA, 2019).
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4.2.11 Avaliagao da eficacia antioxidante in vivo

4.2.11.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos sem pelo da linhagem HRS/J, machos e
adultos, pensando em média 30,0 g. Os camundongos foram mantidos em uma
sala com temperatura controlada (22 + 2°C) localizada no Biotério do Centro de
Ciéncias da Saude/UEL, utilizando ciclo de claro/escuro (12/12h) com agua e
racdo ad libitum. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Londrina, com seguimento de suas
normas (registro no CEUA sob o n°® 019/2020, processo n° 197.2020.75).

4.2.11.2 Sistema e fonte de radiagdao UVB e modelo de inducido de
estresse oxidativo pela radiacédo UVB

A fonte de luz utilizada nos experimentos de indugao de estresse oxidativo
e processo inflamatério agudo foi uma lampada UVB fluorescente modelo
PHILIPS TL/12 40W RS (MEDICAL-HOLANDA). A lampada emite radiagao na
faixa de 270 a 400 nm com pico maximo de emissdo em torno de 313 nm e foi
acoplada no interior de uma caixa retangular de madeira desenvolvida
especificamente para inducao da lesdo cutanea, com capacidade maxima para 6
caixas de polipropileno com dimensao 30x19x13 cm para acondicionamento de
camundongos. Os camundongos foram distribuidos nas caixas e cobertos com
tela plastica para que eles permanecessem dentro delas, além de manterem
complemente expostos a luz ultravioleta. Ainda, os animais foram colocados a
uma distancia de 20 cm da lampada UVB, movimentando-se livremente em suas
caixas e para que a mesma dose de radiacado fosse distribuida para todos os
animais, foi realizada uma rotatividade entre as caixas, ja que podem ocorrer
variagbes de emissao de luz ao longo da lampada. A medida de irradidncia da
lampada foi realizada utilizando-se um radidmetro (IL 1700) com detectores para
RUV (SED 005) e, especialmente, para UVB (SED 240) (CARINI et al., 2000;
CASAGRANDE et al., 2006), tornando-se possivel a posterior padronizagdo da
dose de radiagédo para 4,14 J/lcm? (CAMPANINI et al 2013; IVAN et al., 2014;
MARTINEZ et el., 2016; SAITO et al., 2018) durante o periodo de exposi¢ao de
4:05h .
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4.2.11.3 Protocolo experimental de avaliacdo do potencial terapéutico
das NEs adicionadas de ECV em camundongos
Os camundongos foram alocados aleatoriamente em 6 grupos
experimentais contendo 6 animais cada:
(1) Grupo néo irradiado e tratado com salina;
2) Grupo irradiado e tratado com salina;
3) Grupo irradiado e tratado com formulagdo BASE;

(2)
(3)
(4) Grupo irradiado e tratado com formulagéo 0,25% ECV;
(5) Grupo irradiado e tratado com formulagéo 0,5% ECV;
(6)

6) Grupo irradiado e tratado com formulacao 1,0% ECV.

Os camundongos foram tratados com 300,0 uL com as diferentes formulagdes

em 3 diferentes tempos: 1h antes da irradiagdo, imediatamente antes e logo apds a

irradiacdo. Os animais foram submetidos a eutanasia com 5% de isofurano

amostras de pele da regido dorsal foram coletadas 12h apds a irradiagdo para

53

e

realizacédo dos testes da atividade da MPO, FRAP e ABTS (CAMPANINI et al., 2013;

MARTINEZ et al., 2015; SAITO et al., 2018).

4.2.11.4 Atividade da MPO

A atividade da enzima MPO representa um ensaio indireto para o
recrutamento de leucdcitos apos a RUVB (CAMPANINI et. al., 2013; IVAN et al.,
2014).

As amostras de pele foram coletadas e homogeneizadas com tampéo
fosfato 50mM (pH 6,0) contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetil amonio
(HTAB). Essas amostras foram homogeneizadas com auxilio do homogeneizador
de tecidos Tissue-Tearor (Biospec 985370) e, posteriormente, centrifugadas a
16.100 g por 2 min. a temperatura de 4°C. Para a reagao colorimétrica, foram
adicionados 30,0 uL do sobrenadante de cada amostra juntamente com 200 pL
de uma solucao contendo 10% de tampéo fosfato 50 mM (pH 6,0), 0,167mg/mL
de orto-dianisidina e 0,015% de H202 em agua deionizada. A atividade da MPO
das amostras foi determinada espectrofotometricamente em 450 nm (EnSpire,
Perkin Elmer) e comparada a uma curva padrao de neutréfilos com concentragao
conhecida. Os resultados obtidos foram expressos em numero de neutrofilos/mg
de pele (CASAGRANDE et al., 2006).



4.2.11.5 Avaliagdo do poder antioxidante pelo ensaio de sequestro do
radical ABTS

A capacidade antioxidante de cada amostra € medida de acordo com o
decaimento da coloracdo do radical cation ABTS quando ocorre doagado de
elétrons a ela feita pelo antioxidante. Para a reagdo de ABTS, as amostras foram
homogeneizadas em 400,0 uL de KCl a 1,15% com auxilio do homogeneizador de
tecidos Tissue-Tearor (Biospec 985370) e centrifugadas a 1.000 g por 10 min a
temperatura de 4°C, posteriormente, o sobrenadante foi utilizado para analise. A
solugdo de ABTS foi preparada como descrito no item 4.2.3.2. Em seguida, a
solugao ABTS foi diluida em tampao fosfato até atingir a absorvancia de 0,7 a 0,8
em 730 nm. Para a reagdo, foram adicionadas aliquotas de 7,0 uL do
sobrenadante de cada amostra e 200,0 uL da solugdo de ABTS diluida. O branco
foi composto apenas de tampéao fosfato. Apds 6 min. de reacgéo, foi realizada a
leitura em 730 nm (EnSpire, Perkin Elmer). Uma curva padréo foi realizada com
diferentes concentragbes de trolox (0,02 a 20,0 nmol) e os resultados foram
expressos em nmol equivalente de trolox/mg de pele (KATALINIC et al., 2005;
MARTINEZ et al., 2015).

4.2.11.6 Avaliagao do poder antioxidante redutor de ferro (FRAP)

O ensaio de FRAP mede a reducéo férrica do 2,4,6 ftripiridil-S-triazina
(TPTZ) para um produto colorido por meio da agdo de antioxidantes que doam
elétrons para a reagao (KATALINIC et al., 2005). O ensaio foi adaptado e utilizado
para avaliar o poder antioxidante de amostras de pele (MARTINEZ et al., 2015).

As amostras de pele dos animais dos diferentes grupos foram coletadas e
homogeneizadas em 400,0 uL de KCI (1,15%) com auxilio do Tissue-Tearor
(Biospec 985370) e centrifugadas a 1.000 g por 10 min. a temperatura de 4°C.
Para a reacdo foram utilizadas 30,0 uL do sobrenadante do homogenato das
amostras e 150,0 uL de reagente FRAP previamente preparado como descrito no
item 4.2.3.3. Posteriormente, foi realizada a leitura em 595 nm (EnSpire, Perkin
Elmer). Solu¢des padrdo com diferentes concentragdes de trolox (0,039 a 20,0
nmol) (antioxidante analogo da vitamina E) foram utilizadas para a curva padrao.
Os resultados foram expressos com nmol equivalente de Trolox/mg de pele
(KATALINIC et al., 2005).
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4.2.12 Analise Estatistica

As concentragbes do extrato que inibem o processo oxidativo in vitro em
50% (ICs0) foram estimadas pelo software GraphPad Prism®, versao 7.00
(GraphPad Software Inc., San Diego, EUA), utilizando uma curva hiperbdlica e
apresentadas pela média + erro padrdo da média (EPM) de mensuragdes feitas
em triplicata de cada concentracao e foram representativas de trés experimentos
separados. Os resultados in vivo foram analisados estatisticamente por analise de
variancia (ANOVA) com um fator seguido do teste de comparagdes multiplas de
Tukey e apresentados pela média + EPM de mensuracao feitas com 6 animais em
cada grupo por experimento. Os resultados foram representativos de 2
experimentos separados e foram considerados significativamente diferentes para
p<0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao Quimica do ECV

Recentemente, a demanda e o consumo dos graos de café verde dispararam
devido aos diversos beneficios que proporcionam a saude. Essas propriedades
biolégicas do café se devem principalmente a presenga de elevados niveis de
compostos fendlicos (ZAIN; BABA; SHORI, 2018).

Os compostos fendlicos compreendem uma diversidade de substancias
caraterizadas pela presengca de um ou mais aneis aromaticos ligados a pelo menos
um radical hidroxila e/ou outros substitutos, e podem ser classificados conforme o
nuamero de anéis fendlicos e com as estruturas as quais estao ligadas. Os principais
grupos de compostos fendlicos encontrados nos alimentos s&o os acidos fendlicos,
flavonoides e as lignanas (OLIVEIRA; BASTOS, 2011).

Acidos fendlicos sdo os principais responsaveis pela acdo antioxidante em
plantas, sendo os ACGs e compostos relacionados os componentes majoritarios da
fracdo fendlica dos graos de café verde, correspondendo a teores de até 14% em
peso seco (FARAH; DONANGELO, 2006). Esses constituintes sdo metabdlitos
secundarios de plantas geralmente envolvidos na defesa contra a RUV ou agresséo
por patogenos (FARAH; DONANGELO, 2006), proporcionam diversos beneficios a

saude, atuando ndo somente como um potente antioxidante, mas também como
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agentes hepatoprotetores, hipoglicEmicos e antivirais (CORSO; VIGNOLI; BENASSI,
2016), além de ter acado no tratamento do diabete mellitus, hipertensédo e Alzheimer
(FUKAGAWA et al., 2017; STEFANELLO et al., 2019). Em adicdo, alguns estudos
demostraram que os ACGs sao efetivos na prevencao da inflamagao da pele e
pigmentagdo causada pela RUV (FUKAGAWA et al., 2017), além de apresentarem
propriedades anticancerigenas (FARAH; DONANGELO 2006; DE OLIVEIRA;
BASTOS, 2011; ZAIN; BABA; SHORI, 2018).

Os ACGs incluem diferentes grupos de compostos e isbmeros relacionados
formados pela esterificacdo de uma molécula de acido quinico com um dos
seguintes acidos trans-cindmicos: o mais comum no café é o acido cafeico (3,4-di-
hidroxi-cinamico), seguido por acido ferulico (3-metoxi, 4-hidréxi-cindmico) e o acido
p-cumarico (4-hidroxi-cinamico) (FARAH; DONANGELO, 2006). Os grupos podem
ser classificados de acordo com o tipo, numero e posi¢cdes dos residuos acilas, os
principais grupos de ACGs encontrados nos grdaos de café verde sdo os mono
ésteres (acidos cafeiolquinicos, ACQs; p-cumaroilquinicos, p-CuAQs e
feruloilquinicos, AFQ); di-ACQ, tri-ACQ e tetra ésteres (tetra-ACQ), e ainda os
ésteres mistos dos acidos cafeico e ferulico (acidos cafeiol-feruloilquinicos, ACFQ)
(FARAH, DONANGELO, 2006; NARITA; INOUYE, 2015; STEFANELLO et al., 2019).
Sendo que os nove principais isdmeros sao: trés de ACQs (3-, 4- e 5-ACQs), trés de
di-ACQs (3,4-, 3,5- e 4,5-diIACQs) e trés dos AFQs (3-, 4- e 5-AFQs) (NARITA;
INOUYE, 2015).

Apesar dos ACGs estarem presentes em diversas plantas, os graos de café
verde sao considerados um dos alimentos mais ricos em ACGs (FARAH,
DONANGELO, 2006; NARITA; INOUYE, 2015), sendo o 5-ACQ o mais abundante,
compreendendo concentragdes maiores que 50% (p/p), enquanto que o 3-ACQ e 4-
ACQ correspondem juntamente a aproximadamente 15-20% (p/p) dos ACGs totais
no café (NARITA; INOUYE, 2015). Segundo Fukagawa et al. (2017), a eficacia do
café é particularmente atribuida a presenca de polifendis, incluindo os ACQs
(principalmente o 5-CQA), os 2-ACQ e os ACQs. Além disso, os trés isbmeros 2-
ACQ (3,4-, 3,5- e 4,5-diCQA) dos graos de café verde apresentam melhores efeitos
antioxidantes. Em complemento, a atividade antioxidante do 3-, 4- e 5-ACQs sao
similares ao a-tocoferol e acido ascorbico (NARITA; INOUYE, 2015).

O conteudo de ACGs em graos de café verde pode variar de acordo com os

aspectos genéticos, espécies, clima, estado nutricional do solo e processamento,
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como descafeinacdo, grau de maturacao e torrefagdo (FARAH, DONANGELO, 2006;
VIGNOLI et al., 2014). Os graos de café verde e o café torrado apresentam algumas
diferengas em sua composi¢ao, uma vez que no processo de torrefagdo uma grande
quantidade de acidos fendlicos, sucrose, proteinas e trigonelina sao degradados
(FARAH, DONANGELO, 2006; CHOMA, 2019).

Durante o processo de torrefacdo os ACGs sofrem diversas mudancas, como
a isomerizagdo, epimerizagéo, lactonizacdo e degradagdo (STEFANELLO et al.,
2019). Del Castillo et al. (2002), observaram uma diminuicdo na atividade
antioxidante que foi correlacionado ao grau de torrefagdo, associado principalmente
a degradacgdo dos ACGs. Em adi¢cdo, um estudo realizado na Grécia demonstrou
que o processo de torrefagdo reduziu a atividade antioxidante de alguns tipos de
café, e isso esta diretamente relacionado a sua composicao quimica. No entanto, o
tempo de torrefagdo demonstrou, de forma conclusiva, a redugdo da atividade
antioxidante. Normalmente, o conteudo de ACGs pode variar de 0,5 a 6,0 g/100 g de
peso seco, dependendo do tipo de processamento e, se o processo de torra for mais
intenso, a quantidade de ACGs pode ser inferior a 1% de matéria seca
(STEFANELLO et al., 2019).

Leloup (2006) estudou algumas bebidas feitas com diferentes gréos de café e
relataram uma maior capacidade antioxidante para C. canephora do que para C.
arabica, apresentando teores de ACGs em torno de 10% para o C. canephora e 8%
para o C. arabica. No entanto, apesar dos graos do C. canephora verde
apresentarem teores de ACGs maiores que o C. arabica, os compostos presentes no
C. canephora pareceram ser mais sensiveis ao processo de torra. Clifford (1997)
relatou que para um grau de torra semelhante, o C. canephora passa por um maior
grau de perda de ACGs, produzindo fendis volateis e guaicol. Trugo e Macrae
(1984b) e Dias (2005) também descreveram um comportamento semelhante para o
C. arabica e C. canephora com diferentes graus de torra. Diante disso, Vignoli,
Bassoli e Benassi (2011) demonstraram que a maior capacidade antioxidante do C.
canephora poderia ser atribuida ao seu maior teor de cafeina, uma vez que se
correlacionou positivamente com sua atividade antioxidante.

Além dos ACGs, outros compostos que atribuem propriedades bioativas ao
café verde sao as fibras soluveis, alcaloides e terpenos. Dentre os alcaloides
presentes no café estdo a cafeina (1,3,7-trimetilxantina) e a trigonelina, como os

principais componentes. Outras formas de metilxantinas encontradas no café sao
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teobromina, paraxantina e teofilina (STEFANELLO et al., 2019). A cafeina foi o
precursor que despertou o interesse em ser estudado, devido ao poder que tem
sobre o metabolismo energético e aos efeitos psicoativos (PANUSA et al.,2013).

Além de exercer efeito sobre o sistema nervoso, a cafeina é outro constituinte
do café com atividade antioxidante exercida pelo mecanismo de sequestro de
radicais livres (GEORGE et al., 1999). Em estudo realizado por Devasagayam et al.
(1996), a cafeina demonstrou efetiva inibicdo da peroxidacéo lipidica in vitro induzida
por EROs em microssoma de figado de rato. A lesdo oxidativa foi induzida pelos
radicais hidroxil, peroxil e oxigénio singlete. A cafeina apresentou efetiva inibicdo da
peroxidacao lipidica, em concentragcdes milimolares, contra as trés espécies reativas
do metabolismo do oxigénio.

Mediante o exposto, o presente trabalho avaliou o teor de 5-ACQ e cafeina
presente no ECV por CLAE. Quanto a composi¢cdo em bioativos, o ECV apresentou
teores de 12,2 g de ACGs/100 g e 3,6 g de cafeina/100 g, conforme cromatogramas

que podem ser observados na Figura 6.

Figura 6 - Cromatogramas dos bioativos presentes no ECV. Detecgdo em (A) 320

nm para o 5-ACQ e (B) 272 nm para cafeina.
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Segundo Narita e Inouye (2015), os teores de ACGs no C. arabica e C.
canephora verde encontram-se na faixa de 3,40 a 7,24% (p/p) e 5,17 a 14,4% (p/p),
respectivamente. Farah e Donangelo (2006), reportaram que o C. canephora verde

contém teores de ACGs na faixa de 7 a 14%.
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Vignoli, Bassoli e Benassi (2011), realizaram um estudo com cafés soluveis
produzidos com C. canephora e C. arabica submetidos a diferentes graus de
torrefacéo e encontrou teores de ACGs para C. canephora entre 2,79 e 4,24% (torra
leve), 1,71 e 2,26% (torra média) e 0,21 e 0,25% (torra intensa), e para C. arabica
teores entre 3,53 e 4,11% (torra leve), 1,87 e 2,55% (torra média) e 0,62 e 0,40%
(torra intensa). Ja para concentragdes de cafeina foi encontrado teores entre 3,98 e
5,33% (torra leve), 5,82 e 5,54% (torra média) e 4,75 4,88% (torra intensa) para o C.
canephora, e 2,84 e 3,44% (torra leve), 3,07 e 4,12% (torra média) e 3,64 e 3,34%
(torra intensa) para o C. arabica.

Corso, Vignoli e Benassi (2016), também avaliaram o conteudo de ACGs e
cafeina em diferentes espécies e grau de torrefagcdo, e para o C. arabica
encontraram teores de ACGs de 5,75% (torra média) e 3,83% (torra intensa) e para
cafeina 2,60% (torra média) e 2,72% (torra intensa), para C. canephora teores de
ACGs de 3,75% (torra média) e 2,39% (torra intensa) e para cafeina 3,80% (torra
média) e 3,98% (torra intensa), e para o C. canephora verde foram encontrados
teores de ACGs e cafeina de 14,04% e 3,86%, respectivamente.

Os resultados apresentados por Vignoli, Bassoli e Benassi (2011) e Corso,
Vignoli e Benassi (2015) corroboram que o conteudo de bioativos do café depende
da espécie e do grau de torra, demonstrando que o aumento no grau de torra do
café reduziu o conteudo de ACGs em ambas as espécies. Em relacdo ao teor de
cafeina para as diferentes espécies de café e grau de torrefacédo, o C. canephora
apresentou teores maiores que o C. arabica. Segundo a literatura, os teores de
cafeina sado altamente dependentes das espécies, sendo que o C. canephora
apresenta teores mais elevados do que o C. arabica, e apenas pequenas perdas sao
observadas durante o processo de torra devido a sua estabilidade térmica
(MONTEIRO; TRUGO, 2005).

Em adi¢ao, segundo Rodrigues et al. (2015) e Mehari et al. (2016), o perfil e
quantidade de acidos fendlicos no café depende principalmente da variabilidade
genética, praticas agrondémicas e fatores ambientais e, em menor grau de
importancia, condi¢gdes de colheita e pds-colheita.

Baseado nesses resultados, é notério que o café verde tem suas
propriedades preservadas e, consequentemente, uma maior eficiéncia antioxidante,
uma vez que ao passar pelo processo de torra muitos componentes sdo degradados

diminuindo a sua atividade bioativa. Além disso, o C. canephora apresenta maior
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conteudo de cafeina quando comparada ao C. arabica, este composto por sua vez
estd ligado diretamente a atividade antioxidante do café (VIGNOLI; BASSOLI;
BENASSI, 2010).

Estudos epidemiologicos sugerem que o uso de compostos bioativos com
atividade antioxidante reduz a incidéncia de doencas como hipertensédo, ataque
cardiaco e cancer de pele, além de apresentar fatores favoraveis para o controle de
desordens metabdlicas (PRIOR, 2015). Ha estudos que demonstram que o estresse
oxidativo esta relacionado a doengas neurodegenerativas, como doengas de
Alzheimer e Parkinson (NIKI, 2010).

A atividade antioxidante detectada nos polifendis ocorre por meio da
capacidade em doar atomos de hidrogénio ou elétrons a fim de impedir os
mecanismos de oxidacdo. O elevado potencial antioxidante que estes compostos
polifendlicos possuem reforga os estudos que tém surgido sobre a prevengao de
doengas cardiovasculares, cancer e doengas degenerativas crénicas, mostrando-se
benéficos a saude (VIGNOLI et al., 2014). Na industria alimentar e farmacéutica, as
substancias fendlicas tém sido utilizadas como flavorizantes, corantes,
aromatizantes e, sobretudo, como antioxidantes (FIRMINO, 2011).

Uma das maiores classes de compostos polifendlicos sao os flavonoides,
estes sdao pigmentos naturais importantes e nas plantas tem como fungao principal
proteger estes organismos contra agentes oxidantes (LOPES et al., 2010).
Basicamente, todos os flavonoides sao constituidos por trés anéis, onde os seus
carbonos podem sofrer variagdes quimicas, dando formag¢ao a inumeros compostos
que sao agrupados em classes (GEORGIEV; ANANGA; TSOLOV, 2014). Suas
principais classes sao as flavonas, flavondis, flavanonas, catequinas, antocinas,
isoflavonas, diidroflavondis e chalconas (MACHADO et al., 2008). Tem-se verificado
um interesse muito grande pelas propriedades biologicas dos flavonoides, como
também pelo fato de estes poderem ser utilizados como substitutos de antioxidantes
sintéticos, nao sé pela area alimentar, mas também pela cosmética e pela industria
farmacéutica (COSTA, 2014a).

Neste estudo, foram determinados os teores de polifendis e flavonoides totais
recorrendo a espectrofotometria. Para a analise de polifendis totais foi utilizado o
método de Folin-Ciocalteu empregando o acido galico como padrao. Deste modo, o
teor de polifendis totais foi dado como equivalentes de acido galico, onde

estatisticamente apresentou um coeficiente de correlagdo linear (R?) de 0,9998. A
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quantidade encontrada de polifendis totais no ECV foi de 15,53 + 0,20 g acido
galico/100 g extrato. Em um estudo realizado por Abrahdo et al. (2010) foi
determinado o conteudo de polifendis totais do café verde e café torrado da espécie
C. arabica, e os resultados encontrados foram de 5,43 e 4,83 g acido galico/100 g
extrato, respectivamente. Fernandes et al. (2003) também encontrou valores no
intervalo de 4,31 a 6,18% para cafés verdes e torrados para o C. arabica.

Palmieri et al. (2018), avaliaram o efeito da biotransformagdo de compostos
fendlicos no café verde (C. arabica L.) utilizando o fungo Aspergillus oryzae para
obter um extrato fermentado com maior atividade antioxidante. Verificaram que a
fermentacdo do farelo obtido do café verde fermentado pelo A. oryzae por 24h
forneceu um extrato apresentando o valor de 17,63 + 4,22 g acido galico/100 g de
extrato, enquanto o ndo fermentado um valor de 10,56 £ 1,53 g acido galico/100 g de
extrato. Assim, podemos observar que o valor encontrado de polifendis totais no
presente trabalho foi proximo do valor obtido no extrato apds fermentagao e maior
gue o nao fermentado avaliados no estudo supracitado.

Para determinacdo do conteudo de flavonoides totais, uma curva padrao de
qguercetina foi analisada estatisticamente apresentando um coeficiente de correlagcao
linear (R?) de 0,9932 e o valor encontrado no ECV foi de 0,28 + 0,11 g de
quercetina/100 g de extrato.

Em estudo no qual foi avaliado o teor de flavonoides em extrato obtido das
sementes de C. arabica e no extrato da torta, que € um residuo da producao da
industria cafeeira, encontrou-se os valores de 3,96 ug e 5,12 pg de flavonoides
equivalentes a quercetina/ 100 ug de extrato, respectivamente (CASTRO, 2014).

Vega, Leon e Reyes (2017) avaliaram 34 tipos de cafés comerciais do
Panama, e o teor de flavonoides totais das amostras analisadas encontraram-se na
faixa de 22,16 e 38,29 mg de catequina/g amostra. Ja Hecimovic et al. (2011)
encontrou valores inferiores para os cafés da variedade arabica, que ficou na faixa
de 15,41 e 17,29 mg/g, dependendo do grau de torra.

No trabalho de Hecimovic et al. (2011), que avaliou as espécies C. arabica e
C. canephora na condi¢ao verde e em trés niveis de torra, foi observado valores de
flavonoides totais que variaram de 12,33 a 20,58 mg acido galico/g amostra.

Ja no estudo de Vieira (2015), foi verificado em graos de café verde um

conteudo de flavonoides totais (41,2 mg/g) maior que de polifendis (4,855 mg/qg),
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diferentemente do que foi encontrado no presente trabalho e nos estudos
supracitados.

A diferenca de valores encontrados no conteudo total dessas substancias
normalmente depende da maturidade dos gréaos e, em menor grau, sobre a
composigao do solo, condigdes climaticas e praticas agricolas relacionadas ao café
arbusto  (STELMACH; POHL; SZYMCZYCHA-MADEJA, 2015; FARAH;
DONANGELO, 2006). Em adigao, Cheong et al. (2013), relata que a discrepancia de

valores pode ser explicada pela diferente origem do café verde.

5.2 Atividade Antioxidante do ECV

Evidéncias cientificas tém demonstrado que os compostos fendlicos
provenientes do extrato do grdo de café cru ou verde, principalmente os ACGs,
exibem inumeras propriedades biologicas, incluindo efeitos antibacteriano,
antioxidante, atividade anticarcinogénica e termogénica (KONO et al., 1997;
SHIMODA; SEKI; AITANI, 2006; VINSON; BURNHAM; NAGENDRAN, 2012).

Considerando que a atividade antioxidante dos extratos de plantas esta
relacionada a uma complexa mistura de substancias, que podem atuar por meio de
mecanismos variados (ROCHA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009), sao propostos
diferentes métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de extratos vegetais,
envolvendo ensaios quimicos ou até mesmo o uso de ferramentas instrumentais
(MEINHART et al., 2018). Dessa forma, este trabalho utilizou diferentes métodos in
vitro para avaliagdo do potencial antioxidante do ECV.

Os métodos mais utilizados para determinacao da atividade antioxidante sédo
baseados na determinagdo espectrofotométrica por meio de mecanismos de
transferéncia de atomos de hidrogénio e transferéncia de elétrons livres. Esses
ensaios incluem o radical 2,2-difenil-1-(2,4,6-trinitrofenil) hidrazil (DPPH), o acido
2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) e reducdo do ion ferro
(FRAP) (ARNAO, 2000; FRANKEL; MEYER, 2000; WOLLINGER et al., 2016;
SHIVAKUMAR; KUMAR, 2018).

O ensaio de DPPH é um dos métodos mais populares e frequentemente
utilizados em ensaios antioxidantes, € uma metodologia simples e rapida, que nao
envolve condigbes drasticas de temperatura e oxigenagéo, além de economicamente
acessivel (IHA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009). O DPPH é considerado um
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radical livre estavel devido sua estrutura quimica que permite o deslocamento do
elétron desemparelhado por toda a molécula, este deslocamento confere a molécula
uma coloragdo roxa pupura que possui uma banda de forte absorcédo em 517 nm
(SCHAICH; TIAN; XIE, 2015).

Nos testes que envolvem capacidade sequestradora, os resultados foram
expressos em ICso que se refere a minima concentragao necessaria de antioxidante
para inibir 50% de uma determinada concentracéo de radical (CETKOVIC et al.,
2012). Para Roesler et al. (2007), um extrato apresenta alto potencial de sequestro
de radicais livres quando possui baixo valor de ICso, inibindo a oxidagdo em 50% do
radical.

De acordo com os resultados obtidos, demonstrou-se que a atividade doadora
de atomos de hidrogénio ao radical DPPH foi concentragdo-dependente para ECV
utilizando agua purificada ou etanol 50% como solventes. O extrato apresentou uma
linearidade entre 0,625 - 10,0 yg/mL, com R? de 0,9958 e 0,9992, respectivamente
(Figura 7). As atividades maximas encontradas para o ECV dissolvido em agua e em
etanol 50% na concentragdo de 20,0 uyg/mL no meio reacional, apresentou valores

de 81,08 e 75,83%, respectivamente, alcangando um platd de atividade (Figura 8).

Figura 7 - Habilidade doadora de atomo de hidrogénio ao radical livre DPPH do
ECV. Linearidade do ECV (A) diluido em agua e (B) etanol 50%. Os resultados estédo
representados pela média + EPM de medidas feitas em ftriplicata de cada

concentracao.
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Figura 8 - Habilidade doadora de atomo de hidrogénio ao radical livre DPPH do
ECV. Curva concentragao-resposta do ECV (A) diluido em agua e (B) etanol 50%.
Os resultados estéo representados pela média + EPM de medidas feitas em triplicata

de cada concentragao.
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Em estudo realizado por Stelmach, Pohl e Madeja (2015), amostras de 0,06
mL de infusdes obtidas de graos de café verde de diferentes origens do mundo
apresentaram atividade doadora de atomos de hidrogénio que variam de 59,7% a
93,3%, com média de 75%. Em outro estudo, realizado com extratos obtidos de
graos de café verde arabica e robusta utilizando isopropanol em diferentes
concentragdes como solvente, foi observado também um alto potencial sequestrador
do radical DPPH. Na concentragao de 200 ppm, amostras de café arabica exibiram
atividade de 76 a 92% e as de café robusta exibiram atividade de 78 a 88% (NAIDU
et al., 2008).

Xavier (2017) avaliou a atividade antioxidante de dois cultivares do café
arabica em diferentes niveis de processamento pds-colheita e foi verificado valores
de ICs0 que variaram de 68,0 a 410,94 pg/mL. Segundo Lépez-Galilea, Pefia e Cid
(2007), a maior capacidade antioxidante do C. canephora é atribuida principalmente
ao maior teor de cafeina nesta espécie, uma vez que em seus estudos foi observado
uma correlagao significativa entre o conteudo de cafeina e antioxidantes avaliado
pelo ensaio de DPPH de bebidas de cafés comerciais.

Em estudo realizado por Noorazwani et al. (2021), investigaram a capacidade
antioxidante do C. canephora local (Jor, Malasia) submetido ao processo de

fermentacdo ou torra. Os valores de ICs0 encontrados para o café cru, torrado e
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fermentado foram 2,35, 3,23 e 2,43 mg/mL, respectivamente. Nota-se que o ICso
encontrado por estes autores apresentou valores de ICso0 superiores ao do ECV,
indicando que o extrato utilizado para este trabalho apresenta maior potencial
antioxidante. Essa variagao pode ser justificada pela diferenca de clima, estado
nutricional do solo e processamento ao qual o café foi submetido, uma vez que
esses parametros influenciam no conteudo de bioativos responsaveis pela atividade
antioxidante (FARAH; DONANGELO, 2006).

Contudo, podemos concluir com base nos resultados obtidos que o café
apresenta relevante capacidade sequestradora de radical livre DPPH apresentando
potencial como antioxidante primario.

Foi avaliado também a capacidade sequestradora do radical ABTS pelo ECV.
A amostra apresentou atividade nesse método de forma concentracdo-dependente.
A atividade maxima encontrada para o extrato foi de 99,39% numa concentragédo de
12,5 yg/mL alcangando posteriormente um platé em 25 pg/mL (99%) e um valor de
ICs0 de 3,80 pg/mL. A linearidade para o extrato apresentou-se entre 0,78 — 12,5
ug/mL com R? de 0,9872 (Figura 9).

Figura 9 - Atividade sequestradora do radical ABTS pelo ECV. (A) Linearidade e (B)
concentragao resposta. Os resultados estdo representados pela média + EPM de

medidas feitas em triplicata de cada concentragao.
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Vignoli et al. (2014) relataram valores de ABTS de 48,2 a 36,4 g de Trolox/100
g para cafés soluveis arabica e robusta com diferentes graus de torra. Este mesmo
trabalho analisou o potencial antioxidante pelo método FRAP e observou que esta

atividade permaneceu quase estavel (de 16,6 a 15,9 g Trolox/100 g para robusta e
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13,6 a 13,4 g Trolox/100 g para arabica) diferentemente com os resultados
observados pelo método de ABTS que demonstrou uma diminuicdo com o aumento
de torra.

No presente trabalho, a metodologia de FRAP também foi utilizada para
analisar o poder redutor de ferro do ECV. Os resultados foram expressos em
equivalente de Trolox, considerando que quanto maior o resultado, maior é a
capacidade redutora de Fe3', e assim, mais equivalente ao padrdo Trolox
(SHIVAKUMAR; KUMAR, 2018). O resultado foi calculado por meio da curva padréo
de Trolox que apresentou um R? de 0,9989 e o poder redutor do ECV na
concentragéao de 100 ug/mL foi de 0,93 uM Trolox/ pg/mL de amostra.

Outros estudos utilizaram a metodologia de FRAP para demonstrar a
atividade antioxidante de café verde e torrado (HECIMOVIC et al., 2011; NAIDU et
al., 2008; CHEONG et al., 2013). Assim, estes testes tém se tornado ferramentas
usuais e extremamente necessarias na selecao de produtos naturais com potencial
antioxidante (ALVES et al., 2010; PRIOR et al., 2005). O ensaio de FRAP mede
somente os mecanismos de transferéncia de elétrons que em combinagdo com
outros meétodos, pode ser util na distingio de mecanismos dominantes com
diferentes antioxidantes. Devido aos potenciais redox comparaveis do Fe3*-TPTZ
(0,70V) e do ABTS (0,68V), os compostos antioxidantes que reagem no ensaio do
ensaio de FRAP tendem a reagir de forma similar no ensaio ABTS, gerando
resultados que se correlacionam positivamente (CASTELO-BRANCO; TORRES,
2011).

O método de quimioluminescéncia baseia-se na emissao de luz gerada em
uma reacado quimica. Neste caso, a oxidagdo do luminol (5-amino-2,3-diidro-1,4-
ftalazinediona) envolve a formagdo de um complexo entre o agente oxidante (H202)
e a enzima HRP (horseradish peroxidase) oxidada, para a produgdo do radical
luminol (SHAHIDI; ZHONG, 2015).

A enzima HRP nativa reage com H202, desta maneira, catalisa a oxidagdo do
luminol por meio de um ciclo enzimatico. Luminol é o reagente quimioluminescente
aquoso mais utilizado, este reage com intermediarios da enzima HRP formando o
radical luminol (L*), o qual reage com oxigénio, formando um endoperdxido (LO%).
Este endoperdxido se decompde formando o dianion 3-aminoftalato eletronicamente
excitado (AP%), que retorna ao seu estado basal, emitindo fétons, os quais sado

captados pelo equipamento. A enzima HRP retorna a sua forma reduzida (nativa)



67

pela reagdo com uma segunda molécula de luminol (KAMIDATE et al.,, 1995;
DODEIGENE; THUNUS; LEJEUNE, 2000).

No entanto, na presencga de moléculas antioxidantes, o radical luminol reage
rapidamente com estes compostos antioxidantes, levando a uma inibicdo da
oxidagdo dos radicais luminol a 3-aminoftalato, e subsequente diminuigdo na
intensidade de emisséo de luz, onde pode ser considerada uma medida da atividade
antioxidante (COSTIN et al., 2003).

No ensaio de quimioluminescéncia com geracdo de radicais livres
(HRP/luminol/H202) foi verificado para o ECV uma capacidade sequestradora de
radical livre concentragdo-dependente de 0,01 - 5,0 ug/mL, além de apresentar baixo
valor de 1Cso (0,323 pg/mL), provavelmente devido a sensibilidade do método
(MARQUELE et al., 2005). Atividade antioxidante maxima encontrada foi de 99,4%
a 5,0 yg/mL. A linearidade do método ocorreu na faixa de 0,01 - 0,60 pg/mL com R?
= 0,9667 (Figura 10).

Figura 10 - Atividade sequestradora de radicais livres (%) gerados pelo sistema
H202/luminol/HRP pelo ECV. (A) Linearidade e (B) curva concentragao resposta. Os
dados foram expressos como porcentagem de inibicdo em relagdo ao controle. Os
dados sao representados pela média £+ EPM de medidas feitas em triplicata de cada

concentragao.
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Fonte: O proprio autor.

Dessa forma, podemos observar que o ECV apresentou em todos os métodos
in vitro utilizados um elevado potencial antioxidante. Em adicdo, devido a
diversidade dos resultados conclui-se que nao € recomendavel a utilizagdo de um

unico teste para determinar a capacidade antioxidante de uma substancia e mais de



68

um teste deve ser realizado, devido os diferentes modos de acdo dos antioxidantes
presentes em uma matriz vegetal (HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005; DUDONNE et al.,
2009).

5.3 Caracterizagdo do OL

Avaliar as propriedades fisico-quimicas se faz necessario uma vez que
fornecem informagdes sobre as propriedades quimicas ou fisicas de uma amostra.
Sendo assim, as técnicas instrumentais, baseadas em determinados principios
fisicos e quimicos desempenham importante papel avaliador da qualidade e
seguranga, por exemplo de 6leo vegetais (IAL, 2008) que podem ser empregados na
producao de produtos farmacéuticos e cosméticos.

As determinagbes realizadas nas analises de O6leos e gorduras sao
geralmente os chamados indices, que séo expressdes de suas propriedades fisicas
ou quimicas. Sao estes indices que, juntamente com as reagdes caracteristicas,
servem para identificagdo e avaliagcdo da maioria dos 6leos e gorduras, sendo o
resultado da andlise baseado neste conjunto de dados (IAL, 2008). A Tabela 2
apresenta os resultados da caracterizacao fisico-quimica do OL.

Tabela 2 - Resultados das analises fisico-quimicas do OL.

Propriedades Resultado

indice de acidez

(mg KOH/g) 4,97+0,26
(% acido oleico) 2,50+0,13
indice de perdxidos (meqg/Kg) 4,90+0,00
indice de saponificagdo (mg KOH/g) 191,95+0,24
Densidade (g/mL a 20°C) 0,9244+0,00
Rancimat (h) 2,21
Cor Amarelo-dourado
Odor Caracteristico

Fonte: O proprio autor.

O indice de acidez € um importante parametro para avaliar o estado de

conservacao do 6leo, que esta intimamente relacionado com a natureza e qualidade
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da matéria prima, com a qualidade e o grau de pureza do 6leo, com o
processamento e, principalmente, com as condigdes de conservagao, uma vez que a
decomposicdo dos glicerideos € acelerada por aquecimento e pela luz, sendo a
rancidez quase sempre acompanhada da formacdo de AGs livres. O indice de
acidez corresponde ao numero de mg de base (KOH ou NaOH) para neutralizar os
acidos graxos livres em 1 grama de amostra (HARTMAN; STEVES, 1982; IAL,
2008).

Este para@metro pode ser influenciado por diversos fatores como maturagao
dos graos, tempo de estocagem da matéria-prima, agdo enzimatica, qualidade dos
graos, processo de extragdo do o6leo (por agdo mecanica e/ou por solventes) e,
principalmente, as condigdes de conservagdao (CARDOSO et al., 2010).

Entre a colheita e a industrializagao, ocorre a etapa de armazenagem, em que
sementes e/ou graos armazenados podem sofrer alteragdes em sua composicao
quimica, em razao do ambiente de conservacdo. Na industria oleaginosa, os graos
passam por um periodo relativamente longo de armazenamento, compensando a
sazonalidade entre safras para que nao ocorra falta de matéria-prima para extragao
do 6leo (BORDIGNON, 2009). Conforme Dios (1984), uma caracteristica dos graos
oleaginosos, quando armazenados, é a acidificagdo, que se processa de forma
progressiva, dependendo das condigbes ambientais do local, da quantidade de
materiais estranhos, de grdos amassados e descascados, sendo acelerados para os
maiores valores de teor de agua e da temperatura do grao.

De acordo com a resolugdo RDC n°270 da ANVISA (2005), os oleos
prensados a frio e ndo refinados deve apresentar limite maximo de acidez de 4,0 mg
KOH/g. Nota-se, entdo, que o indice de acidez encontrado para o OL apresentou
valor um pouco acima do permitido (Tabela 2). Possivelmente, esse grau de acidez
foi obtido em virtude de uma maior quebra hidrolitica, sugerindo que as amostras
possam nao ter sido devidamente preservadas durante os processos de secagem,
extracdo e/ou armazenamento (MORETTO; FETT, 1998).

Outro fato é que em d6leos de primeira prensagem, a concentragao de acidos
graxos livres é pequena, diferente daqueles de prensagens subsequentes, que
apresentam conteudo mais elevado destes compostos, pois neste processo a matriz
celular é rompida e as lipases tem tempo de hidrolisar os triacilglicerois
(McCLEMENTS; DECKER, 2010), assim o valor um pouco mais elevado encontrado
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para o OL obtido comercialmente neste trabalho pode ser explicado pelo fato de néo
ser produto obtido de primeira prensagem.

No entanto, ainda que o resultado obtido para o OL excedesse o valor
estabelecido pela ANVISA (2005), a Physical and Chemical Characteristics of Oils,
Fats and Waxes (FIRESTONE, 2006) estabelece como satisfatério um indice de
acidez inferior a 3% expresso em % de acido oléico, sendo assim o valor encontrado
para o OL atendeu aos critérios de qualidade da AOCS uma vez que apresentou
uma % em acido oléico de 2,5 (Tabela 2).

Moura et al. (2019) encontraram valores de indice de acidez de outros 6leos
vegetais, como Babacgu (1,58mg KOH/qg), Buriti (1,67mg KOH/g), Macauba (8,74 mg
KOH/g) e Pinhdo-manso (3,99 mg KOH/g). Enquanto, para o 6leo de girassol foi
encontrado indice de acidez de 3,09 g de &cido oléico/100g e para o dleo de coco
indice de acidez de 4,48 mg KOH/g e acidez em acido oléico de 0,43%. O resultado
do indice de acidez € um ensaio que pode variar conforme a temperatura, ar
atmosférico e luz. Assim, armazenar o 6leo de maneira correta evita a acao desses
fatores e, consequentemente, evita a sua deterioragdo, aumentando a vida de
prateleira do produto (MORETTO; FETT, 1998).

Outro ensaio fisico-quimico realizado foi o indice de perdxido. Este indice tem
como papel avaliar o grau de oxidagao de oOleos e gorduras, sendo utilizado para
quantificar os hidroperdoxidos que sdo produtos primarios da rancidez oxidativa.
Logo, a presenga destes compostos € um indicio de deterioracdo de Oleos e
gorduras (FENNEMA, 2000). A principal forma de deterioragdo dos 6leos consiste na
oxidagao, que ocorre quando o oxigénio atmosférico € dissolvido no dleo e reage
com os acidos graxos insaturados, que sdo mais reativos quanto maior numero de
insaturacdes em suas cadeias. E um processo natural e a taxa de deterioracdo
dependera da quantidade de antioxidantes presentes (MACHADO et al., 2006).

Portanto, o indice de perdxido € um indicador muito sensivel no estagio inicial
da oxidagdo do 6leo ou gordura e a sua presenga € indicio de deterioracdo, que
podera ser verificada em alteragdes nas caracteristicas dos 6leos (REDA;
CARNEIRO, 2007). Conforme a resolugdo RDC n° 270 da ANVISA (2005),
estabelece limite maximo de 15,0 meq/kg para 6leos prensados a frio e néo
refinados. Observa-se que o OL apresentou niveis de perédxidos (Tabela 2) dentro

dos padrdes preconizados pela legislagcéo, indicando que o mesmo possui baixo
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processo oxidativo e consequentemente pouca formacao de perdxidos, confirmando
que o Oleo nao esta deteriorado.

O indice de saponificagdo € um indicativo da quantidade relativa de acidos
graxos de alto e baixo peso molecular. Os ésteres de baixo peso molecular
requerem mais alcali para a saponificagdo, portanto o indice de saponificacdo €
inversamente proporcional ao peso molecular dos acidos graxos presentes nos
triacilglicerois (MELLO; PINHEIRO; 2012, FIRESTONE, 2013).

Dessa forma, a reacao de saponificagdo pode estabelecer o grau de
deterioracao e a estabilidade, verificar se as propriedades dos 6leos estdo de acordo
com as especificagées e identificar possiveis fraudes e adulteragdes (MORETTO;
FETT, 1998). De acordo com a Physical and Chemical Characteristics of Oils, Fats
and Waxes (FIRESTONE, 2006), estabelece para 6leo bruto valor de indice de
saponificagao entre 188,0 e 196,0 mg KOH/g, com base no resultado obtido para OL
(Tabela 2) o valor encontra-se dentro da faixa permitida pela legislagdo. Um indice
de saponificagcdo acima do permitido pela legislagdo indica presenca indevida
triglicerideos de cadeia curta, enquanto valores abaixo do permitido indicam
presenca de triglicerideos de cadeia longa (MORETTO; FETT, 1998). Sendo assim,
o OL ndo apresentou alteragdes em sua composicao e, consequentemente, nio
sofreu nenhuma fraude ou adulteracao.

Epaminondas (2009), avaliou o indice de saponificacdo de OL das variedades
dourada e marrom obtidos de sementes cruas e torradas. Foi encontrado valores de
saponificagdo menores nos oOleos das sementes cruas (182,62 + 0,54 mg KOH/g
dourada e 184,01 £ 1,07 mg KOH/g marrom) que os obtidos das sementes apos
torrefacéo (202,49 + 0,40 mg KOH/g dourada e 201,46 + 0,87 mg KOH/g).

Para se avaliar a estabilidade oxidativa ou a sua suscetibilidade a oxidacgao, o
O0leo ou gordura €& submetido a teste de oxidacdo acelerada, sob condigdes
padronizadas e um ponto final € escolhido, no qual se observam sinais de
deterioracdo oxidativa. Para se acelerar a oxidacao, os testes incluem elevacio de
temperatura, adigdo de metais, aumento da pressao de oxigénio, estocagem sob luz
e agitagcdo. Porém, o aquecimento € o meio mais utilizado e eficiente (ANTONIASSI,
2001).

Importante salientar que a composi¢ao dos acidos graxos presentes nos 6leos
e gorduras é particularmente relevante em relagcédo a estabilidade oxidativa. Quanto

mais insaturada for a matriz, mais rapida sera a reagcao de oxidagdo. Em adigao, o
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teste Rancimat determina a estabilidade de oxidagao dos 6leos em um tempo muito
curto, utilizando de altas temperaturas (50 - 150°C) e aeragao intensiva, o que pode
modificar a natureza do processo de oxidagdo (MASZEWASKA et al., 2018).

A estabilidade oxidativa realizada pelo método de Rancimat em temperatura
de 110°C e fluxo de 10,0 L/h apresentou um tempo de inducdo da amostra de OL em
2,21h (Tabela 2). Devido ao baixo tempo de indugdo encontrado, foi realizado o
teste com um outro OL obtido comercialmente da marca DUOM, sendo que o
mesmo apresentou menor resisténcia a degradagao oxidativa com tempo de indugéo
de 1,41h. Assim, esses resultados do periodo de indugdo do OL, obtidos pelo
método acelerado de Rancimat, mostra uma estabilidade oxidativa baixa, o que é
justificado pelas caracteristicas de composi¢éo relevante do nivel de acidos graxos
poliinsaturados (AGPIs) dessa matriz. Apesar de conferirem susceptibilidade a
degradagao lipidica, estes mesmos acidos graxos promovem beneficios a saude
(RIGON et al., 2017).

Rudnik et al. (2001), encontraram um valor de tempo de indugao maior (6,4h)
a uma temperatura de exposicdo menor que 100°C e fluxo de 10,0 L/h. Neste
estudo, foi utilizado um 6leo prensado a temperatura inferior a 40°C em nitrogénio. E
o0 mesmo nao foi refinado ou branqueado.

Assim, esta variagcao pode ser devido a diferentes fatores relacionados, como
processo de obtencgdo, estocagem e composi¢cado quimica do 6leo comercial utilizado
no estudo. Nawar (2000) relatou que entre os fatores que afetam ou catalisam a
oxidacdo dos lipidios, os mais importantes sdo: presenca de insaturacdo nos acidos
graxos, luz, temperatura, presenca de antioxidantes e de pro-oxidantes (como
metais e clorofila), enzimas, metaloproteinas, microrganismos e condi¢gdes de
armazenamento.

Symoniuk, Ratusz e Krygier (2017), analisaram 15 OL prensados a frio
obtidos do comércio local e encontraram variacdo entre os mesmos nos valores de
Pl, sendo o menor de 2,85h e maior de 4,96h.

Para Frankel (1993) os métodos de estabilidade acelerada apresentam
validade restrita, pois a medida em que se submete a amostra ao aquecimento, a luz
ou ao contato com metais muda-se o0 mecanismo da oxidacdo. Assim, os resultados
obtidos sofrem desvios dos valores reais, ja que o comportamento do 6leo nestas

condi¢des sera diferente das condigbes normais de estocagem.
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A determinagdo da densidade €, geralmente, feita em analise de alimentos
que se apresentam no estado liquido. Pode ser medida por varios aparelhos, sendo
os picndmetros e densimetros convencionais e digitais os mais utilizados. Os
picnbmetros dao resultados precisos e sao construidos e graduados de modo a
permitir a pesagem de volumes exatamente iguais de liquidos, a uma dada
temperatura. Da relacado destes pesos e volumes resulta a densidade dos mesmos a
temperatura da determinagdo. Usando agua como liquido de referéncia, tem-se a
densidade relativa a agua ou peso especifico (IAL, 2008).

E preciso destacar que a densidade evidencia o quanto de material esta
contido por uma unidade de volume, auxiliando na caracterizagdo das substancias.
E inversamente proporcional ao volume; sendo assim, quanto maior a densidade
menor sera o volume ocupado, para uma mesma massa da substancia, ou seja,
quanto menor for o peso molecular dos triglicerideos, menor sera a densidade; e
quanto maior for o grau de insaturagdo, mais denso sera o 6leo (CARVALHO, 2017).
Segundo Wallia et al. (2014) a densidade ¢é influenciada pelo grau de insaturagao dos
acidos graxos.

Carvalho (2017) salienta que o OL nao apresenta paradmetros determinados
legalmente, esta falta de informacéo fisico-quimica prejudica a comparagdo dos
resultados em relacao a legislagao, no entanto, apresenta em um de seus trabalhos,
um valor de densidade de 4,28 g/mL a 25°C o que difere bastante com o resultado
encontrado de 0,9244 g/mL a 20°C. Contudo, no estudo de Epaminondas (2009), os
valores encontrados dos 6leos obtidos de sementes cruas e torradas de linhaga
marrom e dourada, encontram-se todos muito préximos entre si (0,924 - 0,9260
g/mL), como também, do valor encontrado para nossa amostra (Tabela 2). Valores
estes que sdo recomendados por Gustone, Harwood e Dijkstra (2007), Firestone
(2006), Novello e Pollonio (2011).

Considerando os resultados encontrados, podemos observar que o OL é
susceptivel a oxidagcao lipidica, que pode ocorrer durante o processamento,
manipulagéo e estocagem por ser um 6leo rico em acidos graxos poliinsaturados.
Em contrapartida, devido as potencialidades relatadas do OL, torna-se importante
sua incorporacdo em formulagdes que favoregcam sua absor¢do no organismo e
principalmente protejam-no contra eventuais fendmenos de degradagao (RIGON et

al., 2017). Assim, foi desenvolvida uma NE constituida de OL como fase oleosa.
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5.4 Desenvolvimento das NEs

5.4.1 Determinagao do valor de EHLreq para o OL

A estabilidade das emulsées se deve principalmente ao uso de tensoativos na
sua preparacgao, estes por sua vez apresentam natureza anfifilica cuja molécula
contém grupamentos hidrofilicos e lipofilicos que se posicionam entre as duas fases
da emulsdo (aquosa e oleosa), originando uma pelicula interfacial que diminui a
tensdo entre elas e estabiliza o sistema. O balango entre as duas porgoes
moleculares com caracteristicas opostas € denominado EHL. Este apresenta um
sistema de classificacdo dos tensoativos, tendo como base os parametros de
solubilidade desses compostos em solventes polares e/ou apolares (GRIFFIN, 1949;
LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 1986; PASQUALI; SACCO; BREGNI; GADHAVE,
2014).

Cada emulsdo, em particular, possui um valor de EHL especifico, que
depende do dleo utilizado, da proporgédo dos componentes e ainda se esse 0Oleo vai
constituir a fase interna ou externa da emulsdo. O valor de EHLreq para um 6leo ou
sistema oleoso € determinado por meio da preparagédo de uma série de emulsdes
com tensoativos apropriados em uma faixa de EHL (MORAIS et. al., 2008).

Uma vez que emulsdées O/A apresentam aspecto menos oleoso e uma
aplicacdo topica mais agradavel (SILVA; SOARES, 1996; COUTINHO; SANTOS,
2014) foi desenvolvida uma emulsao O/A pelo método de baixa energia.

De acordo com literatura as NEs podem ser obtidas utilizando de 1,5 a 10%
de tensoativos, sendo mais apropriado o uso de menores concentracées devido ao
poder irritativo a pele das altas concentragdes destes (TEO et al., 2010; GIANETI et
al., 2012). Assim, foram desenvolvidas neste trabalho emulsdes constituidas de 5%
de mistura de tensoativos.

Primeiramente, para determinacédo do valor de EHL do OL foram preparadas
12 emulsdes nas concentragdes de 10% de fase oleosa com o par de tensoativos,
Span® 80 e Tween® 80, na faixa de EHL entre 4,3 e 15,0. Apos 24h, foram avaliados
a separagao/cremeacao e os aspectos macroscopicos das formulagoes.

As emulsdes constituidas de valores de EHL de 4,3 a 9,0, como também, de
13,0 a 15,0, apresentaram intensa cremeacao. Enquanto, as emulsdes com valores
de EHL de 10,0 11,0 e 12,0, apresentaram melhores caracteristicas macroscopicas

(cremeacao leve) observadas apds 24 horas de sua preparagcao no teste de
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centrifugagéo. Assim, estes valores de EHL foram utilizados para continuidade dos
estudos.

Em estudo realizado por Hosseini et al. (2015) foi verificado um valor de EHL
de um OL em 11,7, utilizando 10% dos pares de tensoativos Tween®80 e Span®60.
Rebougas (2019), verificou um valor de EHL de 12,0 utilizando como par de
tensoativos um altamente hidrofilico (EHL 22,0) e outro altamente lipofilico (EHL
2,0).

5.4.2 Determinacgao do sistema tensoativo

Um dos principais fatores que controla o processo de emulsificacdo € a
estrutura e a concentracao de tensoativos e, consequentemente, a tensao interfacial
do sistema, uma vez que o aumento na concentragao de tensoativos geralmente
provoca diminuicdo da tensao interfacial, promovendo emulsificagdo do sistema
(BOUCHEMAL et. al., 2004). Segundo a literatura, € possivel a obtencdo de
emulsdes a partir de um unico tensoativo, no entanto, emulsdes mais estaveis séo
formadas pela combinagao destes agentes, lipofilicos e hidrofilicos, uma vez que os
mesmos podem adsorverem-se a interface O/A formando um filme interfacial coeso
(LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 1986; PRISTA; ALVES; MORGADO, 1992;
STORPIRTS, 1998).

Baseado nesses conceitos, para obter NEs estaveis utilizando OL foram
propostos outros pares de tensoativos, utilizando como tensoativos lipofilicos o
monooleato de sorbitano (Span®80/EHL=4,3) e o olivato de cetearilo
(Olivem®1000/EHL=9,0), e como tensoativo hidrofilico o 6leo de ricino hidrogenado
40 OE (Chremophor® RH 40/EHL=13,0) (Tabela 3). Os parametros observados na
analise macroscopica foram a estabilidade fisica do sistema, bem como a presenca
de caracteristicas relacionadas a NEs, como translucéncia e reflexo azulado
(MORALES et. al., 2003; TADROS et. al., 2004).
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Tabela 3 - Avaliacdo macroscopica das formulacdées com diferentes pares de

tensoativos apos 24h de preparo para determinagédo do sistema tensoativo.

Valor de EHL (1) Tms/TaooEe (% p/p) (2) Toc/TaooE (% p/p)
10,0 N SF
11,0 CL SF
12,0 Cl SF

Legenda: Tus = tensoativo monooleato de sorbitano; Toc = tensoativo olivato de cetearilo; T4ooe = 6leo
de ricino hidrogenado 40 OE; N = normal, sem alteragdo; CL = cremeacao leve; Cl = cremeacgao

intensa; SF = separacgdo de fase. Fonte: O préprio autor.

Segundo os resultados obtidos (Tabela 3) o par de tensoativos (1) (Tms/T400E)
foi 0 que proporcionou maior estabilidade frente ao teste preliminar, o que sugere
que a mistura dos dois tensoativos, favorece a formagao de emulsdes estaveis no
valor de EHL de 10,0. Chamanai, Horn e McClements (2002), relataram que a
estabilidade de uma emulsao frente a cremeacédo depende da composicédo do dleo,
pois a densidade da goticula deste depende do tipo e da concentracdo de moléculas
apolares presentes na fase interna. Além disso, a taxa de transporte destas
moléculas apolares através do filme interfacial da fase aquosa depende de sua
solubilidade em agua e, em fungao disso, o crescimento das goticulas por Ostwald
ripening também sera dependente da composi¢ao do 6leo.

Sendo assim, o par de tensoativos (1) com valor de EHL 10,0 foi escolhido
para os estudos subsequentes devido a maior estabilidade fisica observada apos
24h do preparo, esse sistema tensoativo provavelmente favoreceu uma disperséo

mais adequada da fase oleosa e uma menor tensao interfacial do sistema.

5.4.3 Obtencgao e caracterizagao fisico-quimica das NEs

O método de inversdo de fases pela mudanca da fracdo volumétrica é um
método eficiente na produgdo de NEs e depende mais da razao entre a fase oleosa
e emulsificantes do que da fase aquosa (FERNANDEZ et al., 2004). Baseado neste
conceito, para se obter uma NE com tamanho de goticula nanométrica, foi analisado
a influéncia da quantidade de fase oleosa na formulagao, utilizando concentragdes
de 5 e 10%. Os aspectos macroscopicos, diametro médio, potencial zeta e IP das

NEs sdo mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Avaliacdo macroscopica e microscépica das formulagées de EHL 10,0
contendo 5 e 10% OL, com par de tensoativos SPA®80/ Chremophor®RH40.

Fase

Tamanho de Potencial
Oleosa Centrifugacgao’ Aspecto? Cor? ] 4
particula (nm) Zeta (mV)
(%)
5 + FTA LA 79,63 0,125 -26,1
10 + FTA LA 188,8 0,195 -29,1

Legenda: '(+) em conformidade; 2FTA: fluido translticido azulado; 3LA: levemente amarelado; *IP:

indice de polidispersividade. Fonte: O préprio autor.

As amostras, macroscopicamente, apresentaram-se com aspecto translucido
de reflexo azulado e coloragdo levemente amarelada, caracteristicas estas
apresentadas em emulsées com tamanho de glébulos diminutos (MORALES et al.,
2003; TADROS et al., 2004). Além disso, o0 aspecto amarelado provavelmente se
deve a coloragao caracteristica do OL obtido de semente dourada. Na Tabela 4,
observa-se que ambas as formulagdes, ou seja, com maior ou menor concentragao
de fase oleosa apresentaram particulas na faixa nanométrica entre 20 e 200 nm
(MARZUKI; WAHAD; HAMID, 2019). Devido a isso, as mesmas apresentaram, como
relatado, aparéncia translucida, uma vez que isso ocorre quando o tamanho do
glébulo é inferior a 200 nm, ou uma aparéncia leitosa quando o tamanho esta entre
200 e 500 nm (FORGIARINI et al., 2001; CAPEK, 2004; SOLE et al., 2012).

Diversos fatores podem influenciar no grau de distribuicdo e o didametro médio
de goticulas da NE, em especial, a selecédo dos componentes, como os tensoativos
e os Oleos, a composicado quantitativa das formulacdes e as condi¢gdes experimentais
utilizadas nas técnicas de preparacao (BOUCHEMAL et al., 2004). As formulagdes
contendo de 5 e 10% de OL (Figura 11) apresentaram distribuicdo monomodal das
goticulas, indicando homogeneidade. Este fato pode ser devido a formacéo de uma
estrutura bicontinua ou lamelar, quando a fase aquosa esta sendo vertida na fase
oleosa. Depois que essas estruturas passam do ponto de inversao decompdem-se
em pequenos globulos de o6leo, sendo essa decomposigédo facilitada pela baixa
tensao interfacial do sistema no ponto de inversdo de fases (FERNANDEZ et. al.,
2004 SAFAYA; ROTLIWALA, 2020). Desta forma, a emulsificagdo é considerada a

etapa de maior importédncia no processo de obtencdo dos sistemas
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nanoemulsionados, sendo que, uma dispersao insuficiente pode resultar em
globulos grandes com ampla distribuicdo (MAINARDES; EVANGELISTA, 2005).

A literatura relata que a lipofilicidade do 6leo e a concentragao da fase oleosa
em sistemas nanoemulsificantes do tipo O/A sédo diretamente proporcionais ao
tamanho da NE (PORTER et al., 2004; GIANETI et al., 2012). No presente estudo foi
verificado que a menor concentracido de fase oleosa forneceu uma NE com tamanho
médio de particula inferior que a formulada com maior concentragdo. Resultados
semelhantes foram obtidos por Camargo (2008) que relatou observar menores
tamanhos de goticulas com menores proporgdes de fase oleosa.

E importante destacar que as particulas sdo suscetiveis as forgas
gravitacionais, independentemente de suas dimensdes, mas é menos provavel que
a sedimentagdo das nanoparticulas ocorra em comparagdo com as goticulas
convencionais, uma vez que o movimento browniano de goticulas menores & maior
do que a taxa de cremeacdo induzida pela gravidade (HUANG; YU; RU, 2010;
NORCINO et al., 2020). Isso esta de acordo com a observacdo de que goticulas
menores que 1 pm sao normalmente cineticamente estaveis (Yl et al.,, 2014).
Portanto, nas NEs, devido ao pequeno tamanho de particula e menor tensao
superficial entre o oleo e a fase aquosa, dificiilmente permite aglomeragédo ou
precipitacdo e, dessa forma, reduz a possibilidade de formagdo de creme ou
sedimentacdo (SUTRADHAR; AMIN, 2013). Isto auxilia a penetrar a barreira das
membranas biologicas por alteragéo reversivel do arranjo celular e melhorando a
interacdo com as células apds solubilizagao da barreira lipidica ou fusao da interface
de dupla camada lipidica com a parede celular (BASPINAR; BORCHERT, 2012; RAI
etal., 2018).

A distribuicdo granulométrica das particulas € uma maneira efetiva para
estimar a estabililidade e o efeitos de emulsificacdo das NEs (LI et al., 2009). O IP é
uma grandeza adimensional que revela a qualidade da dispersdo de uma amostra,
variando de valores de 0,1 até 1,0. Valores préximos de 1,0 sdo indicativos de
amostras de baixa qualidade, o que significa a presenga de glébulos de tamanho
coloidal de alta polidispersividade. Logo, baixos valores de polidispersao sao
indicativos de uma amostra de qualidade com alto grau de uniformidade no tamanho
das particulas (JAFARI; HE; BHANDARI, 2007). Conforme Yilmaz e Borchert (2006),
o IP deve ser menor que 0,25 devido a reducédo do fenébmeno Ostwald ripening. As

NEs obtidas com OL apresentaram IP menor que 0,2 (Tabela 4) e uma distribuicao
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monomodal (Figura 11), apresentando assim boa homogeneidade do tamanho das

goticulas.

Figura 11 - Distribuicdo granulométrica da NE contendo (A) 5% e (B) 10% de FO.
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Fonte: O proprio autor.

O potencial zeta reflete a composigao da interface das NEs, seja em relagéo
aos tensoativos formadores do filme interfacial ou em relacdo a presenca de
moléculas com carga localizadas na interface. A magnitude desse potencial permite
uma avaliagao da estabilidade das particulas em suspensao considerando que, se
todas as particulas apresentam um valor altamente positivo ou altamente negativo
desse potencial, elas irdo se repelir evitando a agregagcédo. No caso de valores de
potencial zeta proximos a zero, a auséncia de carga superficial pode favorecer, em
alguns casos, interagdes entre particulas o que promove processos de floculagdo ou
agregacao. De forma geral, a fronteira entre suspensdes estaveis e nao estaveis é
considerada como sendo o valor de potencial zeta de £+ 30 mV (ROLAND et. al.,
2003; WANG et al., 2006).
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Dessa forma, podemos observar que as NEs desenvolvidas apresentaram
altos valores negativos de potencial (Tabela 4), apresentando-se muito préoximos do
relatado como ideal para se obter repulsao eletrostatica que promova estabilizacéo
da emulsdo (MULLER; JACOBS; KAYSER, 2001; CLOGSTON; PATRI, 2011). NEs
produzidas a partir de misturas de tensoativos ndo-ibnicos apresentam potencial
zeta negativo. A carga superficial negativa tem sido atribuida a adsor¢céo de ions
hidroxila na interface O/A. Esse mecanismo pode ser decorrente da formacao de
ligacbes de hidrogénio com os grupos etoxi da cadeia polietilénica, originando ions
oxénio (HO; AHMAD, 1999; LIU et al., 2006; SANTOS et al., 2011).

Diante dos resultados obtidos, a NE contendo 5% de OL foi escolhida para

ser aditivada de ECV uma vez que apresentou um menor tamanho de goticula.

5.5 Caracterizacao Fisico-Quimica das NEs Aditivadas de ECV

A NE obtida previamente foi acrescida de ECV em diferentes proporcoes
(0,25, 0,5 e 1,0% p/p), conforme metodologia descrita no item 4.2.5.5. Apds 24h do
preparo, as NE aditivadas foram submetidas a centrifugacao e avaliadas quanto aos
aspectos macroscopicos, pH, condutividade elétrica, tamanho de particula, IP,

potencial zeta, morfologia e comportamento reolégico.



Tabela 5 - Caracterizacao fisico-quimica das NEs aditivadas e nao de ECV.
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Tamanho
Condutividade de Potencial
Formulagdo Centrifugagdo! Aspecto? Cor? pH IP*
(uS) particula Zeta (mV)
(nm)
5,18 91,0 79,63 -26,1
Base + FTA LA 0,125
+0,06 +1,41 +36,60 +3,43
5,04 389,5 79,65 -29,2
0,25% ECV + FTA MC 0,108
+0,03* +0,71* +32,50 +6,57*
5,16 672,5 87,83 -35,6
0,5% ECV + FTA MM 0,203
+0,02 +3,54* +55,94* +5,39*
5,23 1235,0 82,20 -38,5
1,0% ECV + FTA M 0,176
+0,15* +4,24* +38,55* +4,56*

Legenda: '(+) em conformidade; 2FTA: fluido translicido azulado; 3LA: levemente amarelado, MC: marrom claro, MM:

marrom médio, MI: marro intenso; #IP: indice de polidispersividade. *Diferenga estatisticamente significativa em relagéo a

NE BASE (p<0,05). Fonte: O préprio autor.

Todas as formulagdes, aditivadas ou ndo de ECV, apresentaram
caracteristicas tipicas de NE, como fluidez, translucéncia e reflexo azulado
(TADROS et al., 2004). Quanto a coloragcao das NEs, foi observado um aumento
gradativo na intensidade da cor com o0 aumento da concentragao adicionado de ECV
(Tabela 5), uma vez que o mesmo apresenta coloragao caracteristica do café
(SANTOS et al., 2017).

Além disso, foi realizado o teste de centrifugacdo com NEs aditivadas e nao
de ECV. A centrifugagcdo aumenta as colisdes entre os gldbulos acelerando assim a
possivel instabilidade, por isso, este teste prediz com rapidez a provavel estabilidade
do sistema (GEORGETTI et al., 2007; FERRARI; ROCHA-FILHO, 2011). Em
formulacbes que apresentam alto IP, a centrifugagdo acelera o processo de
cremacgao (CASTELI et al., 2008). Assim, pode-se verificar que a adigdo de ECV nas
concentragdes de 0,25 — 1,0% nao promoveu instabilidade fisica da NE de OL frente
ao teste de centrifugagéo (Tabela 5). Dessa forma, como todas apresentaram
caracteristicas macroscopicas satisfatorias foram utilizadas nos estudos

subsequentes.
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As NEs aditivadas com as diferentes concentragdes de ECV permaneceram
com apenas uma populacao de goticulas (Figura 12) e valores de IP < 0,2 (Tabela
5). Esses resultados indicam que a adigdo do ECV de 0,25 a 1,0% nao alterou a
distribuicdo do tamanho das goticulas mantendo-se uniforme, ou seja, todas as
formulagdes demostraram uma distribuicdo estreita de tamanho de particulas. Em
adicdo, foi verificado que a concentragdo de 0,25% do ECV nao conduziu a um
aumento do tamanho de particula, enquanto a adicdo de 0,5 e 1,0% levou a um
pequeno aumento, contudo permanecendo em tamanho menores que 100 nm
(Tabela 5), valores estes econtrados dentro da faixa prosposta pela literatura
(ACEVEDO-FANI; SOLIVA-FORTUNY; MARTIN-BELLOSO, 2017; CHORADIYA;
PATIL, 2021; MALODE et al., 2022; SAMPAIO et al., 2022).

A estabilidade inerente das NEs pode estar relacionada ao uso de tensoativos
ou polimeros que proporcionam estabilizagao entre as particulas, reduzindo assim a
possibilidade de coalescéncia. Assim, considerando os resultados obtidos, os
processos de instabilidade das NEs foram evitados (FERNANDEZ et al., 2004;
TADROS et al., 2004). Além disso, a espessura do filme interfacial, que esta
relacionado com o tamanho da particula, evitou a ruptura da mesma (FORGIARINI
et al., 2001; BOUCHEMAL et al.,, 2004; TADROS et al., 2004; SONNEVILLE-
ABRUN; SIMONNET; L'’ALLORET, 2004; IZQUIERDO et al., 2005).
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Figura 12 - Distribuicdo granulométrica da NE contendo (A) 0,25%, (B) 0,5% e (C)
1,0% ECV.

IIE.....-...-..---..-.-.---.--..---.-.-.---..-...-_-..--.---.---.-.-.---..-..---...

14:. A ....--.._..-.--...-..-.-:-.....-..-....-.'....-..-...--.-..-.--......--..

T S Y 0 P M
£ T : : [ : :
= gt- - - mmm e m—. - e [ (L P - mmmimpm s m—. - [
_."':.. . . I .
B [ . H [ L : :

= = mES TR =S = =EspEEEE=E== “r e I R = ===sctErT=== == I |
- : [ :
-_ - - . - - ] [T - T - —

5 YA 5 5

N i 10 100 1000 10000
Stra [d.nmj

B
4. - . . .
o
D

D

Intarsity {Poroont)

Sima [d.nmj

14--..--..---.--...-.-..-..-.-..--.-.-..--..--..-_-.---.--..-.-..-..-.-.---.-.-...

' ' f- ' '
12+~ C ---.--..:-.-..-..-.-..-.:-.-..--..--.Il-.:',l.---.--..-.-..:...-.-..-..---..:
| . ' | o ' .

' ' | ' ' '

T O

s : : [ : :
e
i : : {0 : :
--..--..---.--.“---.--..-.-..-.:-.-.---..-L..-;-.%--.---.-.-..,..-.-.---.---..

Intarsily (Poroont)

Lo e e e i mem i dmmm i b e a e i adeimmm i mem i aba i mmm

.---.---.z--.---.---.---.---..--.f--..-i-.--h.--..---.--..---.--..---..

o0 MR mm
E i

:

:

Shra (d.nmj

Fonte: O proprio autor.

Vale ressaltar que o potencial zeta mede a estabilidade a longo prazo da NE,
sendo que quando o valor em modulo € pequeno, a forca de atragcao das particulas é

maior podendo desestabilizar o sistema de dispersao coloidal através da floculagao.
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Como referéncia, a NE com um valor potencial zeta de £+ 30 mV ou superior é
indicativo de uma estabilidade promissora a longo prazo (JEONG; OH; KIM, 2001;
ROLAND et. al., 2003; COSTA et al., 2014b). Uma vez que o potencial zeta das NEs
adicionadas de ECV foram -29,7 a -38,5mV, indica que os sistemas se mostram
cineticamente estaveis (Tabela 5). Nota-se que a distribuicdo do potencial zeta da
NE base, como também, das adicionadas de ECV, foi detectada na zona de carga
negativa, indicando a presenga adequada de repulsdo eletrostatica de Van der
Waals para estabilizar o sistema (ROMES et al., 2020).

Outro parametro capaz de avaliar a estabilidade das emulsdes é a medida de
condutividade, uma vez que a estabilizacdo do sistema pode ser alcancada na
presencga de eletrélitos (MORAIS, 2008; CINAR, 2017). O café, por sua vez, contém
em sua maioria solidos soluveis, correspondendo a cerca de 30% de sua
composigao total (AGUIAR et al., 2005). Nota-se, portanto, que com o aumento da
concentragdo de ECV nas formulacdes, a condutividade elétrica também aumentou.
Segundo Morais (2008) e Cinar (2017), a adigcao de eletrdlitos em solugbes de
tensoativos ou em emulsdes pode provocar o fenbmeno denominado salting-out. Em
emulsdes, este promove um rearranjo das moléculas de tensoativos nas interfaces
O/A e A/O, que se modificam, tornando-se mais rigidas, formando entdo uma
barreira mecanica, aumentando a estabilidade. Este fenébmeno pode ser explicado
como resultado de um rearranjo do filme interfacia. Com o aumento da
concentracdo de eletrdlitos as interfaces tornam-se mais condensadas. Contudo,
dependendo da quantidade de eletrdlito utilizado, o sistema pode se desestabilizar
progressivamente, proporcionando a destruigao dos globulos.

De acordo com Friberg, Goldsmith e Hilton (1988), a adigdo de eletrdlitos a
fase continua de emulsées O/A provoca reducao do potencial repulsivo da dupla
camada elétrica, esta redugdo causa uma diminuicdo do potencial total de superficie
dependendo da quantidade de eletrdlitos adicionados, a altura da barreira energética
€ reduzida, perdendo-se assim a estabilidade do sistema. Neste estudo, foi
observado que a adicdo do ECV as formulagdes promoveu uma maior estabilidade
dos sistemas, indicado pelo aumento no valor de potencial zeta. Assim, os
resultados sugerem que as NEs desenvolvidas podem permanecer estaveis por um
longo periodo (MARQUES et al., 2018).

Em relagdo ao pH das NEs (Tabela 5), todas as formulagbes apresentaram

pH proximos ao da pele (4,6 a 5,8), sendo entdo considerados valores adequados
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para formulagbes topicas por garantir compatibilidade da pele em razdo de
irritabilidade, sustentar processos fisioldgicos e contribuir para a prote¢ao bactericida
e fungicida em sua superficie (BORDAS, 2003; YILMAZ, 2016). Portanto, os valores
de pH obtidos, tanto da NE base como das aditivadas com ECV, estdo de acordo
com a utilizacdo destinada de produtos aplicados topicamente.

A avaliagcdo da densidade em relacdo a adicdo de diferentes concentracdes
de ECV também foi analisada. Foi verificado que todas as formula¢des, NE base
(0,9244 £ 0,006 g/mL), 0,25% (1,0007 + 0,002 g/mL), 0,5% (1,0018 + 0,003 g/mL) e
1,0% (1,0033 + 0,003g/mL) aditivadas de ECV possuem valores préximos do
componente majoritario, resultados compativeis com literatura (SILVA JR. et al.,
2013; LYRA, 2019). As NEs contém em sua composi¢ao maior conteudo de agua
que possui densidade de aproximadamente 1,00 g/mL. Apesar de estarem em
menor proporg¢do, o surfactante Span®80 e o OL também possuem densidades
préximas a 1, sendo 1,068 g/mL e 0,9244 g/mL, respectivamente.

A morfologia das NEs foi avaliada em MET que consiste em uma ferramenta
para observacado direta da estrutura de materiais atdbmicos, sendo considerada a
técnica mais acurada dentre as existentes (SELBACH, 2017). Portanto, a MET tem
sido utilizada para analisar e validar o tamanho e a morfologia das particulas (SINGH
etal., 2017).

A caracterizagdo qualitativa nanoscopica da morfologia das goticulas
presentes por meio de MET, foi realizada na NE base e NE adicionada de ECV a

0,25%. A Figura 13 mostra as imagens morfolégicas das NEs captadas.
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Figura 13 - Imagem de microscopia eletrobnica de transmissdo, evidenciando a
morfologia da NE (A) sem o ECV e (B) contendo 0,25% ECV. Escala 0,2 ym,
aumento de 30.000x.

p .
A . " “
'l A Z% .. -
B T
e A
. _. )
o p  * B 2@ i
v o Sk
.‘., -, .s\
| T - ey
& . i

Fonte: O préprio autor.

As imagens sugerem que as goticulas apresentam formato esférico, e que a
NE contendo ECV demonstrou morfologia semelhante a NE base, indicando que a
adicdo do extrato nessa concentragdo ndo modificou a estrutura da NE. Além disso,
€ possivel observar que as goticulas de d6leo estdo distribuidas uniformemente na
fase continua sem agregacado das mesmas, o que implica que as cargas superficiais
das particulas sao suficientes para manter a repulsao entre elas, levando a uma
emulsdo estavel (FRANZOL; REZENDE, 2015). Portanto, as imagens confirmam o
tamanho nanométrico da fase dispersa interna, além de sua morfologia circular de
uma nanogoticula.

Se faz importante, também, avaliar o comportamento reolégico das NEs, uma
vez que estuda as propriedades de fluxo e a deformagédo da matéria (RAO, 2013;
ZHANG; McCLEMENTS, 2018). A reologia de uma NE determinara, por exemplo, a
sua capacidade para fluir através de um tubo, a eficiéncia dos processos de mistura
e seus atributos sensoriais, como suavidade, cremosidade ou sensacido. As
propriedades reoldgicas das NEs podem variar consideravelmente dependendo de
sua composicao, interagao e estrutura, variando de liquidos de baixa viscosidade a
materiais semissolidos (ZHANG; McCLEMENTS, 2018).
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Tabela 6 - Parametros do comportamento reoldgico das NEs aditivadas e nao de

ECV determinados pela Lei de Poténcia.

Formulacéo indice de fluxo indice de consisténcia (cP)
Base 0,9379 1,4

0,25% ECV 1,1235 0,4

0,5% ECV 0,9569 1,4

1,0% ECV 0,9460 1,4

Fonte: O proprio autor.

Figura 14 - Reogramas de tensdo de cisalhamento em funcdo do gradiente de
cisalhamento das NEs (A) base, (B) 0,25%, (C) 0,5% e (D) 1,0% ECV.
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Conforme o modelo da Lei de Poténcia, quando o indice de fluxo (n) for igual
a 1, o fluido é newtoniano (STEFFE, 1992). De acordo com os resultados
apresentados na Tabela 6, as NEs base e aditivadas de ECV apresentaram valores
muito préximos de n = 1, o que pode definir as NEs com um comportamento do tipo
newtoniano. Um fluido newtoniano caracteriza-se por possuir viscosidade absoluta
constante, independentemente da variacdo da taxa de deformacdo, como
demostrado na Figura 14, em que a relagdo entre a tensao de cisalhamento e o
gradiente de cisalhamento é linear (COSTA; CAGNON; BATTAGLINI, 2010). Isso
significa que para uma dada temperatura, a viscosidade das NEs permanece
constante durante sua medi¢do, independentemente do tempo e da taxa de
cisalhamento empregrada (SEIBERT, 2015).

Portanto, quanto mais préximo de 1, menor tendéncia a pseudoplastia de uma
amostra (ALMEIDA, BAHIA, 2003; BRICENO, 2000), porém também é relevante
considerar o perfil demonstrado pelas amostras, pois este se mostra um fator
significante. Assim, os valores encontrados de n bem proximos de 1, observados nas
NEs base e aditivadas de extrato podem ser explicados devido a sua baixa
viscosidade, demonstrando caracteristica bastante fluida.

Segundo a literatura, as NEs s&o caraterizadas como liquido de reduzida
viscosidade, apresentando geralmente um comportamento reolégico do tipo
newtoniano. Esse parametro é influenciado pela concentracdo de 6leo da fase
interna e pelo didmetro de goticulas das formulagdes, nesse sentido em altas
concentragbes de fase interna a viscosidade da emulsdo aumenta devido a
aproximacao das goticulas de 6leo na fase continua (ISHII; SASAKI; OGATA., 1990;
SILVANDER et al., 2003). Os valores de viscosidade das NEs, representados pelo
indice de consisténcia (k), foram equivalentes a 0,4 e 1,4 cP (Tabela 6), revelando
um baixo indice. Sendo assim, as NEs aditivadas e ndo de ECV apresentaram baixa
viscosidade, sendo que a concentragcdo de 5% foi suficiente para manter um fluido
do tipo newtoniano.

O mesmo comportamento foi observado em um estudo realizado por Seibert
(2015), em que a NE desenvolvida apresentou valor de n = 1 e o k foi equivante a
2,91 cP. Rebougas (2019) em seu estudo encontrou valor de k igual a 1,2 cP para
uma NE a base de acido betulinico e 6leo de linhaga. Valores estes proximos ao

encontrado no presente estudo.
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Sendo assim, considerando os resultados obtidos, pode-se inferir que a
incorporagao do ECV nas concentragbes de 0,25 a 1,0%, ndo promoveu alteragdes
significativas nas caracteristicas fisico-quimicas avaliadas, proporcionando

propriedades favoraveis para o uso dessas NEs quanto a aplicagao cuténea.

5.6 Determinagdo do Conteudo de Polifendis Totais das NEs

O conteudo total de polifendis das NEs aditivadas com diferentes
concentragbes do ECV, foi determinado por meio da extragdo por particido das
mesmas, € a quantificacao foi realizada mediante equacao da reta obtida pela curva
padrédo de acido galico. O resultado de polifendis totais das NEs aditivadas foi
comparado com o valor tedrico do ECV livre nas mesmas concentragcdes para
confirmar a presenga dos mesmos, sendo o resultado expresso em % conteudo total
(Tabela 7).

Tabela 7 - Conteudo de polifendis totais das NEs aditivadas de ECV em diferentes

concentragdes, expressando os valores reais e tedricos em ug/g, e o conteudo total

em %.
Polifenois totais Polifenois
. Conteudo total
Formulagao (ng/g) totais (ug/g) %)
o
Valor real Valor teérico
0,25% ECV 94,07+1,30 116,52 80,74
0,50% ECV 181,09+6,26 233,04 77,71
1,0% ECV 356,76+13,48 466,08 76,55

Fonte: O proprio autor.

Com base nos resultados obtidos, foi observado uma diminui¢do do teor de
polifendis totais das NEs quando comparado ao valor tedrico contido no ECV
adicionado nas mesmas. Por outro lado, ndo houve diferenga estatistica entre as
NEs com as diferentes concentragées de ECV incorporado. Em estudo realizado por
Gadkari e Balaraman (2015), verificou-se o conteudo de polifendis de uma NE

aditivada de catequina extraida do cha verde, assim como, do proprio composto
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isolado, e também observaram diminuicdo no conteudo de polifendis no sistema
nanoemulsionado. Segundo eles, essa reducéo pode ser devido a camada protetora
de lipidios circundando o ativo que ndo estava facilmente disponivel na reagédo. Além
disso, componentes das NEs, como os tensoativos, podem interagir com os
compostos fendlicos dificultando a disponibilidade de extragdo dos mesmos
(COMUNIAN et al., 2017; CHANIOTI; KATSOULI; TZIA, 2021). Chaiittianan e
Sripanidkulchai (2014) observaram esse comportamento em seus estudos, relatando
que o perfil dos componentes fendlicos da NE desenvolvida com extrato de
Pyllanthus emblica L. apresentou baixa disponibilidade quando comparado com o
extrato livre em solugdo etandlica 50%, sugerindo que os compostos fendlicos
interagiam com os tensoativos por ligagbes de hidrogénio e forgcas de Van der
Waals.

Contudo, ressalta-se que um alto valor de conteudo de polifendis totais,
superior a 75%, foi encontrado nas NEs incorporadas de ECV, possibilitando que as

mesmas possam desempenhar um potencial antioxidante.

5.7 Avaliagao da Atividade Sequestradora do Radical Livre DPPH das NEs
Aditivadas de ECV

Para a avaliar a atividade antioxidante das NEs aditivadas com diferentes
concentragdes de ECV foi utilizado o método de DPPH. O resultado foi expresso em
% da redugao do radical DPPH (Figura 15), sendo que as NEs, assim como o ECV
livre foram diluidos de modo que atingissem 50% da capacidade antioxidante

analisada anteriormente para o extrato.
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Figura 15 - Atividade sequestradora do radical DPPH do ECV livre e das NEs
aditivadas em diferentes concentracdes. *Diferenca estatisticamente significativa em
comparacao com ECV livre (p<0,05) e **Diferencga estatisticamente significativa em

comparacgao NE aditiva.

60~ "
3
g 40-
k=
z
3
nzn-
==
o-
¢ 2 e 2
@ % 8% 2
B ow %
P 3 <

Fonte: O préprio autor.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 15 foi observado uma
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) da capacidade sequestradora de
radical livre do ECV adicionado as NEs nas trés concentracdes testadas em relacao
ao ECV livre. Esses resultados mostram uma concordancia com os valores obtidos
de polifendis totais, uma vez que foi verificado nesse teste a diminuicdo de
compostos fendlicos e, consequentemente, uma menor capacidade antioxidante nos
sistemas nanoemulsionados. Contudo, os valores encontrados de 48,41 + 0,12%
(NE 0,25% ECV), de 49,82 £ 0,31% (NE 0,5% ECV) e de 50,22 + 0,1% (NE 1,0%
ECV) se mostraram adequados para aplicagao tépica antioxidante.

Mazzarino et al. (2017) observaram em seus estudos que o conteudo de
compostos fendlicos totais das NE aditivas de extrato de jabuticaba e seu extrato
livre apresentaram mesmo comportamento quanto a capacidade antioxidante,
concluindo que a capacidade antioxidante do extrato livre e das NEs contendo o
extrato esta associada aos seus componentes fendlicos.

Portanto, os resultados corroboram com estudos nos quais encontraram um

coeficiente de correlagdo positivo entre o conteudo fendlico total e o ensaio de
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DPPH de extratos de plantas (CAIl et al.,2004; DJERIDANE et al., 2006; QUINTAO et
al., 2013).

5.8 Teste de Estabilidade Preliminar (Ciclo Gela-Degela)

O estudo de estabilidade fornece indicagdes sobre o comportamento do
produto, em determinado intervalo de tempo, frente a condigdes ambientais a que
possa ser submetido, desde a fabricacao até o término da validade (ANVISA, 2004).
Segundo Monografia da International Federation of Societies of Cosmetic Chemists —
IFSCC o teste de estabilidade é considerado um procedimento preditivo, baseado
em dados obtidos de produtos armazenados em condi¢gdes que visam acelerar
alteracbes passiveis de ocorrer nas condicdes de mercado. Como em todo
procedimento preditivo os resultados n&o sao absolutos, mas tém probabilidade de
sucesso.

A sequéncia sugerida de estudos (preliminares, acelerados e de prateleira)
tem por objetivo avaliar a formulagdo em etapas, buscando indicios que levem a
conclusdes sobre sua estabilidade. O chamado teste de estabilidade preliminar tem
como objetivo auxiliar e orientar na escolha das formulag¢des, o desenvolvimento e
inovacao do produto, utilizando-se diferentes formulagdes de laboratério e com
duragdo reduzida. Emprega condi¢cdes extremas de temperatura com o objetivo de
acelerar possiveis reagdes entre seus componentes e o surgimento de sinais que
devem ser observados e analisados conforme as caracteristicas especificas de cada
tipo de produto. Devido as condi¢des em que é conduzido, este tipo de teste nao
tem a finalidade de estimar a vida util do produto, mas sim de auxiliar na triagem das
formulacgdes ao longo da produgéo, antes de atingir o produto final (ANVISA, 2004).

O emprego de condigdes extremas de temperatura, como programado para o
teste do ciclo gela-degela, tem o propdsito de aumentar a velocidade de degradagéao
quimica e promover modificagdes fisicas de substancia e/ou alteragbes na forma
farmacéutica ou cosmética, empregando condi¢cées drasticas de armazenamento
(VELASCO et al., 2008). Sendo assim, as NEs aditivadas e ndo de ECV foram
submetidas ao processo de ciclo gela-degela, e avaliadas quanto a sua estabilidade

frente as condigdes extremas de temperatura (Tabela 8).
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Tabela 8 - Resultados dos testes de estabilidade preliminar das NEs, aditivadas e

nao de ECV, submetidas ao processo de ciclo gela-degela.

Condutividade

pH DPPH (%)
Formulagdo Centrifugacido' Aspecto? (uS)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
516 515 83,87 81,97
Base + | - -
+0.04 +0,04 0,49 +0,06*
503 5,03 403,38 404,33 39,38 34,61
0,25% ECV + [
+0,02 +0,01 12,52 +2,08 +1,02 +0,75*
506 5,02 683,00 709,67 4354 36,73
0,5% ECV + I
+0,03 +0,01 +3,46 +0,58* +0,73 +0,81*
513 510 1234,33 1310,0 45,70 43,96
1,0% ECV + I
+0,02 +0,01 +4,93 +1,00* +0,89 +1,33

Legenda: '(+): em conformidade; 2I: inalterado. *Diferenga estatisticamente significativa em comparag&o com a

medida inicial (p<0.05). Fonte: O préprio autor.

As NEs submetidas ao teste preliminar de ciclo gela-degela mantiveram suas
caracteristicas organolépticas sem modificagao de aspecto, cor e odor. Além disso,
nao foi evidenciado cremeacdo ou separagcdao de fase frente ao teste de
centrifugagdo (Tabela 8). Entre os mecanismos de desestabilizagcdo, como
floculagéo, coalescéncia, Ostwald ripening e cremeacgao, o fenbmeno de Ostwald
ripening € o mecanismo dominante de desestabilizagao para NEs, no entanto, outros
fendmenos podem ocorrer posteriormente, levando a separagéo das fases (BAZANA
et al., 2019). Assim, a estabilidade fisica observada nas NEs provavelmente foi
contribuida pela capacidade dos tensoativos ndo-idnicos, Cremophor®40 e Span®80,
de criar uma barreira estérica na interface O/A, reduzindo a tendéncia de colisdo de
goticulas (ROMES et al., 2020).

O valor de pH é um parédmetro de monitoramento da estabilidade, 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 odleos vegetais, é natural que ocorra uma diminui¢do do
pH em decorréncia da hidrélise dos ésteres de acidos graxos, que geram acidos

graxos livres. Estes por sua vez, reduzem o pH das formulagdes, sendo empregados



94

como indicadores de estabilidade frente a diferentes condicdes de armazenamento
(BENITA; LEVY, 1993; TAMILVANAN et al., 2001).

As NEs, no entanto, ndo apresentaram alteragcbes significativas de pH
(p>0,05) apds serem submetidas ao ciclo gela-degela. Além disso, os valores de pH
permanecerem dentro da escala compativel com o pH cutaneo (4,6 — 5,8)
(BORDAS, 2003; YILMAZ, 2016). Em estudo realizado por Maruno (2009), em NEs
formuladas com 6leo de gergelim e framboesa, o pH diminuiu progressivamente para
menos de 4,0, sugerindo a degradagao quimica dos componentes como liberagao
de acidos carboxilicos tanto da fase oleosa quanto do conjunto de tensoativos, uma
vez que ambos sdo compostos de acidos graxos.

No que diz respeito aos valores obtidos de condutividade elétrica, foi
verificado que NE base e NE 0,25% permaneceram estaveis apdés o ciclo gela-
degela, contudo, com as NEs aditivadas com maior concentragao de extrato (0,5 e
1,0%) houve um aumento estatisticamente significativo nesse parametro (Tabela 8).
Bernardi et al. (2011), observaram mudancas de condutividade nas NEs
desenvolvidas, no entanto consideraram as amostras estaveis devido a auséncia de
sinais de desestabilizacdo dos sistemas. E relatado que é dificil avaliar a
estabilidade apenas usando condutividade, pois ndo ha relacdo linear entre este
parametro e o processo de instabilidade (RIBEIRO et al., 2015).

A localizagdo dos compostos fendlicos em uma emulsdo desempenha papel
importante na determinacdo de sua estabilidade fisica e oxidativa. Por exemplo,
moléculas hidrofébicas de catequina e quercetina, que ficam localizadas nas fases
oleosas ou interfacial, ttm sido relatadas por exercerem uma maior capacidade
antioxidante em emulsdes de azeite do que as moléculas hidrofilicas de acido galico,
que estao localizadas principalmente na fase aquosa (DI MATTIA et al., 2009). De
acordo com a teoria do “paradoxo polar’, as moléculas hidrofilicas apresentam
menor capacidade antioxidante em emulsdes O/A, devido a sua menor afinidade
para a interface, onde a taxa de oxidagcdo é maior (LAGUERRE et al., 2015). Em
adicdo, a eficiéncia antioxidante €& altamente correlacionada as propriedades
hidrofébicas dos polifendis (SOCRIER et al., 2019).

Diante disso, foi observado que a NE adicionada de maior quantidade de ECV
(1,0%) ndo apresentou diferenca na sua atividade antioxidante apds o 6° ciclo de
armazenamento (Tabela 8). Esses resultados, podem sugerir que uma maior

concentragao de ECV e, consequentemente, uma maior quantidade de polifendis foi
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capaz de manter o potencial antioxidante da NE. Uma vez que em menores
quantidade de ECV, os polifendis presentes podem ter interagido com os
componentes da NE, como o dleo e os tensoativos, reduzindo assim sua capacidade
antioxidante (CHENG et al., 2019).

Portanto, com base nisso, ressalta-se que a temperatura de armazenamento
pode influenciar na capacidade antioxidante de extratos (GEORGETTI et al., 2007;
CAMPANINI et al., 2013). Ademais, alteragdes nas caracteristicas fisicas das NEs
também foram observadas em condicbes de estresse térmico (SEVCIKOVA et al.,
2011; RIBEIRO et al., 2015; FADHILA et al., 2019).

Considerando os resultados obtidos, foi conduzido a avaliacdo da capacidade
protetora das NEs aditivadas e ndo de ECV contra danos oxidativos causados por
RUVB em camundongos sem pelo. Contudo, anteriormente foi realizado uma analise
do possivel potencial de irritacdo das formulagbes para que uma aplicagdo topica

das mesmas fosse viavel.

5.9 Teste de Irritagdo Aguda da Pele

A terapia convencional com produtos topicos esta associada a possivel
percepgao de irritagdo na pele, o que restringe fortemente sua aplicabilidade e
aceitabilidade pelos pacientes (HAN et al., 2012). Nesse contexto, avaliar o potencial
irritante de substancias e produtos cosméticos é extremamente necessario para
garantir a eficacia e seguranga aos consumidores (ANVISA, 2004). Portanto, o teste
de irritagdo da pele foi realizado para confirmar a seguranga das NEs adicionadas e
nao de ECV.

No que se refere a analise macroscépica das peles de camundongos tratadas
com NEs aditivadas e ndo de ECV demonstradas na Figura 16, revelou que os
componentes e as concentragoes utilizadas no preparo das NEs sido consideradas
seguras, uma vez que nao apresentaram sinais de irritagdo, vermelhidao, inchaco,
inflamag&o ou quaisquer outras alteragdes incomuns na pele, ou seja, a aparéncia
da pele dos camundongos se manteve inalterada em todos os tempos. Os
resultados demonstraram uma boa tolerabilidade da pele em relagdo a aplicacéo
topica de todas as NEs desenvolvidas, indicando a possibilidade de uso topico das

mesmas.
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Figura 16 - Imagens do teste de irritacdo aguda em camundongos tratados com a
NE (1) sem ECV, (2) com 0,25%, (3) com 0,5% e (4) com 1,0% ECV; (a)

imediatamente apds a aplicagdo das NEs e (b) 72h apds aplicagao.
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5.10 Avaliacido da Eficacia Antioxidante In Vivo

Antioxidantes de origem vegetal sdo apresentados como alternativas para

gerenciar e evitar disturbios oxidativos e mediados pelo estresse, dentre eles os
originados na pele (AFAQ; MUKTHAR, 2006; CAMPANINI et al., 2013; FONSECA
et al., 2011; CUELHO et al., 2018; MELO et al., 2021). Como a pele é a principal

barreira a radiacdo solar, ela é profundamente afetada pelos efeitos nocivos da

radiagdo solar, sendo os raios UVB de grande importancia (ICHIHASHI et al.,

2003). As duas consequéncias fundamentais da exposicdo a RUVB s&o o

desenvolvimento de processo inflamatério mediado por uma superprodugao de

EROs e a deplegdo de antioxidantes enddgenos. Além disso, o acumulo de

lesbes por exposigao prolongada a RUVB mostrou ser uma causa de cancer de
pele e envelhecimento prematuro da pele (AFAQ; ADHAMI; MUKTAR, 2005).

Ainda, é descrito que o uso de protetores solares nao é totalmente eficaz contra a



RUVB, pois pode promover ainda mais a geracdo de EROs e causar reagdes
alérgicas (HANSON; GRATTON; BARDEEN, 2006; HEURUNG; RAJU;
WARSHAW, 2014). Hanson, Gratton e Bardeen (2006), verificaram que
quantidade de EROs induzidas por UV (20 mJ/cm?) geradas na epiderme
nucleada sdo dependentes do tempo em que os filtros quimicos, octocrileno,
octilmetoxicinamato ou benzofenona-3, permaneceram na superficie da pele.
Imagens de fluorescéncia de dois fétons mostraram que apdés 20 min. da
aplicagao de cada filtro UV na superficie da pele, o numero de EROs geradas
aumentou, embora permanecesse abaixo do numero gerado no controle. Ja, por
tempo de 60 min., os filtros geraram EROs acima do controle. Os dados
mostraram que quando todos os trés filtros UV penetraram nas camadas
nucleadas, os niveis de EROs aumentaram acima do produzido naturalmente pela
epiderme sob iluminag&o UV.

Embora bem estabelecido na literatura as propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e anticancerigenas da linhaca e do café, ainda nao foi relatado na
literatura evidéncias cientificas do efeito terapéutico dos mesmos incorporados
em uma NE O/A na inibi¢gado do processo oxidativo induzido pela RUVB.

A atividade da enzima MPO representa um teste indireto de recrutamento
de neutrdfilos para o local da lesao apés RUVB (IVAN et al., 2014; CAMPANINI et
al., 2013). A exposicdo excessiva a RUVB promove sintese de citocinas que
recrutam neutrofilos e mediam a agdo de suas enzimas metaloproteinases e
MPO, enzimas estas associadas a degradacgao de fibras de colageno e produgéo
adicional de EROs, respectivamente (NAVARRO et al., 2006; ABBAS et al., 2016;
MICHALAK et al., 2018).

Na Figura 17 pode-se verificar que a exposi¢cdo a RUVB induziu um
aumento expressivo da atividade da MPO de 4 vezes nos animais irradiados e
nao tratados em relacdo ao controle, que nao sofreu exposi¢ao a radiagcdo. Em
adicao, foi observado que o tratamento com as NEs Base e 0,25% ECV promoveu
inibicdo significativa da atividade da MPO de 32 e 49%, respectivamente,
comparado ao grupo irradiado e nao tratado. Apesar da NE adicionada de 0,25%
ECV apresentar uma maior capacidade em diminuir a migragcado leucocitéria,
avaliada pela atividade da MPO, esta ndao se mostrou estatisticamente
significativa em relagdo a NE base. Em adi¢cdo, apesar de verificar uma

diminuicdo na atividade da MPO das NEs com maior conteudo de extrato, estas
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nao se apresentaram com diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao

controle irradiado.

Figura 17 - Avaliacdo da atividade da MPO induzida pela RUVB. A inflamacao da
pele foi determinada em amostras coletadas 12h apds o término da irradiagdo. As
barras representam as médias + SEM de 6 camundongos por grupo e sao
representativas de dois experimentos experimentos separados. A analise estatistica
foi realizada por ANOVA seguido do teste de Tukey [*p<0,05 em relagdo ao grupo

nao irradiado (barra branca); #p<0,05 em relagao ao grupo irradiado (barra preta)].
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Fonte: O proprio autor.

No que se refere ao potencial antioxidante, somente a NE 0,25% ECV
apresentou uma resposta significativa em inibir a deplecdo da capacidade
antioxidante da pele medido pelos ensaios FRAP e ABTS (Figura 18). Nestes
ensaios nao foi verificado atividade antioxidante da NE base, como também, das
NEs aditivadas com 0,5 e 1,0% de ECV.

De acordo com resultados relatados por lvan et al. (2014) e Martinez et al.
(2015) de ensaios FRAP e ABTS in vivo, foi verificado que a RUVB levou a

deplecao da atividade antioxidante natural da pele, uma vez que as amostras



irradiadas demonstraram capacidade antioxidante significativamente menor do
que as amostras nao irradiadas por ambos os métodos.

Em adicao, é relatado que o ensaio ABTS corresponde eficientemente com
0s niveis enddgenos de glutationa, enquanto o ensaio FRAP reproduziu com
precisdo os niveis plasmaticos de acido ascorbico, acido urico e a-tocoferol
(KATALINIC et al., 2005).
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Figura 18 - Avaliagdo da capacidade antioxidante pelo ensaio de (A) FRAP e (B)

ABTS. O potencial antioxidante foi determinado em amostras coletadas apés 12h de

irradiacdo. As barras representam as médias + SEM de 6 camundongos por grupo e

sdo representativas de dois experimentos separados. A analise estatistica foi

realizada por ANOVA seguida do teste de Tukey [*p<0,05 em relagdo ao grupo nao

irradiado (barra branca); #p<0,05 em relagao ao grupo irradiado (barra preta)].
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Os resultados encontrados na avaliagao anti-inflamatéria e antioxidante das
NEs aditivadas e ndo de ECV, mostraram que as NEs contendo concentragbes
maiores (0,5 e 1,0%) de ECV n&o apresentaram respostas significativas quanto
aos efeitos terapéuticos avaliados.

Com relagéo a inibicdo significativa do processo inflamatério promovida
pela NE base, pode se sugerir que a presenga dos acidos graxos, 6mega 3 e 6,

proporcionaram uma capacidade anti-inflamatéria efetiva na pele (PETROVIC et
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al., 2012; BARABINO et al., 2003; RASHID et al., 2008; BABOOTA et al., 2012;
SGRIGNOLI et al., 2013; PIORNOS et al., 2017).

Para que os compostos fendlicos sejam considerados antioxidantes e
possam exercer seu papel biolégico € necessario que, em baixas concentragdes,
sejam capazes de impedir, retardar e prevenir a auto-oxidagdo ou oxidagao
mediada por radicais livres e que o produto formado apds a reagao seja estavel
(RICE-EVANS; MULLER; PAGANGA, 1996). Os resultados mostraram que a NE
em menor concentragdo (0,25% ECV) apresentou maior capacidade de inibigdo
de estresse oxidativo in vivo gerado na pele pela RUVB em camundongos sem
pelo. Enquanto, em NEs contendo concentragbes maiores de ECV (0,5 e 1,0%),
esse efeito ndo foi observando, o que pode sugerir que concentragdes superiores
a 0,25% adicionado na NE desenvolvida com OL como fase interna de ECV pode
causar efeito pré-oxidante. Contudo, permanecem abaixo dos niveis
apresentados nos controles irradiados e n&o tratados.

Em estudo realizado por Di Mattia et al. (2009), foi avaliado a capacidade
antioxidante de emulsdes contendo diferentes concentragcdes de compostos
fendlicos, e verificou que as emulsées contendo menores concentracdes desses
compostos apresentaram maior capacidade antioxidante, assim como observado

neste estudo.

6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos foi possivel desenvolver uma NE estavel com
potencial efeito terapéutico contra os danos oxidativos provocados pela RUVB. O
valor de EHLeq para o OL foi 10,0, utilizando como par de tensoativos o SPAN®80 e
Chremophor®RH40. A NE contendo 5% de OL foi a que apresentou menor tamanho
de goticula, sendo esta escolhida para ser aditivada de ECV.

As NEs aditivadas de diferentes concentracbes de ECV apresentaram
caracteristicas tipicas de NE, como fluidez, translucéncia e reflexo azulado. Quanto
aos valores de tamanho de particula, IP e potencial zeta, todas apresentaram
tamanho de particula <200 nm e distribuicdo monomodal, além de se mostrarem
cineticamente estaveis. O valor de pH das NEs aditivadas e ndao de ECV
apresentaram pH compativel com a da pele, e a condutividade mostrou que a adi¢ao

do extrato nas NEs nao provocou desestabilizacdo do sistema. Em relacdo a
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morfologia das NEs, as imagens demonstraram goticulas de formato esférico e
distribuicdo uniforme das particulas na fase continua da NE, além disso, a adi¢gao de
0,25% ECV nao modificou a estrutura do sistema quando comparada com a NE sem
ECV. Em adigdo, as NEs apresentaram comportamento reolégico do tipo
newtoniano.

O conteudo de polifendis totais e atividade antioxidante por DPPH das NEs
contendo ECV apresentaram correlacdo positiva em seus resultados, uma vez que
em ambos os ensaios foi observado uma diminuicdo no conteudo fendlico e,
consequentemente, uma menor capacidade antioxidante. Essa redugao sugere que
os componentes das NEs possam interagir por for¢cas intermoleculares com os
compostos fendlicos diminuindo sua disponibilidade.

Os resultados do teste preliminar mostraram que as NEs aditivadas e nao de
ECV mantiveram suas caracteristicas organolépticas apds estresse térmico, além
disso nao foi observado separacéo de fase pelo teste de centrifugagdo. Os valores
de pH também permaneceram na faixa recomendada para a pele. No entanto, no
que se refere a capacidade antioxidante do extrato aditivadas as NEs, foi verificado
uma diminui¢do nos seus valores indicando uma possivel influéncia da temperatura
de armazenamento na atividade antioxidante do ECV.

Em relacdo ao teste de irritacdo aguda da pele, todas as NEs foram
consideradas seguras para uso topico, uma vez que nao foi observado nenhum sinal
de alteracao na pele dos camundongos.

Por fim, os ensaios in vivo demonstram que a NE 0,25% ECV apresentou
maior potencial anti-inflamatério e antioxidante na pele. Além disso, na avaliagcéo da
atividade da MPO, foi observado inibicao significativa do processo inflamatorio para
a NE base, sugerindo que a presenga de acidos graxos do OL proporcionou
atividade anti-inflamatorio na pele. Contudo, foi verificado que as NEs em maiores
concentragdes de ECV (0,5 e 1,0%) nao apresentaram efeito terapéutico significativo
apods exposicao da pele a RUVB.

Portanto, os resultados permitem sinalizar que a administragao topica de ECV
adicionado em NE contendo OL como fase oleosa demonstra ser uma abordagem
promissora para proteger a pele dos efeitos deletérios da RUVB, contudo esses
resultados também indicam a importancia de mais estudos elucidando um possivel

papel desse produto em danos fotoxidativos na pele.
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