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RESUMO

A busca por uma aparéncia jovem e saudavel vem despertando no setor
cosmecéutico a crescente demanda por produtos com alto potencial inovador, com
destaque para os produtos da regido periocular. Os sinais visiveis de
envelhecimento extrinseco da pele sdo causados principalmente pela radiacio
ultravioleta que induz o estresse oxidativo, desta forma, a aplicagdao tépica de
antioxidantes promove agdo antienvelhecimento. Atualmente, o0s cosméticos
contendo ingredientes naturais e sustentaveis, sao solicitados por consumidores que
demonstram preocupacdes com a saude e o impacto ambiental. Dentre os ativos,
derivados de café destaca-se o extrato seco de café verde (ECV), sendo
comprovado o seu efeito no processo antienvelhecimento, com rica fonte de
antioxidantes e protetores do fotoenvelhecimento. Outro ativo associado a
biotecnologia € a levana (LEV), um exopolissacarideo que possui eficacia antirrugas,
promove o aumento da proliferagdo celular e da produgcdo de colageno. Desse
modo, o objetivo geral do trabalho foi desenvolver e caracterizar formulacdes
dermocosméticas em gel-ceme, do tipo O/A, de uso tépico, acrescida de extrato
seco de café verde (Coffea canhephora) e levana (Bacillus subtilis natto), isolados
e/ou em associagao, como nova alternativa cosmética natural para reduzir os sinais
da regido periorbital. Foram desenvolvidas quatro formulagdes gel-creme do tipo
O/A, sendo estas: FB - formulagédo base (sem ativos), F1 - 2,0% (p/v) LEV, F2 - 0,6%
(p/v) ECV e F3 -1,0% (p/v) LEV + 0,3% (p/v) ECV. As quatro formulagbes foram
submetidas a ensaios de pré-estabilidade (teste de centrifugagéo), avaliagdo das
caracteristicas organolépticas (cor, aspecto e odor), caracterizagado fisico-quimica
(determinacao de pH, espalhabilidade, retencédo de umidade), atividade antioxidante
dos ativos e das formulagdes pelo ensaio ABTS™ bem como reometria de
cisalhamento continuo (fluxo), nas temperaturas de 5°C, 25°C e 34°C e
espectroscopia fotoacustica com espectros obtidos no ultravioleta e visivel, variando
de 300 a 500 nm. Posteriormente avaliada a estabilidade preliminar das formuacgdes.
Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey. Os resultados
mostraram que todas as formulacbes nao apresentaram alteragcdes macroscopicas,
nem alteragdes no aspecto, cor e odor, exceto F1, alterando sua colocagao de
branco para rosé apds submissdao ao estesse término. O pH de todas as
formulagbes permaneceram na faixa recomendada para aplicagédo na pele (4,5 —
6,0). Em relagdo a espalhailidade, houve apenas diferenca estatistica entre as
formulacdes, independente do tempo, onde F3 (2.609 mm?) se destacou em
comparagao com as demais. Ja retengcdo de umidade nao foi observada diferengas
entre as formulagdes, no entando as mesmas apresentaram resultados satisfatorios.
Na avaliacdo da atividade antioxidante, LEV e ECV adicionaram alta propriedade
antioxidante a F1, F2 e F3, pérem, os maiores valores foram encontrados para a
formulacéo F3, em ambos os tempos (t0: 65,3 + 0,6% e t15: 87,4 + 2,7%). Neste
mesmo ensaio, no decorrer do ciclo gelo-degelo, F2 e F3 apresentaram aumento
desta propriedade, sendo mais pronunciada em F3 (65,3 + 0,6% para 87,4 + 2,7%).
Na analise reoldgica de fluxo continuo, a formulagéo F3 apresentou comportamento



nao-newtoniano e pseudoplastico. Ja na espectroscopia fotoacustica, F3 apresentou
absorcao optica abaixo de 400 nm, demonstrando sua capacidade de interacdo com
a pele e consequente penetragdo, tanto na superficie epidérmica quanto dérmica.
Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que, pela primeira vez, LEV e
ECV foram incorporadas em associagao, em uma formulagcédo a base de copolimero
de acrilatos de sédio e lecitina, onde as formulagbes desenvolvidas, especialmente
F3 (1,0% LEV+ 0,3% ECV), apresentaram caracteristicas promissoras para o
combate aos sinais de envelhecimento da regido periocular, sendo a candidata a
formulacédo final, uma vez que manteve suas caracteristicas fisico-quimicas e
organolépticas, apresentando excelente espalhabilidade, alta retengdo de umidade e
atividade antioxidante significativa mesmo apds submisséo a estresse térmico, além
de uma boa interacdo com a pele, permeando eficientemente tanto na superficie
epidérmica quanto dérmica. Assim, os resultados reforcam o potencial das
formulagdes, como nova alternativa cosmética natural, no cuidado da pele, para
reduzir os sinais da regiao periorbital, atendendo a crescente demanda por produtos
inovadores e sustentaveis na industria cosmética.

Palavras-chave: Cosméticos. Antioxidante. Hidratante. Bioativos. Biotecnologia.
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as a strategy to reduce signs in the periorbital region. 2024. 97f. Dissertacao
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2024.

ABSTRACT

A search for a youthful and healthy appearance has been sparking increasing
demand in the cosmeceutical sector for products with high innovative potential,
particularly focusing on periocular region products. The visible signs of extrinsic skin
aging are mainly caused by ultraviolet radiation, which induces oxidative stress.
Thus, the topical application of antioxidants promotes anti-aging action. Currently,
cosmetics containing natural and sustainable ingredients are sought after by
consumers who demonstrate concerns about health and environmental impact.
Among the active ingredients, derivatives of coffee, such as dry green coffee extract
(GCE), stand out for their proven effect in the anti-aging process, being a rich source
of antioxidants and protectors against photoaging. Another active ingredient
associated with biotechnology is levan (LEV), an exopolysaccharide that has anti-
wrinkle efficacy, promotes increased cell proliferation, and collagen production.
Therefore, the general objective of the study was to develop and characterize
dermocosmetic gel-cream formulations, of the O/A type, for topical use, enriched with
dry green coffee extract (Coffea canephora) and levan (Bacillus subtilis natto), either
isolated or in combination, as a new natural cosmetic alternative to reduce signs in
the periorbital region. Four O/A gel-cream formulations were developed: FB - base
formulation (without active ingredients), F1 - 2.0% (w/v) LEV, F2 - 0.6% (w/v) GCE,
and F3 - 1.0% (w/v) LEV + 0.3% (w/v) GCE. The four formulations underwent pre-
stability tests (centrifugation test), evaluation of organoleptic characteristics (color,
appearance, and odor), physicochemical characterization (pH determination,
spreadability, moisture retention), antioxidant activity of the active ingredients and
formulations using the ABTS++ assay, as well as continuous shear rheometry (flow)
at temperatures of 5°C, 25°C, and 34°C, and photoacoustic spectroscopy with
spectra obtained in the ultraviolet and visible ranges, ranging from 300 to 500 nm.
Subsequently, preliminary stability of the formulations was evaluated. Data were
subjected to analysis of variance and Tukey's test. Results showed that all
formulations did not present macroscopic alterations or changes in appearance,
color, and odor, except for F1, which changed its color from white to pink after
exposure to thermal stress. The pH of all formulations remained within the
recommended range for skin application (4.5 — 6.0). Regarding spreadability, there
was only statistical difference among the formulations, regardless of time, with F3
(2,609 mm2) standing out compared to the others. Moisture retention did not show
differences among the formulations; however, they all presented satisfactory results.
In the evaluation of antioxidant activity, LEV and GCE added high antioxidant
properties to F1, F2, and F3; however, the highest values were found for formulation
F3, at both time points (t0: 65.3 + 0.6% and t15: 87.4 + 2.7%). In this same assay,
during the freeze-thaw cycle, F2 and F3 showed an increase in this property, with F3
showing a more pronounced increase (from 65.3 £ 0.6% to 87.4 £ 2.7%). In the
rheological analysis of continuous flow, formulation F3 showed non-Newtonian and



pseudoplastic behavior. In photoacoustic spectroscopy, F3 showed optical
absorption below 400 nm, demonstrating its ability to interact with the skin and
consequently penetrate both the epidermal and dermal surfaces. Based on the
results obtained, it can be concluded that, for the first time, LEV and GCE were
incorporated in combination into a formulation based on sodium acrylates copolymer
and lecithin, where the developed formulations, especially F3 (1.0% LEV + 0.3%
GCE), presented promising characteristics for combating signs of aging in the
periocular region, being the candidate for the final formulation, as it maintained its
physicochemical and organoleptic characteristics, showing excellent spreadability,
high moisture retention, and significant antioxidant activity even after exposure to
thermal stress, as well as good interaction with the skin, efficiently permeating both
the epidermal and dermal surfaces. Thus, the results reinforce the potential of the
formulations as a new natural cosmetic alternative in skincare, to reduce signs in the
periorbital region, meeting the growing demand for innovative and sustainable
products in the cosmetic industry.

Key words: Cosmetics. Antioxidant. Moisturizer. Bioactives. Biotechnology.
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1 INTRODUGAO

O envelhecimento cutdneo € um processo natural e irreversivel,
caracterizado pela modificacdo da morfofisiologia e aparéncia da pele que, antes
com aspecto firme e tom uniforme, passa a apresentar manchas, flacidez e rugas.
Com o aumento da expectativa de vida, houve maior procura por parte da populacao
de produtos para a preveng¢ao dos sinais de envelhecimento e a melhoria da saude e
bem-estar corporal. Uma das regides que sofrem com este processo é a pele ao
redor dos olhos, assim, a crescente preocupagcdo com a saude da mesma tém
levado a busca por produtos que retardem ou minimizem este processo (GADELHA
et al., 2018; DWIVEDI et al., 2019).

Na tentativa da busca pela juventude e com as inovagdes
tecnologicas, € possivel a manipulacdo de inumeros produtos, principalmente os de
uso facial. Devido as fungdes da pele de aborgdo, nutricdo, protecdo e
autorregulagcdo, o grande objetivo dos cosméticos € proteger e manter sua
lubrificagado, evitando sua desidratacao, danificagao e envelhecimento precoce, pela
acao de alguns fatores externos como calor, sol, poluicdo, 0 que ocasiona perda
excessiva de agua, o que leva cada vez mais pessoas buscarem por tratamentos
cosméticos (BLOISE, 2021).

Segundo a Associacdo Brasileira da Industria Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), o Brasil ocupa a quarta posicao entre os
maiores consumidores de produtos cosméticos no mundo. De acordo com o
levamento de dados, o mercado de cosmeéticos fechou o ano de 2021 com um
crescimento superior a 3,9%, alcangando R$ 116,8 bilhdes e até novembro de 2022
o setor cresceu 4,2%, atingindo um faturamento de R$ 55,7 bilhdes (ABIHPEC,
2023).

Vale também lembrar que uma caracteristica da populagao brasileira
€ a pele se apresentar como mista e/ou oleosa, sendo essa uma caracteristica
comum na populacado devido ao clima tropical do pais, isso porque as temperaturas
mais elevadas e a maior exposi¢ao a luz solar faz com que a atividade das glandulas
sebaceas seja maior contribuindo para o aparecimento e desenvolvimento de
sintomas mais evidentes do envelhecimento da pele e o aumento da procura por
tratamentos dermocosméticos (BUCHER; ANDRADE; ZANQUETA, 2023).
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A area dos olhos é regido mais fina e sensivel da face e a que mais
esta propensa ao envelhecimento cutaneo, sendo assim, os cuidados com essa area
se tornam tao importantes. Dentre as alteragbes estéticas que afetam a regido facial,
estdo as disfungdes como olheiras, rugas, flacidez, edema e as bolsas de gordura.
Tendo em vista essas alteragdes, existem diversas sugestdes de tratamento para
corrigir as disfungdes da regidao periorbital, como peeling, preenchimentos e
eletroterapias (GADELHA et al., 2018).

Logo, se tem a necessidade de que as formulagdes cosméticas para
tratamento do contorno dos olhos possuam propriedades antioxidantes, drenantes,
despigmentantes regeneradores, descongestionantes, hidratantes, estimulantes de
colageno e elastina e ativos que impegam a formacdo de depdsitos adiposos
(GADELHA et al., 2018).

A crescente busca pela beleza faz com que, cada vez mais surjam
marcas € linhas de produtos que prometem mudancas na aparéncia, em decorréncia
disso, os estudos tém buscado tornar a composicdo dos produtos mais naturais,
como o uso de extratos vegetais e biotecnoldgicos, deixando evidente a
preocupagao do consumidor quanto a origem e qualidade do produto adquirido,
aliado a uma maior preocupacao ambiental (CARVALHO, 2021; FERREIRA et al.,
2021; WASILEWSKI et al., 2022).

A demanda por formulagcbes com ativos biotecnolégicos com
propriedades cosmecéuticas vem crescendo consideravelmente, o que estimula a
pesquisa e desenvolvimento de produtos que os contém, ja que apresentam
biocompatibilidade, inocuidade, propriedades anti-inflamatdria, antimicrobiana e anti-
irritante, bem como bom custo-beneficio e eficacia equivalente ou superior aos
cosméticos usualmente comercializados (SILVA et al., 2019).

Uma tendéncia recente é a incorporagdo de ativos de origem
microbiana a formulacbes cosméticas, estes sado obtidos através de processos
biotecnolégicos, metabdlitos fungicos e bacterianos (como enzimas, peptideos e
biopolimeros funcionais). Quando incorporados a cosméticos, sdo capazes de
modular o microbioma cutaneo, potencializar os efeitos dos demais ativos e
melhorar sua permeagao em camadas mais profundas da pele e, principalmente,
enriquecer a formulagdo com compostos antioxidantes, calmantes e hidratantes
(BELI; MAGESTE; TAKETANI, 2020; WASILEWSKI et al., 2022).
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Um exemplo destes metabdlitos € a levana, um exopolissacarideo
obtido por processo biotecnologico a partir de Bacillus subtilis que possui encontra
uma gama de aplicagbes nos setores biomédico, alimenticio e cosmeético,
especialmente, em formulagdes topicas faciais devido suas inumeras propriedades
antienvelhecimento (SILVA et al., 2019; WASILEWSKI et al., 2022).

Outra classe de ativos naturais inclui os de origem vegetal, que
podem ser incorporados a formulagdes cosméticas na forma de dleos, ceras, 6leos
essenciais e extratos (FERREIRA et al., 2021). Um exemplo destes € o café verde.
Devido sua propriedade surfactante, antimicrobiana e antitumoral, possui
aplicabilidade nos setores agricola, cosmético e farmacéutico, onde, neste ultimo, o
Oleo e o extrato vém sendo utilizados para o desenvolvimento de cosméticos topicos
como protetores solares, logdes hidratantes, cremes anticelulite e esfoliantes
corporais (BUZANELLO, 2019; PRATIWI, 2021).

O extrato de café verde também possui acidos clorogénicos e outros
compostos fendlicos, que lhe conferem propriedade antioxidante e fotoprotetora, por
exemplo; por isso tem chamado a atencdo da industria cosmeética, ja que é
potencialmente aplicavel em formulagdes cosméticas (BOGER et al., 2022).
Exemplos disso incluem o desenvolvimento de formulagdes antissinais para rosto
(ENDO et al., 2023) e para a regiao periorbital (SANTOS et al.,, 2017), para
tratamento de celulite (AYMORI et al., 2022) e protetores solares (FATMAWATI et
al., 2022).

Vista a escassez de formulagdes naturais antissinais para a regiao
periorbital e a sensibilidade desta regido a procedimentos e ativos agressivos, ha
necessidade do desenvolvimento de uma formulagao contendo ativos naturais, tanto
de origem vegetal quanto biotecnoldgica, para tratamento de sinais de
envelhecimento nesta area que seja tdo ou mais eficaz que as atualmente existentes

no mercado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PELE

A pele é o maior 6rgao do corpo e estende-se por uma area de cerca
de 2 m? (em adultos), chegando a pesar aproximadamente 20 kg (FENNER; CLARK,
2016; YADAV et al., 2019). Apresenta diversas fungbes como: protecdo dos orgaos
internos, barreira tanto para perda de agua quanto para a entrada de agentes
exdgenos (como compostos quimicos, poluicdo, patdogenos e radiagao ultravioleta,
por exemplo), além de ser responsavel pela termorregulagéo, sintese de vitamina D
e interagdo com o meio ambiente (ABDO; SOPKO; MILNER, 2020). Sua espessura
varia de acordo com a regido do corpo e sua anatomia conta com 3 camadas
distintas: epiderme, derme e hipoderme, além de estruturas anexas como foliculos
pilosos e glandulas sudoriparas e sebaceas, como visto na figura 1 (YADAV et al.,
2019).

Quanto as camadas, a mais externa € a epiderme. Esta é avascular
e composta por células anucleadas e queratinizadas, denominadas de
queratindcitos, dispostas em 5 estratos: 1) corneo: mais externo e compostos por
células mortas, onde ocorre o processo de descamacao, 2) lucido: logo abaixo do
estrato cérneo, esta presente apenas na regido palmoplantar; 3) granuloso:
responsavel por barrar a perda de agua transepidermal, 4) espinhoso: secreta
acidos graxos, auxiliando na firmeza e luminosidade da pele e 5) basal: o mais
interno e produtor de células germinativas nucleadas, que se diferenciardo para
repor aquelas destacadas do estrato cérneo (WONG et al., 2016; YOUSEF; ALHAJJ;
SHARMA, 2017; DWIVEDI et al., 2019).

Além dos queratindcitos, a epiderme apresenta outras células como
melandcitos, células de Merkel e de Langherans (YOUSEF; ALHAJJ; SHARMA,
2017). Com excecado do estrato coérneo, os demais sdo compostos por células
viaveis (nucleadas) (NG; LAU, 2015).

E na epiderme que ocorre o processo de descamacéo, que se da de
forma ascendente (isto €, do estrato basal para o cérneo) e consiste na renovagao
celular da epiderme através da producédo de novos queratindcitos pelo estrato basal,
que vao se diferenciando até atingir a camada cérnea, de onde se desprendem as
células mais velhas (BARONI et al., 2012; NG; LAU, 2015; DWIVEDI et al., 2019).
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Este processo pode levar aproximadamente entre 28 e 50 dias para se completar

dependendo da idade do individuo, uma vez que em idosos ocorre mais lentamente
(DWIVEDI et al., 2019).

Figura 1 - Anatomia da pele humana com suas camadas e anexos.
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Fonte: adaptado de Cleveland Clinic (2021).

A camada intermediaria da pele € a derme. Esta camada é
vascularizada e responsavel pela sustentagdo e nutricido da epiderme e, além de
vasos sanguineos, nela estdo presentes anexos cutaneos (glandulas sudoriparas e
sebaceas, foliculos pilosos), células como mastécitos, adipdocitos, macrofagos e
células-tronco, além de vasos linfaticos, terminagdes nervosas e fibras e fibras de
colageno e de elastina (BENSON; WATKINSON, 2012; NG; LAU, 2015). Divide-se
em 2 porgdes: papilar (mais fina e composta por fibras colagenas frouxamente
dispostas) e reticular (mais espessa e contendo um arranjo denso de fibras
colagenas) (DWIVEDI et al., 2019). Outras fungdes da derme incluem
termorregulagédo e sensacgdes tatil, térmica, de pressdo e de calor (BROWN,
KRISHNAMURTHY, 2022).

Por fim, a camada mais interna da pele corresponde a hipoderme.
Sua composigao apresenta células adiposas, fibroblastos e macréfagos, além de

vasos sanguineos e linfaticos. Como fungdes, a hipoderme atua como reserva de
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energia, na protecédo contra choques mecanicos e como isolante térmico (BENSON;
WATKINSON, 2012; WONG et al., 2016).

2.2 ENVELHECIMENTO CUTANEO

O envelhecimento pode ser definido como um processo natural,
gradual e irreversivel em que ocorrem alteragées morfofisiolégicas no organismo
ocasionadas por fatores internos e externos (DWIVEDI et al., 2019; SCHKOWSKI;
HULS, 2020).

Com o passar do tempo, o organismo sofre modificacdes
decorrentes do envelhecimento e com a pele ndo é diferente, visto que esta
constantemente exposta a agressées do ambiente (BOCHEVA; SLOMINSKI;
SLOMINSKI, 2019). O envelhecimento cutédneo esta atrelado a alteracdes na
morfofisiologia da pele, que culminam na mudanca de seu aspecto e decaimento de
sua funcionalidade em todas as camadas. Tais alteragdes passam a ser mais
perceptiveis, aproximadamente, a partir dos 30 anos através do aparecimento de
rugas, flacidez e manchas (KAMMEYER; LUITEN, 2015; BERNARDO; SANTOS;
SILVA, 2019; PARRADO et al., 2019).

Os fatores que contribuem para a ocorréncia deste processo podem
ser de origem intrinseca ou extrinseca e atuam simultaneamente no organismo
(KAMMEYER; LUITEN, 2015). O envelhecimento intrinseco (ou cronolégico) ocorre
naturalmente e esta relacionado ao metabolismo e a genética do individuo,
ocasionando o surgimento de rugas finas, afinamento da pele e das unhas e perda
de sensibilidade. Ja o extrinseco esta relacionado a agentes externos como
poluentes, radiacdo ultravioleta e estilo de vida (alimentagdo, atividade fisica e
tabagismo, por exemplo) e culmina na aparigdo de rugas mais profundas,
discromias, perda de elasticidade e uma pele mais aspera (ECKHART;
TSCHACHLER; GRUBER, 2019; PARRADO et al., 2019).

Vale ressaltar que, em ambos ha produgao de espécies reativas de
oxigénio (EROs), responsaveis por danificar componentes celulares; contudo, o
extrinseco se sobrepde ao intrinseco no que diz respeito a extensdo de danos
(KAMMEYER; LUITEN, 2015; PARRADO et al., 2019).
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Afetando todas as camadas, o envelhecimento € responsavel pelo
afinamento da epiderme e da derme, além do decaimento da quantidade de
terminagdes nervosas e da produgdao hormonal, o que resulta em uma pele mais
sensivel a agdo de agentes agressores externos (Figura 2) (RINNERTHALER et al.,
2015). Somado a isto, também ha redugao da produgédo de queratindcitos no estrato
basal e das secrec¢des sebacea e sudoripara sobre a epiderme, culminando em uma
pele mais fina e ressecada (RITTIE; FISCHER, 2015).

Na derme, ocorre a ruptura das fibras de colageno e elastina
(responsaveis pela sustentagdo da pele), além da redugédo de acido hialurénico e
fibroblastos, o que favorece a formacgao de rugas e flacidez (RINNERTHALER et al.,
2015; RITTIE; FISCHER, 2015). Também ha perda de sensibilidade, miniaturizaco
dos foliculos pilosos e redugdo na vascularizagdo, o que compromete a
termorregulagdo e o aporte de nutrientes e oxigénio na pele, que passa a ter uma
aparéncia mais palida (TOBIN, 2017).

Ja na hipoderme ocorre afinamento da camada de gordura
subcuténea por conta da reducdo na proliferacdo, no tamanho e na adesédo dos
adipdcitos, contribuindo assim para a perda da firmeza da pele e apari¢do de rugas
(WOLLINA et al., 2017).

Figura 2 - Diferengas estruturais entre uma pele jovem e uma envelhecida.
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Fonte: Santos; Chominski (2019).
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A explicacdo mais aceita para o processo de envelhecimento tem
como base nos radicais livres, gerados por conta do estresse oxidativo - tanto
exdgeno quanto enddgeno. A mitocdndria € a principal fonte enddégena de radicais
livres, pois € a organela em que ocorre a metabolizagdo do oxigénio através da
respiracao celular. A conversao de O, a CO, ocorre em multiplas etapas e, no
decorrer deste processo, ha producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que
acabam por reagir com componentes celulares (como DNA mitocondrial, proteinas e
lipideos) danificando-os e, consequentemente, comprometendo a estrutura e
funcionalidade do tecido (MARTELLI, NUNES, 2014; RINNERTHALER et al., 2015;
BIRCH-MACHIN; BOWMAN, 2016). A producédo destes radicais também pode ser
desencadeada por agentes exdgenos, como radiagdo ultravioleta, poluicéo,
tabagismo e dietas hipercaldricas (MARTELLI, NUNES, 2014).

Na tentativa de retardar os danos causados pelo envelhecimento, as
pessoas passam a adotar habitos de vida mais saudaveis, uma dieta balanceada
contendo alimentos ricos em vitaminas A, C e E, suplementacao oral de vitaminas e
de colageno, procedimentos estéticos e uso de cosméticos antiaging (ZHANG,;
DUAN, 2018; PACHECO; LOBO, 2021).

2.2.1 ENVELHECIMENTO NA REGIAO PERIORBITAL

O processo de envelhecimento cutaneo ocasiona modificagbes na
aparéncia da face, entre as areas, a regiao dos olhos € uma das mais sensiveis e
delicadas do rosto e uma das areas que apresenta os primeiros sinais de
envelhecimento, como linhas finas, rugas, olheiras e bolsas (VASCONCELOS et al,,
2020).

A regido periorbital € umas das primeiras areas a mostrar alguns
sinais do envelhecimento, como rugas, flacidez e hiperpigmentagao periorbital. Um
dos motivos deste envelhecimento precoce desta regido € devido a regido dos olhos
ser muito fina e se distender facilmente (VASCONCELOQOS et al., 2020).

O que ocorre é que a pele diminui a sua espessura durante o
processo de envelhecimento, o que lhe confere translucidez e permite maior
visualizagdo da rede vascular superficial, acrescentando um tom avermelhado e

azulado. A exposicao solar destroi as fibras de colageno e elastina, e, além disso,
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estas alteragcdes podem formar "bolsas", onde a causa mais frequente é a retencao
excessiva de liquidos ou, em alguns casos, uma hérnia prévia a gordura da area
(SILVA; MUNIZ; BERGAMO, 2021).

Vale lembrar que o esqueleto facial sofre alteragbes graduais de
acordo com o envelhecimento, promovendo o aparecimento dos sinais do
envelhecimento como as rugas, decaimento dos musculos e tecido adiposo. Ao
longo do tempo, a agao dos fatores intrinsecos e extrinsecos promovem alteracoes
visiveis na face como o surgimento de marcas de expressao e rugas, bem como a
desidratacéo e o aspecto de cansago na face (TALBERT et al., 2014).

As alteragdes anatdmicas promovidas pelo envelhecimento ocorrem
em diferentes areas do rosto. As rugas, na regiao glabelar, sdo causadas pelo
musculo corrugador e procero, a flacidez do compartimento de gordura retro
orbicular dos olhos, é ocasionado devido a alteracbes no musculo orbicular do olho,
ligamento retentor orbicular e musculo frontal, bem como do osso subjacente. Ja a
area do ligamento lacrimal e do compartimento de gordura orbicular dos olhos, o que
pode afetar a aparéncia dos montes malares (TALBERT et al., 2014).

O envelhecimento também se deve a forgcas gravitacionais e da
mimica facial que gera modificagbes anatdbmicas faciais. Em um rosto envelhecido a
pele da palpebra inferior se torna mais alongada, expondo herniagées da gordura
orbital e a margem orbitaria inferior. Por outro lado, a palpebra inferior escavada e
alongada combina com a diminuigdo da vitalidade da pele e com o aprofundamento
das linhas nasolabial e nasojugal resultando em fisionomia senil (VILEFORT et al.,
2023).

Outro classico sinal do envelhecimento desta regido sado as
formagdes das rugas, que sdo causadas por segmentos essenciais do tecido
conjuntivo, como por exemplo, o colageno e elastina, onde a pele sofre uma redugao
em sua elastina natural e com a reducao das fungdes do tecido conjuntivo, causa
entdo camadas de gordura na pele, além da falta de oxigenagao nos tecidos que
induz ao processo de desidratagcao da pele o que acaba resultando nas rugas. As
rugas denunciam o envelhecimento facial, sendo causadas principalmente pela
hiperatividade do musculo orbicular da palpebra (TALBERT et al., 2014).

A ocorréncia de hiperpigmentagdo periorbital, popularmente

conhecida como “olheira” é outro sinal evidente das modificagdes que ocorrem nesta
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regido, sendo caracterizada pelo escurecimento da area na regido dos olhos
provocada por inumeros fatores, sejam eles intrinsecos e extrinsecos. Essas
manchas podem ser azuladas, marrons ou vermelhas e estao relacionados a muitas
condicbes como cansacgo, envelhecimento da pele, tragos étnicos, predisposi¢cao
genética, processos circulatorios e a atividade dos melanécitos (MAC-MARY et al.,
2019).

2.3 ATIVOS NATURAIS

O interesse produtos naturais deve-se principalmente as tendéncias
de sustentabilidade e bem-estar, juntamente com a procura de um consumo
consciente que estdo em alta no mercado (PERES; UEMURA; ZANGHETTIN, 2021;
FURMAN et al., 2022).

Movidos pelo mercado de produtos naturais, organicos e veganos,
os consumidores estdo optando cada vez por cosméticos que atendam a esses
requisitos. Assim, o consumo responsavel comega a fazer parte da agenda do
consumidor global de cosméticos, que esta migrando, em diferentes graus, para
uma experiéncia de beleza mais natural. Isso favorece marcas que combinam
atributos verdes com conveniéncia e acessibilidade, e que sejam parceiras dos
consumidores interessados em um consumo mais responsavel de cosméticos
(PERES; UEMURA; ZANGHETTIN, 2021; FURMAN et al., 2022).

De acordo com as mudangas no comportamento do consumidor e as
alteracdes de demanda, as ofertas de mercado tentam se moldar ao novo modelo de
consumo. Procurando fornecer ao cliente algo além do produto, que agregue valor
na experiéncia com a marca e que além dos aspectos mercadologicos, cumpra com
suas obriga¢des ambientais e sociais (SACUTE, 2019).

Este fato esta permitindo a entrada de novas empresas no mercado.
Estas ja se vendem de forma diferenciada, mostrando posicionamento forte e de
acordo com os novos modelos de negdcio, mais sustentavel, mais ativo socialmente
e politicamente. Abordando o consumidor, ndo sé pelo produto estabelecido em
padrées de qualidade essenciais, mas pela identificacdo pessoal com a marca
(SACUTE, 2019).

Em relacdo a sustentabilidade, os avangos nas pesquisas

cosméticas refletem uma tendéncia tecnolégica mundial concentrada nos produtos
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naturais e na biodiversidade relacionada as plantas e seus derivados, como extratos,
Oleos fixos e essenciais, como fontes de matérias-primas e principios ativos para uso
em produtos cosméticos (ZUCCO; SOUSA; ROMEIRO, 2020).

E quando falamos em matérias-primas naturais, vale ressaltar a
imensa diversidade de plantas e microorganismos existentes no nosso planeta,
fornecendo riquezas naturais no desenvolvimento de diversos produtos e
contribuindo para o mercado cientifico, tecnolégico e econbémico mundial
(FERREIRA NETO et al., 2022). Estes organismos sdo importantes fontes de
substancias biologicamente ativas, entre as quais a bioprospecc¢ao de agentes com
caracteristicas antioxidantes e antimicrobianas vem ganhando destaque na industria

biotecnolégica, no desenvolvimento de produtos cosméticos (BELI et al., 2020).

2.3.1 LEVANA

A levana (Figura 3) € um exopolissacarideo n&o-estrutural
composto por residuos de frutose unidos por ligagdes do tipo B (2—6), podendo
apresentar ramificacdes ligadas por B (2—1) e um residuo terminal de glicose. E
encontrada em algumas espécies de plantas assim como em bactérias e fungos,
atuando como reserva de energia e na formagdo de biofiilme microbiano,
respectivamente (SRIKANTH et al, 2015). Sua massa molecular é de
aproximadamente 10 Daltons, correspondente a aproximadamente 60.000 unidades
de frutose unidas por ligagdes B (2—6) (BERSANETI et al., 2017).

A sintese da levana ocorre normalmente pela levanasacarase, uma
enzima multifuncional que possui atividade de hidrolise (quebra da molécula de
sacarose em: glicose e frutose na ligacao B (2—1), transfrutosilacao (transferéncia
do grupo frutosil para uma molécula aceptora) e polimerizagao (sintese das frutanas,
como frutooligossacarideos e levana). Trata-se de uma enzima que pertence ao
grupo das hidrolases glicosidicas e pode ser produzida por uma ampla variedade de
cepas, incluindo Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Zymomonas mobilis,
Pseudomonas fluorescens e Lactobacillus reuteri (ERNANDES, GARCIA-CRUZ,
2005; GU et al., 2017).

Em relagdo a produgdo de levana, a quantidade desses

exopolissacarideos produzidos pelos microrganismos esta relacionada com as
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condigbes especificas de crescimento celular e com a composicdo do meio de
cultura. Via de regra, é produzida direto do microrganismo via fermentagéo
submersa ou pela enzima isolada, na maioria dos casos utilizando a sacarose,
xaropes ou melago como substrato (SANTOS; CAVALCANTI; CELLIGOI, 2011;
TOMULESCU et al., 2016; ONER, HERNANDEZ, COMBIE, 2016).

Os principais fatores que influenciam na producdo de levana sao:
fonte de carbono e a sua concentragao, temperatura, pH, tempo de cultivo, fonte de
nitrogénio, presenca de sais no meio de fermentagio, agitagdo e aeracédo (SHIH;
YU, 2005; WU et al., 2013; LU et al., 2014; ZHANG et al., 2014; BERSANETI et al.,
2017).

A levana também pode ser obtida por sintese enzimatica, ou seja,
sem a presenca de células microbianas no meio de fermentagdo, porém as
condicdes ideais devem ser préoximas da atividade enzimatica, com pH ideal de 6,0
ou proximo da neutralidade, temperatura entre 35°C/40°C, essas condi¢cdes tém sido
estudadas por varios outros autores (ZHANG et al., 2014; LU et al., 2014; LIU et al.,
2017; BERSANETI et al., 2017; KIRTEL et al., 2018; NI et al., 2018).

Figura 3 - Estrutura quimica da levana.
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Fonte: Da Silva et al. (2019).

Como propriedades, a levana é um composto renovavel,
termoestavel, flexivel, hidro e lipossoluvel e ecofriendly. Além disso, também possui

propriedades biomédicas e cosméticas, sendo um potente agente antitumoral, anti-
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irritante, anti-HIV, imunomodulador, hipoglicemiante e hipocolesterolémico, com alta
capacidade antioxidante, clareadora e formadora de filme, podendo ser amplamente
empregada nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética (DA SILVA et al.,
2019; DA SILVA et al., 2020; DAHMER et al., 2023).

Algumas propriedades biologicas da levana sédo importantes para
sua utilizacdo em cosmeético, destacando a capacidade de retencdo de agua
(hidratacdo), lubrificagdo, viscoelasticidade, solubilidade, antioxidante, anti-
inflamatorio, biocompatibilidade, biodegradavel, entre outras (DA SILVA et al., 2019;
DA SILVA et al., 2020; DAHMER et al., 2023).

Além das citadas acima, apresenta propriedades anti-inflamatéria,
antioxidante, hidratante, clareadora e calmante, além da capacidade de atuar na
proliferagdo de queratindcitos e fibras de colageno (KIM et al., 2005). Devido a estas
caracteristicas, (e também por ser indcua), encontra uma gama de aplicagbes nos
setores biomédico, alimenticio e cosmético, especialmente, em formulag¢des topicas
faciais (DA SILVA et al., 2019; DA SILVA et al., 2020; DAHMER et al., 2023).

Quanto a sua aplicagdo em cosmeéticos de uso tépico, tem-se
conhecimento do desenvolvimento de formulagbes faciais (SILVA et al., 2022;
HELENAS et al., 2023), labiais (DAHMER et al, 2023) e corporais
(VARARUNGZARIT et al., 2021) em que a levana é aplicada em associagcdo com
ativos de origem vegetal (6leos essenciais) e biotecnoldgicos (soforolipideos) para
potencializar suas propriedades. Tais formulacbes mostraram-se eficazes na
hidratacado da pele e com alta capacidade antioxidante.

As aplicacdes deste polissacarideo sao diversas, com destaque nas
industrias biomédica, alimenticia e cosmética, podendo atuar como espessante,
estabilizador, componente de embalagens, bem como na regeneragcdo de tecidos
lesionados e em sistemas de liberacdo de farmacos. Ja no setor cosmético, devido
as propriedades clareadora, hidratante, antioxidante e de formacao de filmes, pode
ser empregada na fabricagcdo de produtos capilares (mousses, géis, sprays,
shampoos) e dermocosméticos clareadores, hidratantes e antienvelhecimento
(KUCUKASIK et al., 2011; RADCHENKOVA et al., 2015; DA SILVA et al., 2020;
DAHMER et al., 2022; HELENAS et al., 2023).

A sintese microbiana de levana pode ser feita a partir de técnicas de
fermentagcdo como, por exemplo, o cultivo submerso da cepa do microrganismo em

meio liquido, sob tempo, temperatura, agitagdo e pH controlados, normalmente
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utilizando a sacarose como fonte de carbono. Outra forma de sintese inclui a reacao
in vitro do substrato com a levanasacarase, que € a enzima que catalisa 0 processo
através de reagdes de transfrutosilagdo, hidrolise e polimerizacdo (HELENAS et al.,
2022).

As caracteristicas e o rendimento da levana obtida dependerdo do
microrganismo empregado, bem como das condi¢des do meio de cultivo. Ao fim da
sintese, o polissacarideo é purificado e submetido a caracterizagdes fisico-quimicas
(DA SILVA et al., 2019; DA SILVA et al., 2020; DAHMER et al., 2022; HELENAS et
al., 2023).

O desenvolvimento de formulagbes contendo este biopolimero é
exemplificado através de trabalhos como de Helenas e colaboradores (2023), que
elaboraram uma formulagao facial contendo levana associada ao extrato de Aloe
vera e Oleo de abacate e, também o de Silva e colaboradores (2022), com
formulacéo facial contendo levana e 6leos de canela e améndoas.

Ja Vararungzarit e colaboradores (2021) desenvolveram um
hidratante corporal e Dahmer e colaboradores, uma formulagao labial associando
levana, soforolipideos de Starmerella bombicola (levedura) e 6leo essencial de
toranja. Todas as formulagdes foram excelentes hidratantes e mostraram alta
atividade antioxidante, sobretudo, aquelas em que houve associagdo com ativos
vegetais, uma vez que estes potencializaram as propriedades da levana. Logo, fica
evidente a potencial incorporagdo deste polissacarideo em cosméticos, ja que
apresenta propriedades cosmecéuticas desejaveis.

Em 2020 a Biotec Ativos, startup instalada na Incubadora
Tecnoldgica da Agéncia de Inovagao (Aintec) da UEL langou oficialmente o primeiro
produto de uma linha de dermocosméticos destinados ao publico feminino, que
reune tecnologia e sustentabilidade. O produto, chamado de Biolevan Sérum, foi
devidamente patenteado e desenvolvido com ativos biotecnolégicos (levana
microbiana) e que traz como principal caracteristica sua propriedade antioxidante,
podendo ser utilizado em qualquer tipo de pele, promovendo o efeito preenchedor,

ao mesmo tempo em que hidrata e controla a oleosidade (O PEROBAL, 2020).
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2.3.2 CAFE VERDE

O café é um fruto com enorme importancia comercial no mundo, pois
quando o grao é torrado, torna-se uma das bebidas mais consumidas mundialmente,
portanto, possui grande importancia econdbmica e social para o Brasil (principal
produtor e exportadordo café). O café verde, segundo a International Coffee
Organization, € definido como o grdo de café descascado antes de passar pelo
processo de torrefacao (ICO, 2007; VOYTENA, 2017).

O café (Coffea sp.) é originario da Etidépia e que na atualidade é
amplamente cultivada ao redor mundo. As plantas costumam apresentar porte
arbustivo, com cerca de até 4 metros de altura, folhas longilineas, brilhantes e
onduladas na borda e graos ovoides, cuja coloragdao (quando maduros) varia entre
vermelho e amarelo (Figura 4) (BATISTA, 2010).

Figura 4 - Planta da espécie Coffea canephora: arbusto (A), flores (B) e frutos
maduros (C).

Fonte: Kochko et al. (2010).

O café pertence a familia Rubiaceae, que possui cerca de 500
géneros e mais de 6.000 espécies. As duas espécies mais importantes,
economicamente, sao o Coffea arabica L, que responde por cerca de 60% a 70% da
producdo mundial e o C. canephora Pierre ex. A. Froehner (café robusta, também

conhecido como Conilon no Brasil, e que responde por 30% a 40% de producéao



30

mundial, sendo proveniente de uma arvore de porte menor, que pode crescer em
altitudes mais baixas que o arabica, com rendimentos mais altos e com maior
resisténcia para doencas (CARVALHO et al., 2017; VOYTENA, 2017; PEREIRA et
al., 2020).

Além da relevancia econémica do café, estudos recentes indicam
potenciais beneficios a saude associados a bebida, incluindo a redugdo da
incidéncia de varias doengas cronicas e degenerativas, como cancer, doengas
cardiovasculares, diabetes, entre outras. Ha, portanto, um interesse crescente na
caracterizagdo de compostos bioativos especificos do café que possam servir como
agentes fisiologicamente ativos (LUDWIG et al., 2014).

Os componentes bioativos do café incluem carotenoides, terpenos,
metilxantinas (como cafeina e teobromina), vitaminas, polifendis (como os acidos
clorogénicos, cafeico, ferulico e cumarico), flavonoides, antocianinas e trigonelina,
além de lipideos, carboidratos e proteinas e ainda melanoidinas e fenilalaninas,
formadas como produtos da reacdo de Maillard apds sua torra (Figura 5). Também
apresenta ions como potassio, calcio e magneésio. Todos estes compostos sao
responsaveis pelo sabor e aroma do café, bem como por suas propriedades
(VIEIRA, 2015; JESZKA-SKOWRON et al., 2016).

Figura 5 - Estruturas quimicas de compostos presentes no café verde: cafeina
(A), acido ferulico (B), teobromina (C), trigonelina (D) e acido cumarico (E).
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A familia Rubiaceae € conhecida pelo alto teor de compostos
fendlicos e alcaldides em seus gréos. Muitas das pesquisas tém sido conduzidas
sobre as propriedades bioativas do café, como sua atividade antioxidante,
antibacteriana, antiviral, anti-inflamatéria, antitumoral, reducdo de oxidacdo e danos
as macromoléculas, auxilio em cicatrizacdo cutanea, estimulatoria sobre o sistema
nervoso central, entre outros (VOYTENA, 2017).

O café verde se destaca por possuir maior concentragdo de
bioativos, tais como: cafeina, acidos clorogénicos, compostos fendlicos e alcaloides
que possuem atividade antioxidante, sendo assim, espera-se uma maior
concentracdo destes compostos, propiciando maior atividade antiglicante, e
consequentemente de antienvelhecimento na formulacao (VATS, 2022; ENDO et al.,
2023).

Os subprodutos do cafe verde como o 6leo e extrato podem ser
totalmente aproveitados industrialmente, com aplicagdes nos setores alimenticio,
farmacéutico e cosmético. O grao destina-se ao consumo humano, enquanto que os
demais componentes do fruto podem ser utilizados, por exemplo, como fertilizante e
na producéao de biodiesel (JANISSEN; HUYNH, 2018).

O dleo de café verde, além das atividades citadas anteriormente,
apresenta propriedades anti-UV, hidratante e anti-irritante, ajudando no tratamento
de doencas de pele (acne, psoriase e alergias) e na cicatrizacao de feridas; por isso
€ aplicavel a cosméticos anti-idade e hidratantes para peles extrassecas
(BUZANELLO, 2019).

De modo semelhante, o extrato seco de café verde (ECV) é a
principal matéria-prima da industria de café soluvel. Entre suas propriedades esta a
capacidade antioxidante decorrente da presenga de bioativos naturais do produto,
como cafeina e acidos clorogénicos. Devido a estabilidade térmica dos compostos,
produzindo-se um extrato a partir de café verde, seria possivel obter maior
concentracdo de bioativos como cafeina e acidos clorogénicos e maior atividade
antioxidante, com valor competitivo e potencial para uso em produtos. O ECV
também contribui para o aumento de colageno na pele, o que torna interessante sua
incorporacdo a produtos cosméticos, como, por exemplo, protetores solares e
hidratantes (VIGNOLI et al., 2014; CORSO et al., 2016).
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A incorporagdgo do ECV a cosméticos inclui logdo corporal
(CHAIYASUT et al., 2018), creme para as maos (CHAIYASUT et al., 2018), creme
esfoliante corporal (HILDA; ARINI; NANCY, 2021), sabonete glicerinado
(KAISANGSRI et al., 2020), protetor solar (FATMAWATI et al., 2022), creme
anticelulite (AYMORI et al., 2022), creme para a area dos olhos (SANTOS et al.,
2017) e produtos antienvelhecimento (ENDO et al., 2023).

Santos et al. 2017 avaliou diferentes formulagcdes do tipo emulsao
contendo entre outros compostos, o extrato de café verde, onde verificou
formulacbes que se destacaram pela alta atividade antioxidante sendo
potencialmente utilizavel na regido dos olhos como agdo preventiva do
envelhecimento cutaneo, entretanto, mais estudos sdo necessarios para verificar a
sua eficacia e seguranca.

Um estudo in vitro realizado por Cho et al. (2017) avaliaram as
capacidades de absorgao de fragdes extraidas de extratos de café verde na faixa de
comprimento de onda UV-B (290-320 nm). Os resultados revelaram um fator de
protecao solar dose-dependente do teor de acido clorogénico nos extratos de café
verde onde a capacidade de absorgao foi associada a presenga de ligagdes duplas
conjugadas na estrutura do acido clorogénico, que foram previamente relatadas
como absorvedores eficientes das faixas de comprimento de onda UV-A e UV-B.

O estudo de Perugini et al. (2020), realizado sobre a aplicabilidade
de extratos de café para a reducéao de linhas finas, rugas e aspereza da pele, avaliou
o efeito antienvelhecimento em mulheres saudaveis através do uso de mascaras de
biocelulose ativa contendo, entre outros fitoquimicos, extrato de torta de semente de
Coffea arabica. As voluntarias aplicaram as mascaras trés vezes por semana
durante 1 e 2 meses, ao final do processo foi percebida diminuicdo significativas na

rugosidade da pele e na area das rugas foram observadas em ambos os periodos.

2.4 BIOTECNOLOGIA ASSOCIADA AOS DERMOCOSMETICOS

A biotecnologia usa organismos vivos ou suas matérias-primas para
modificar ou criar produtos ou servicos inovadores, buscando desenvolver e/ou
melhorar os métodos e procedimentos produtivos. A biotecnologia extrai dos

organismos vivos todos os materiais necessarios para criar, transformar e modificar
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através de processos tecnoldgicos o meio em que se vive, sejam para fins agricolas,
farmacos, medicamentos, alimentos e cosméticos (BARBA; SANTOS, 2020).

Na area de cosméticos, a utilizagdo dos recursos biotecnoldgicos
tem avangcado com o intuito de originar novos ou aperfeigoar os processos ja
existentes. Assim, faz-se a utilizacdo de matérias-primas como biopolimeros
funcionais, produtos obtidos por processos fermentativos, tecnologias de DNA
recombinante e enzimas. As empresas de biotecnologia buscam desenvolver novas
classes de produtos biolégicos compreendendo proteinas recombinantes, bem como
novas aplicagbes de tecnologias moleculares para a descoberta de drogas
convencionais de pequenas moléculas, além de proteinas e enzimas utilizadas pelas
industrias (MCNAMEE et al., 2021).

Vale ressaltar o atrelamento da biotecnologia ao desenvolvimento
sustentavel, onde se visa a produgdao de matérias-primas renovaveis de maior
qualidade, seguranga alimentar e aplicagbes ambientais diversas para
descontaminacgao de rios e solos, produzindo pouco ou nenhum residuo e, sempre
buscando utilizar de processos biolégico (LOKKO et al., 2018).

A pesquisa e o desenvolvimento de novas formulagdes cosméticas
vém sendo fomentada pela utilizagdo de ativos naturais advindos da biodiversidade
sendo o Brasil um pais que possui uma capacidade elevada no que diz respeito ao
desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos, como novos farmacos e enzimas,
onde 0 mesmo apresenta uma das maiores reservas de recursos naturais, variados
biomas, bem como a mais abundante biodiversidade tropical do planeta, ganhando
forga no cenario mundial (HENRIQUE; LOPES, 2017).

Além disso, ha também a evidente biodiversidade microbiana
disponivel, apresentando grande potencial para bioprospeccao, por este motivo, a
tendéncia é de que cada vez mais as empresas se integrem, onde o aproveitamento
da biodiversidade juntamente a sua caracteristica sustentavel possa gerar maior
rentabilidade de mercado, associado a exploragcao da mesma (HENRIQUE; LOPES,
2017).

Atualmente, existem diversos ativos utilizados em cosméticos
oriundo de biotecnologia e as empresas tém investido alto no desenvolvimento de
matérias-primas mais efetivas e que apresentam resultados eficazes. Além disso, se
tem a preocupagédo com o desenvolvimento sustentavel e a produgado de cosméticos
naturais (BIANCHET et al., 2020).
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2.5 EMULSOES

Uma parte consideravel da aceitagdo de um produto cosmético ou
farmacéutico constitui-se na forma farmacéutica empregada, que deve se adequar
com exatiddo as suas finalidades. As emulsdes sao hoje em dia um dos veiculos
mais usados na fabricacdo de produtos cosméticos, porque exibem uma série de
beneficios como a compatibilidade pelo manto epicutaneo que recobre o exterior da
epiderme, possibilitando a incorporagdo simultanea num mesmo produto de
substancias hidrofilicas e lipofilicas além de varias texturas, consisténcia e eficacia
de penetragao (KRAMBECK, 2009).

A palavra emulsdo provém do latim e tem significado de mungir,
sendo empregada nas formulagdes com aspecto leitoso e tem as particularidades de
um complexo disperso de duas fases liquidas. Engloba triglicerideos de fonte
vegetal, animal, sintético ou mineral em sua elaboracéo, e destinado a proteger a
epiderme, ndo possibilitando que a pele fique com aspecto gorduroso e com boa
espalhabilidade, favorecendo emoliéncia e hidratacao (SIQUEIRA, 2016).

Emulsbes sdo sistemas nos quais uma fase liquida ou sélida esta
espalhada em uma fase liquida externa. Sua principal funcédo é se tornar um veiculo
para dispensacao de farmacos diluido no estado oleoso ou aquoso. As emulsdes
farmacéuticas apresentam-se no estado coloidal, ou seja, o tamanho de suas
particulas diferencia-se a comecar de nandémetros até distribuicdes visiveis ou
grosseiras de diversos micrometros (FLORENCE, 2011).

Os liquidos imisciveis sdo retratados como “6leo” e “agua”, ja que,
um dos liquidos € apolar e o outro polar. As emulsées 6leo em agua (O/A) exibem
goticulas de dleo dispersas em agua e as emulsdes agua em 6leo (A/O), goticulas
d’agua dispersas no oleo. Por outro lado, emulsdes multiplas com tal caracteristica
podem ser elaboradas a partir do 6leo e da agua pelo processo de reemulsificagao
de uma emulsao, para construir duas fases dispersas. A titulo de exemplo, emulsdes
multiplas podem denominar-se como 6leo em agua em o6leo (O/A/O) (TAYLOR,
2016).

As emulsbées empregadas nas formulagées cosméticas precisam de
estabilidade, consisténcia adequada e conservacao dos seus constituintes mantendo
uma superficie interfasica, mesmo apds expostas a tensdes consecutivas de fatores

de temperatura, agitacédo e aceleragao da gravidade. Um estudo de estabilidade
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fornece informagbes sobre estes comportamentos onde consegue ser classificado
de acordo com a sua duragao feita por analises de curto e longo prazo. Dentre os
tipos de estabilidade, encontra-se a fisica e quimica e conforme sua origem podem
também ser classificada como intrinsecas (fatores inerentes a formulagdo) ou
extrinsecas (fatores externos)(BARZOTTO et al., 2009).

Como ja mencionado, os componentes basicos de uma emulsdo
estdo representados pela agua e pelo 6leo e, de acordo com a natureza da
respectiva fase dispersa, tais sistemas podem ser classificados em dois principais

tipos, a emulsdo O/A e a emulsao A/O (Figura 6).

Figura 6 - Tipos de emulsdes simples.

Agua

Fonte: Adaptado de Santos (2011).

As emulsbes O/A apresentam um aspecto sensorial mais leve,
conferindo um toque mais seco (menos oleoso) e proporcionando menos oclusao a
pele, isso se deve ao fato de o meio dispersante ser aquoso. E o tipo de emulséo
mais empregada devido a vantagem de formar um filme na superficie da pele
quando a agua da formulagao evapora (COUTINHO,SANTOS, 2014).

Emulsbées A/O possuem efeito oclusivo, podendo levar ao
aparecimento de comeddes sebaceos. Essas emulsdes podem ser utilizadas para a
limpeza da pele por meio da remocgao de sujidades oleosas, ja que as mesmas sao
soluveis em Oleo e podem entdo ser removidas. Porém, sob o ponto de vista
cosmeético, esse tipo de emulséo é pouco aceito (COUTINHO, SANTOS, 2014).

A literatura cita alguns testes que permitem identificar os tipos de
emulsdes simples (O/A ou A/O), dentre eles estao o teste de miscibilidade, o teste
de coloragao e o teste de condutividade. Para o teste de miscibilidade, a emulsao

avaliada sera soluvel em solventes que apresentem afinidade com o meio
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dispersante. No teste de coloragao, o corante lipofilico tem afinidade apenas com a
fase oleosa, que pode ser a micela ou o0 meio dispersante, sendo que a intensidade
da cor dependera se o corante migrou para a fase interna, coloragdo menos intensa,
ou se esta presente na fase externa, coloracdo mais intensa. Ja o teste mais
preciso, o da condutividade, pode ser realizado na presenga de um condutivimetro,
pelo qual a condugado da energia elétrica s sera possivel se a fase dispersante for
agua (COUTINHO, SANTOS, 2014).

Além destas, existem as emulsdes multiplas, que sdo raramente
utilizadas devido a sua complexidade em questbes de natureza e instabilidade.
Nesse sistema, emulsdo agua em 6leo em agua (A/O/A) ou emulsdo 6leo em agua
em O6leo (O/A/O) podem ser produzidos (MENAA, 2014).

Além disso, podem-se distinguir trés tipos de emulsdes de acordo
com o tamanho das goticulas formadas: as macroemulsées (conhecidas como
emulsdes/coloides convencionais,formadas por goticulas de 1 a 100 ym de
diametro); as microemulsdes (formadas por goticulas de 1-100 nm de diametro) e as
nanoemulsoées, formadas por goticulas de 20 nm a 200 nm de diametro (MENAA,
2014).

2.5.1 GEL-CREME

Os géis ou gel-creme do ponto de vista farmacotécnico, sao
preparagdes semissolidas que contém um ou mais agentes medicinais dissolvidos
ou dispersos em emulsdes 6leo em agua (O/A) ou agua em éleo (A/O) (AMARAL et
al., 2023).

Para Melo e Domingues (2018) trata-se de uma forma farmacéutica
cremosa nao idnica, formada normalmente a partir de um gel com alto percentual de
agua e baixo (ou nenhum) percentual de 6leo sendo indicado para todos os tipos de
pele e que nao altera a viscosidade em presencga de alcool etilico e glicdis.

Segundo a Farmacopéia brasileira o gel é a forma farmacéutica
semissolida de um ou mais principios ativos que contém um agente gelificante para
fornecer firmeza a solucao ou dispersao coloidal e pode conter particulas suspensas
(AMARAL et al., 2023).
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Neste tipo de formulagé&o o farmaco esta contido em um veiculo e as
propriedades sido variadas de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do
principio ativo, de modo a garantir velocidade de liberagao, propriedades de adesao
ao local de aplicagdo e caracteristicas sensoriais desejadas da formulagao.
(AMARAL et al., 2023).

S0 sistemas que consistem em dispersdes de pequenas ou
grandes moléculas em um veiculo liquido aquoso que adquire consisténcia
semelhante as geleias pela adicdo de um agente gelificante. A forma farmacéutica
gel pode ter sua permeabilidade cutdnea melhorada com a adicdo de alcool
(isopropilico e/ou propilenoglicol) e sendo comum a associagdo de gelificantes,
umectantes, conservantes e quelantes (AMARAL et al., 2023).

O gel-creme (O/A) tem a funcdo de devolver ou manter agua na
pele, isto pode ser feito com ativos formulados em creme, gel-creme ou somente gel.
A hidratagédo pode vir ainda com a vantagem de combater a flacidez e sua rugas e
linhas de expressao (AMARAL et al., 2023).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral do trabalho foi desenvolver e caracterizar

formulacées dermocosméticas gel-ceme, do tipo O/A, de uso topico, acrescida de

extrato seco de café verde (Coffea canephora) e levana (Bacillus subtilis natto),

isolados e/ou em associagdo, como nova alternativa cosmeética natural para reduzir

os sinais da regido periorbital.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Producdo de levana (LEV) proveniente de Bacillus subtilis natto através de
processos biotecnolégicos de fermentagéo;

Desenvolver formulagdes dermocosméticas de uso tépico do tipo gel-creme (O/A)
para a regiao periorbital empregando planejamento estatistico;

Caracterizar as formulagdes quanto aos aspectos farmacotécnicos: ensaio de pré-
estabilidade: centrifugagao; ensaios organolépticos: aspecto, cor e odor e ensaios
fisico-quimicos: pH, espalhabilidade, retencdo de umidade;

Avaliar a eficacia das formulagdes através do ensaio da atividade antioxidante
pelo método ABTS (inibicado do cation radical acido 2,2"-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico);

Avaliar as propriedades reolégicas das formulagbes dermocosméticas por meio
do teste de reometria de cisalhamento continuo;

Avaliar a interacdo das formulagdes dermocosmeéticas com a luz UV/visivel,
determinando sua profundidade de permeacao na pele, através da espectroscopia
fotoacustica;

Realizar estudo de estabilidade preliminar das formulagcdes desenvolvidas;
Realizar a anadlise estatistica e com base nos resultados selecionar a(s)

formulagéo (6es) de melhor resposta;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PRINCIPIOS ATIVOS

4.1.1 LEVANA (LEV)

A LEV foi produzida e cedida pelo Departamento de Biotecnologia
da Universidade Estadual de Londrina (UEL), através do Bacillus subtilis natto em
meio de fermentagdo contendo sacarose (400 g L"), extrato de levedura, (2 g L™);
KHoPO4, (1 g L™); (NH4)2S04 (3 g L'): MgSO4 (7H20) (0,6 g L"), MnSO4, (0,2gL ™) e
citrato de aménio, (0,25 g L) (BERSANETI et al., 2017).

As fermentacbdes foram conduzidas em frascos erlenmeyer de 2L
contendo 500 mL de meio a pH 7,0, a 150 rpm e 37°C, durante 24 horas
(BERSANETI et al., 2016). Apos esse periodo, a fermentacéo foi interrompida por
centrifugacdo a 9000 rpm por 15 minutos a 4°C. Para obter o produto, o
sobrenadante foi precipitado com etanol absoluto (na proporg¢ao de 1:1,5 v/v) por 12
horas a 4°C e centrifugado a 9000 rpm por 20 minutos, resultando em LEV de alta
massa (VIIKARI; GISLER, 1986). A LEV foi entado dialisada em agua destilada por 48

horas e liofilizada.

4.1.2 EXTRATO SECO DE CAFE VERDE (ECV)

O ECV foi elaborado pela Companhia Iguagu de Café Soluvel
(Cornélio Procépio, Parana, Brasil) utilizando Coffea canephora Pierre ex A.
Froehner. O processamento foi feito em planta piloto seguindo processo
convencional de extracdo de café soluvel por percolagdo em colunas, utilizando a
agua como solvente de extragao (SANTOS et al, 2017).

Neste processo, agua a 180°C foi introduzida no primeiro estagio de
percolagao, contendo a coluna com o café mais antigo, seguido pela percolacao nos
estagios subsequentes até chegar ao café mais recente. No ultimo estagio, o extrato
entra em contato com o café recém-carregado, extraindo parte dos solidos soluveis.
Durante o processo, os solidos soluveis aumentam, enquanto a temperatura diminui,

garantindo que a ultima coluna, contendo café fresco, extraia o extrato a uma
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temperatura proxima a 100°C, minimizando danos térmicos. O extrato resultante foi
entdo submetido ao processo de liofilizacdo e armazenado em recipientes plasticos
vedados, mantidos refrigerados até a caracterizagdo e uso na formulagcao (SANTOS
et al., 2017).

4.2 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AA) DOS ATIVOS

A AA dos ativos de LEV e ECV foram realizados em ftriplicata e suas
médias calculadas, onde neste ensaio foi utilizado o método ABTS*, a qual a
recepcdo de ions hidrogénio (H*) pelo radical ABTS™® (2, 2 — azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) foi avaliada através de espectrofotometria. Uma
solucdo aquosa do radical foi preparada a partir da mistura de uma solugao estoque
de ABTS 7 mM com outra de persulfato de potassio 2,45 mM, a qual foi armazenada
por 12 horas em frasco escuro (VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI, 2011; CAMPANINI
etal., 2014).

Em seguida, a solugdo de ABTS'™ foi diluida com uma solugéo
tampao fosfato (pH= 7,4) para a LEV e etanol para o ECV e submetida a leitura em
espectrofotdbmetro a A=730 nm, até obter uma leitura de absorbancia de 0,750.
Ambos os ativos foram diluidos em agua, onde: LEV 7,5 mg mL™ - 800 mg mL™" e
ECV 39,00 mg/mL- 625,00 mg/mL. Sendo assim, para o branco, 1 mL de tampao foi
adicionado, para o controle positivo, 1 mL de ABTS diluido juntamente com 50 pL de
etanol e por fim, 50 uL dos ativos (diluidos anteriormente) foram adicionados a 1 mL
da solugédo do radical, deixando reagir por 6 minutos. Em seguida, foi realizada a
leitura de absorbancia também a 730 nm. O calculo da atividade antioxidante foi
realizado a partir da equagao 1 (VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI, 2011; CAMPANINI
etal., 2014).

1- ADS amostr
% atividade = - e amosrs) x100 (1)
controle
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4.3 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULAGCOES

Foram desenvolvidas quatro formulagdes topicas gel-creme, do tipo
O/A, sendo uma formulacdo base (FB) como controle negativo (sem ativos), com

concentragdes nao explicitas por conta de futuro depésito de patente (Tabela 1).

Tabela 1 - Composig¢ao da formulagao base de uso topico e fungoes dos
respectivos componentes.

Nome quimico INCI Name Fungao
Agua destilada Water/Aqua Veiculo
Glicerina Glycerin Hidratante/Umectante
Copolimero de Sodium Acrylates
acrilato de sodio e Copolymer (and) Copolimero/Emulsionante
lecitina (Legicel™) Lecithin
Olivem 300® Olive OIIPEG 7- Emoliente/hidratante
Esters

_ _ Butyrospermum Parkii . .
Manteiga de Karité Emoliente/hidratante
(Shea Butter)

Fenoxietanol e . . _
Methylisothiozolinone
Metilsotiazolinona Conservante

(and) Phenoxyethanol
(Neolone® PE)

Fonte: proprio autor.

Além da FB citada acima, as demais trés formulagdes para o
tratamento da regido periorbital foram desenvolvidas com acréscimo de ECV e LEV,
isolados e/ou em associacado, sendo: F1 somente LEV, F2 somente ECV e F3
associagao LEV + ECV segundo o planejamento experimental, conforme a Tabela 2.
As concentragdes dos ativos foram escolhidas com base em testes de atividade
antioxidante realizados previamente e tendo como respaldo os trabalhos anteriores

do nosso grupo de pesquisa, como o realizado por DAHMER et al. (2023).
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Tabela 2 - Planejamento experimental para as formulagoes.

Formulagées Variavel ECV Variavel LEV Composigao (%, p/v)
FB' 0 0 Sem ativos
F12 0 1 2,0 % LEV
F2° 1 0 0,6% ECV
F3* 1/2 1/2 0,3% ECV + 1,0% LEV

'FB - Auséncia de ativos.

°F1 - Somente levana (LEV).

*F2 - Somente extrato seco de café verde (ECV).

‘F3- Associagao de levana com extrato seco de café verde (LEV + ECV).
Fonte: préprio autor.

A preparacdo das formulagdes se deu da seguinte forma: em
béquers separados, foi realizada a pesagem da fase 1, sendo esta aquosa,
composta por Agua + Glicerina, fase 2 somente o Lecigel” e fase 3, sendo esta
oleosa, composta por Olivem 300° + Manteiga de Karité, em balanga analitica
devidamente calibrada (precisao + 0,0001g). Posteriormente, a fase 1 foi aquecida
em chapa quente e a mistura homogeneizada até atingir a temperatura de 75 + 2°C.
Apos atingir a temperatura desejada, a solugéo foi colocada em um gral e levada até
um agitador em hélice em rotagcdo de 500 + 5 rpm, onde aos poucos foi sendo
incorparada lentamente a fase 2.

Em seguida, as fases 1 e 3 foram aquecidas em chapa quente e a
mistura homogeneizada até atingir a temperatura de 75 + 2°C. Apds atingir esta
temperatura em ambas as fases, foi realizada a inversao das fases (oleosa/aquosa)
sendo homogeneizada até atingir temperatura de 40 + 2°C. Por fim, os ativos foram
adicionados e homogeneizados, e o pH ajustado a 4,5 - 6,0 com auxilio de um
pHmetro digital (pH/mV meter - HANNA, Brasil), e realizado o envase das
formulacbes. Posteriomente, as mesmas foram acondicionadas em geladeira a
temperatura aproximada de 8 + 2°C.

Apos o desenvolvimento das formulagbes FB, F1, F2 e F3 as
mesmas foram submetidas a ensaios de pré — estabilidade (cetrifugacéo), avaliagao
das caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor), caracterizagdo fisico-
quimica (determinagdo de pH, espalhabilidade e retencdo de umidade), além da
atividade antioxidante, reometria de cisalhamento continuo e espectroscopia
fotoacustica (BAESSO; SHEN; SNOOK, 1994) (nestes dois ultimos ensaios, avaliada
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somente as formulagcées FB e F3) (HEMPHILL, CAMPOS; PILEHVARI, 1993;
BRASIL, 2004; BORGHETTI, KNORST, 2006; BRUSCHI et al., 2007; BRASIL, 2008;
JONES et al.,, 2009; VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI, 2011; ZHANG et al., 2012;
ZHAO et al., 2013; CAMPANINI et al., 2014).

4.4 CARACTERIZACAO DAS FORMULAGOES

4.4.1 TESTE DE PRE-ESTABILIDADE

Neste ensaio, 5g da amostra, em triplicata, foram colocados em
tubos de ensaio cbnico e submetidos a centrifugacéo (Centrifuga Baby | Fanem 206-
BL, Sao Paulo, Brasil) durante 30 minutos, a 3200 rpm e 25°C. Posteriormente, foi
realizada a analise visual para detectar possiveis sinais de instabilidade como

coalescéncia, separagao de fases ou formagao de sedimento (BRASIL, 2008).

4.4.2 CARACTERIZAGAO ORGANOLEPTICA

As formulagbes foram avaliadas quanto a aspecto, cor e odor apos
24 horas em repouso e cada parametro foi realizado em triplicata. O aspecto e a cor
foram avaliados visualmente, sob luz branca, depositando 1g de cada formulagéo
em vidro relégio colocado sobre fundo preto, comparando-a sempre com a
formulacao base para determinar se houve qualquer alteragdao em relagao a mesma.
Ja o odor foi avaliado diretamente através do olfato e igualmente comparado ao odor
da formulacgao base (BRASIL, 2008).

4.4.3 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DAS FORMULAGOES

As caracteristicas fisico-quimicas avaliadas foram o pH (BRASIL,
2004), espalhabilidade (BORGHETTI; KNORST, 2006) e retengdo de umidade
(ZHANG et al., 2012; ZHAO et al., 2013). Cada ensaio foi realizado em ftriplicata e

suas médias calculadas.
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4.4.3.1 DETERMINAGAO DO pH

A determinagéo do pH foi realizada em temperatura ambiente (25 +
5°C) através do pHmetro digital (pH/mV meter - HANNA, Brasil), previamente
calibrado com solugbes tampao de pH 4,0 e 7,0. Cada ensaio foi realizado em
triplicata e suas médias calculadas onde as leituras foram obtidas pela inser¢ao do
eletrodo diretamente dentro da amostra (BRASIL, 2004).

4.4.3.2 AVALIACAO DA ESPALHABILIDADE (Ei)

Para Ei cada ensaio foi realizado em triplicata e suas médias
calculadas. Foram utilizadas duas placas de vidro, previamente pesadas e de
dimensdes 10x10cm. Primeiramente, uma delas foi posicionada sob papel
milimetrado e sobre ela foi colocado 0,5g de amostra; em seguida, a outra placa foi
colocada sobre o conteudo com acionamento imediato de cronébmetro. Transcorrido
1 minuto, o didmetro foi medido com ajuda da escala do papel. Este procedimento
foi repetido em intervalos de 1 minuto, adicionando-se progressivamente pesos de
2g, 49 e 10g sobre as placas. Os valores de espalhabilidade foram calculados a
partir da equacao 2 (BORGHETTI; KNORST, 2006).

E =d®x2 (2)
4

Sendo Ei: espalhabilidade, d: diametro (cm?) e T1=3,14.
4.4.3.3 TESTE DE RETENGAO DE UMIDADE (RU)

A RU foi determinada por método gravimétrico a partir da
transferéncia de 1g da formulacao para um cadinho previamente pesado, seguida da
adicdo de 1 mL de agua sobre 0 mesmo e homogeneizagao do conteudo. O sistema
foi acondicionado em um dessecador de umidade selado com solucdo saturada de
carbonato de potassio (K,CO3) (umidade relativa - 43%) e temperatura ambiente
durante 96 horas e apés este tempo, o cadinho foi retirado e pesado. A capacidade

de RU foi calculada através da equacéo 3, em que PT representa a massa final e Pg
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a massa inicial (ZHANG et al., 2012; ZHAO et al., 2013). Cada ensaio foi avaliado

em triplicata e suas médias calculadas.

PT
RU= — x100 (3)
Po

444 DETE~RMINA(}AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AA) DAS
FORMULACOES

A AA das quatro formulacdes: FB, F1, F2 e F3 foram realizadas em
triplicata e suas médias calculadas, onde neste ensaio foi utilizado o método
ABTS ", a qual a recepgéo de ions hidrogénio (H") pelo radical ABTS' ™ (2, 2’- azino-
bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfoénico) foi avaliada através de
espectrofotometria. Uma solugao aquosa do radical foi preparada a partir da mistura
de uma solucio estoque de ABTS 7 mM com outra de persulfato de potassio 2,45
mM, que foi armazenada por 12 horas em frasco escuro (VIGNOLI; BASSOLI,
BENASSI, 2011; CAMPANINI et al., 2014).

Em seguida, a solugdo de ABTS'™ foi diluida com uma solugéo
tampéao fosfato (pH= 7,4) e submetida a leitura em espectrofotdmetro a A=730 nm,
até obter uma leitura de absorbéancia de 0,750. Todas as formulagdes foram diluidos
em agua (1,5 g da formulagcdo em 5 mL de agua), sendo assim, para o branco, 1 mL
de tampao foi adicionado, para o controle positivo, 1 mL de ABTS diluido juntamente
com 50 pL de etanol e por fim, 50 yL da formulagdo (diluida anteriormente) foram
adicionados a 1 mL da solugdo do radical, deixando reagir por 6 minutos. Em
seguida, foi realizada a leitura de absorbancia a 730 nm. O calculo da atividade
antioxidante foi realizado a partir da equacdo 4 (VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI,
2011; CAMPANINI et al., 2014).

(1 = AbS amostra)

% atividade = Abs
controle

x100 (4)
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4.4.5. REOMETRIA DE CISALHAMENTO CONTINUO (FLUXO)

As analises dos sistemas emulsivos foram realizadas utilizando um
réometro de gradiente e tensdo de cisalhamento controlado, no modo de fluxo.
Nesta avaliacdo, cada ensaio foi realizado em ftriplicata, avaliando apenas as
formulacdes FB e F3.

O réometro utilizado foi uma parceria juntamente com a
Universidade Estadual de Maringa (UEM), através do Complexo de Centrais e Apoio
a Pesquisa (COMCAP). As curvas de fluxo ascendentes e descendentes foram
obtidas com um gradiente de cisalhamento de 0 s™ até 2000 s™, nas temperaturas
de 5°C, 25°C e 34 °C. As amostras foram cuidadosamente aplicadas a placa,
assegurando o minimo de cisalhamento e permitindo um tempo de repouso de 1
minuto antes de iniciar cada analise.

Durante a analise, na obtengcdo das curvas, o gradiente de
cisalhamento foi aumentado durante um periodo de 150 segundos reciprocos (s) e 0
sistema foi mantido no gradiente maximo de cisalhamento por 10 s, em seguida,
diminuido durante 150 s.

As curvas ascendentes e descendentes foram analisadas utilizando
a equacgao de Oswald de Waele (Equacgéao 5) (BRUSCHI et al., 2007; JONES et al.,
2009), em que o é a tenséo de cisalhamento; K € o indice de consisténcia; y" € o
gradiente de cisalhamento; e n é o indice do comportamento de fluxo.

o=K.y"(5)

O modelo de Herschel-Bulkley foi utilizado para obtencado do valor
de cedéncia, de acordo com a equagdo 6 (HEMPHILL; CAMPOS; PILEHVARI,

1993), onde, o € a tens&o de cisalhamento; g, € o valor de cedéncia; K € o indice de

consisténcia; y" € o gradiente de cisalhamento e n o indice de comportamento de

fluxo.

o= 0,+(K.y.n)(®)

As areas de histerese presentes nas curvas de fluxo dos sistemas

emulsivos foram obtidas utilizando o programa RheoWin 4.10.0000 (Hake®).
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4.4.6 ESPECTROSCOPIA FOTOACUSTICA

Esta avaliacdo foi realizada em parceria juntamente com a
Universidade Estadual de Maringa (UEM) através do Laboratorio de Fotoacustica,
Fototérmica e Vidros Opticos. Os espectros foram obtidos nas regides espectrais do
ultravioleta e do visivel, com variagado de comprimento de onda de 300 — 500 nm.
Cada ensaio foi realizado em ftriplicata e suas médias calculadas, sendo avaliada
apenas a FB e a F3. A poténcia da fonte foi de 800 W e a frequéncia de modulacao
da luz foi de 13 Hz. A espessura do tecido que contribui para o sinal fotoacustico é
obtido pelo calculo do comprimento de difusao térmica (us). Este parametro é
definido matematicamente como us = (d/mf)"2, em que d ¢ a difusividade térmica da
amostra e f a frequéncia de modulagdo de luz. Utilizando d = 4,1 x 10™* cm?/s
(BAESSO; SHEN; SNOOK, 1994) para a difusividade térmica do tecido (epiderme e
derme) o us = 32 ym, 0 que garante que as leituras sejam realizadas proximas as
superficies nas quais a luz € incidente, sendo a espessura média das amostras de

aproximadamente 900 pm.

4.5 ESTABILIDADE PRELIMINAR DAS FORMULAGOES

As amostras, em triplicata, foram submetidas a ciclos de gelo e
degelo, com as temperaturas variando de 4 £ 2°C a 40 + 2°C (UR de 75% * 5%), em
intervalos regulares de tempo, 24 horas, durante 15 dias (BRASIL, 2004). Apés este
periodo, houve nova avaliagdo dos parametros organolépticos (aspecto, cor e odor)
e fisico-quimicos (determinacdo de pH e espalhabilidade), além da atividade
antioxidante, onde os demais testes avaliados neste trabalho, ndo foi realizada a
analise de estabilidade preliminar dos mesmos (retencéo de umidade, reometria de
cisalhamento continuo e espectroscopia fotoacustica). Os resultados obtidos foram

comparados com aqueles encontrados antes deste processo (10 e t15 dias).

4.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia,
aplicando-se o teste de médias Tukey a 5% para as variaveis que apresentaram

efeito de tratamento significativo. As pressuposi¢des de normalidade dos erros e
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homogeneidade das variancias foram testadas por Shapiro-Wilk e Levene,
respectivamente (p>0,05). Todas as analises foram realizadas com o auxilio do
software R (R CORE TEAM, 2023).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os avangos na pesquisa cientifica tém permitido a descoberta de
diversos ativos com potencial para serem integrados em formulagbes cosmeéticas.
Esses ativos sdo destinados a industria do segmento para o desenvolvimento de
produtos antissinais, visando controlar ou retardar o envelhecimento da pele. Estes
ativos, sejam derivados de compostos sintéticos, vegetais ou microbianos, adquirem
suas propriedades, incluindo o potencial antioxidante, que € essencial para sua
eficacia em formulacbes cosmeéticas. Portanto, € crucial avaliar se o ativo em
questdo possui a atividade antioxidante necessaria para seu uso no
desenvolvimento de produtos. (BICHETTI; SAMPAIO; GUSMAO, 2018).

O envelhecimento € um processo natural que se inicia com o
declinio das fungdes fisioldgicas, provocadas por alteragdes moleculares e celulares.
Sabe-se que ao longo da vida, o organismo produz radicais livres naturalmente, no
entanto, quando sua producdo € excessiva, ocorre O processo oxidativo
(KANTHAPOK; SUKRONG, 2019; MANGELA; MARTINS, 2021).

Um radical livre € uma espécie quimica que apresenta em sua
estrutura um elétron desemparelhado, o que a torna extremamente reativa para
reagir rapidamente com proteinas, lipidios e DNA, por exemplo, causando danos
estruturais, resultando em morte celular e aceleracdo do processo de
envelhecimento cutaneo. Exemplos desses radicais incluem as espécies reativas de
oxigénio (EROS), como os anions hidroxila (OHe), hidroperoxil (HO2¢) e superéxido
(O2°) — e de nitrogénio (ERNs), como os radicais de dioxido de nitrogénio (NOy¢) e
oxido nitrico (NO) (KANTHAPOK; SUKRONG, 2019; MANGELA; MARTINS, 2021).

Para diminuir o excesso de radicais livres, se faz necessario o uso
de antioxidantes, que sdo espécies quimicas capazes de neutraliza-los para que nao
reajam com biomoléculas e n&do as danifiquem. Estes antioxidantes podem ser
aplicados, por exemplo, através de produtos cosmeéticos (KANTHAPOK; SUKRONG,
2019; MUNTEANU; APETRELI, 2021).

Para medir a atividade antioxidante de um ativo, diversos métodos
podem ser utilizados, como os espectrofotométricos, dentre os quais esta o de
inibicdo do cation radical acido 2,2”-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico), mais
conhecido como ABTS™. Em uma reacdo, a atividade antioxidante da solugéo de

coloragao inicialmente azul-esverdeada perde sua intensidade; logo, quanto maior
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for a atividade antioxidante, menos intensa a coloracdo (SANTOS-SANCHEZ et al.,
2019).

A determinacdo da AA dos ativos LEV e ECV foi conduzida
utilizando o método espectrofotométrico (ABTS™). Antes do desenvolvimento das
formulagdes, foi crucial identificar a faixa de concentragdo na qual os ativos exibiam

essa propriedade antioxidante, sendo assim, os dados correspondentes estao

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Porcentagens de inibigdo do radical ABTS™ frente a reagdo com LEV
nas concentragoes de 7,5 mg mL™" a 800 mg mL™" e com ECV nas
concentragées de 39,0 mg mL™ a 625,0 mg mL™".

Concentracdo LEV (mg mL™") Inibicdo do radical ABTS™ (%)

7,5 15,5+ 0,5
15,0 19,1+0,2
30,0 20,3+1,5
60,0 31,9+3,0
120,0 40,6 +1,6
150,0 446 +0,9
300,0 55,7+4.4
500,0 66,4 +1,3
800,0 82,1+0,6

Concentracdo ECV (mg mL™") Inibigao do radical ABTS™ (%)

39,0 8,4+17
78,0 13,8 + 2,1
156,0 251+0,9
200,0 472+2,0
313,0 542+1,5
400,0 75,6 +£2,0
625,0 92,1+0,8

LEV - Levana.
ECV - Extrato seco de café verde.
Fonte: préprio autor.

+

Com base nos dados de porcentagem de inibicdo do radical ABTS’
apresentados na tabela acima (Tabela 3), observa-se que a LEV demonstrou
atividade antioxidante entre 15,5 £ 0,5% e 82,1 + 0,6% nas concentracdes de 7,5 a
800 mg mL™'. Esawy et al. (2016) realizaram ensaio semelhante, também pelo
método ABTS™, e observaram de 14,3 a 40,9% de atividade antioxidante entre as
concentracdes de 0,5 a 2,5 mg mL™" para LEV de Bacillus subtilis M. Esta diferenca

entre os resultados podem ocorrer devido ao tipo e as condigcdes do meio de cultivo
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do microorganismo, como fonte de carbono, tempo, temperatura e agitacdo (ESAWY
et al., 2016).

No estudo de DAHMER et al. (2023), a LEV demonstrou potencial
antioxidante entre 22% e 56% na faixa de concentracdo de 1,0 - 100 mg mL™,
respectivamente, utilizando o método DPPH. E relevante observar que a
concentragcdo maxima de LEV utilizada nas formulagdes, conforme relatado no
mesmo estudo, foi de 2% (p/v), similar ao realizado neste trabalho. Além disso,
destaca-se que a LEV é um potente agente antioxidante, exibindo atividade em
baixas concentracdes (7,5 mg mL™"). De acordo com Silva et al. (2022), a LEV
apresenta alto poder antioxidante, tornando-se um ativo atrativo para a industria
cosmeética, especialmente para a incorporacdo em produtos antienvelhecimento.

Ja para o ativo ECV, a atividade antioxidante foi de 8,4 + 1,7% a
92,1 + 0,8% entre as concentragdes de 39,0 a 625,0 mg mL™"'. Masek et al. (2020)
observaram 90% de atividade antioxidante de ECV na concentragdo de 4 mg mL"
pelo método ABTS™ e de 63% pelo método DPPH na mesma concentragéo. As
diferengcas entre os resultados podem ser atribuidos a metodologia utilizada,
composi¢ao quimica do extrato, por exemplo, a qual pode variar de acordo com a
regido, solo entre outros fatores. O ECV possui varias classes de compostos
bioativos, dentre eles, fendlicos, melanoidinas, diterpenos, xantinas e carotenoides
que possibitam esta alta capacidade antioxidante deste ativo (ENDO et al., 2023).

Os modelos matematicos utilizados a partir das concentracdes
mencionadas acima (Tabela 3) para determinagdo da atividade antioxidante tiveram
um bom ajuste, conforme apresentadas nas Figuras 7A e 7B. Uma forma de
observar este ajuste é pelo R? (R-quadrado), uma medida pratica e intuitiva de quéo
bem seu modelo linear se ajusta a um conjunto de observagdes (dados). Quanto
mais proximo de 1,0 é este valor, consequentemente um indicio de que o modelo
explica toda a variabilidade dos dados de resposta ao redor de sua média, assim o0s
dados da atividade antioxidante representados abaixo tiveram R? entre 0,98 e 0,93
(PONTES; OLIVEIRA; SILVA, 2021).
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Figura 7 - Determinagao da atividade antioxidante dos bioativos naturais LEV
(A) e ECV (B) obtidos pelo método ABTSe+.
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Fonte: préprio autor.

Conforme os resultados apresentados nas Figuras 7A e 7B,
podemos observar que ambos os ativos possuem atividade antioxidante que, em
geral € aumentada com a elevagao da concentragcdo do mesmo uma vez que, maior
quantidade do ativo, maior a atividade antioxidante.

Masek et al. (2020) notaram um aumento na atividade antioxidante
da ECV a medida que a concentragado do ativo variava de 1 a 4 mg mL™". Resultados
similares foram encontrados por Silva et al. (2020), que observaram um aumento na
atividade antioxidante dos ativos levana e 6leo de canela, conforme a concentragao
destes variava de 0 a 10 mg mL™.

Através deles também foi possivel determinar a concentragcao
inibitéria (ICsp). A IC50 € a minima concentracdo necessaria de antioxidante para
inibir 50% de uma determinada concentracdo de radical, no caso, do ABTS™, obtida
a partir da razao entre o valor de IC5p € da concentracdo inicial do radical. Dessa
forma, uma menor concentracao do antioxidante é necessaria para inibir 50% da
atividade do radical livre, logo, quanto menor o valor de ICsy, maior a atividade
antioxidante do ativo (SAVATOVIC et al., 2012; BICHETTI; SAMPAIO; GUSMAO,
2018).

Deste modo, por meio da equagao gerada por cada grafico e
substituindo o y=50, encontrou-se o valor deste parametro para LEV e ECV, que foi
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de 212,96 mg mL" e 264,3 mg mL™, respectivamente, indicando que, uma menor
concentracédo do LEV é necessaria para inibir 50% da atividade do radical livre.

Os dados acima justificam a utilizagao dos ativos LEV e ECV para a
incorporagao em formulagdes cosméticas devido ao elevado potencial antioxidante
apresentado, sendo assim, consequentemente, essa caracteristica sugere que os
mesmos podem oferecer beneficios significativos na prevengao do envelhecimento
cutdaneo. Logo, os ativos em questdao foram incorporados em formulagdes e
submetidos a avaliagbes quanto sua capacidade de utilizagdo no mercado de
cosmeticos.

O estudo da estabilidade fornece informagdes que indicam o grau de
conservacgao do produto nas variadas condigdes a que possa estar sujeito desde sua
fabricagdo até sua validade. Antes do estudo de estabilidade, as amostras foram
submetidas ao teste de centrifugacéo (BRASIL, 2007; FRANGE; GARCIA, 2009).

Os resultados do teste de pré-estabilidade evidenciaram que,
mesmo apos a centrifugagdo, as formulagdes FB, F1, F2 e F3 mantiveram-se
estaveis, sem apresentar sinais de coalescéncia, sedimentagcdo ou separagao de
fases. Essa estabilidade observada indica que ndo ha necessidade de reformulagao
do produto e que as formulacbes podem ser submetidas as avaliagcbes
subsequentes.

O teste de pré-estabilidade, também conhecido como teste de
centrifuga, tem como objetivo simular a agdo da gravidade sobre a amostra,
sujeitando-a a estresse para antecipar possiveis instabilidades. Essas instabilidades
podem se manifestar na forma de coalescéncia, floculacdo, precipitacbes ou
separacdes de fases, entre outras. Assim, conforme orientagdes de autoridades
regulatérias como o Brasil (2007) e autores como Frange e Garcia (2009), a
estabilidade do produto durante este teste é crucial. A auséncia de qualquer sinal de
instabilidade indica que o produto estd apto para prosseguir com os testes
subsequentes.

A estabilidade de um produto cosmético pode ser influenciada por
fatores extrinsecos como o tempo, temperatura, luz, oxigénio e umidade, ou também
ocorrer a influéncia de fatores intrinsecos, tais como a incompatibilidade fisica e
quimica da formulagdo. A incompatibilidade fisica esta relacionada com as
mudancas na aparéncia da formulagao como a separagao de fases. Por outro lado,

a incompatibilidade quimica estd relacionada com mudangas no valor de pH,
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reagcdes de oxidagdo-redugdo, hidrolise, interagbes com os ingredientes da
formulacéo, entre outros (COSTA; CAMPOS, 2021).

Os testes comumente avaliados na estabilidade sado os parametros
organolépticas (aspecto, cor e odor), parametros fisico-quimicos (pH, viscosidade,
espalhabilidade, densidade) e paradmetros microbiologicos (contagem microbiana)
conforme o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (MARIOTTI; FRASSON, 2011).

Os resultados organolépticos deste estudo podem ser observados
na Tabela 4 e Figura 8. As formulagbes F2 e F3, a qual continham ECV
apresentaram odor caracteristico do mesmo, enquanto FB e F1 apresentaram-se
inodoras.

Quanto ao aspecto, somente a formulacdo F1 apresentou-se
semelhante a FB, sendo esta cremosa eas demais formulagdes F2 e F3, que
continham ECV, apresentaram-se fluidas, justamente pela adicdo do ativo,
favorecendo a fluidez da formulacdo. Resultado semelhante foi descrito por Endo et
al. (2023) onde as formulagdes contendo ECV apresentaram um aspecto de gel
mais fluido.

Em relacdo a coloracdo, apenas F1 sofreu alteracdo apds 15 dias de
stresse gelo-degelo, de branco para rosé, enquanto FB se manteve com coloragao
branca, F2 e F3 com tonalidade bege. Tal alteracdo ocorreu possivelmente devido a
interacao do ativo com os componentes da formulagao, ou até mesmo o fato da LEV
estar atuando como agente antioxidante da formulagao, logo, ao sofrer oxidagao,
também tem a cor alterada.

Este entrave poderia ser facilmente resolvido pela adicdo de outro
antioxidante a formulagcdo, como BHT (butil-hidroxi-tolueno) terc-butil-hidroquinona
(TBHQ), vitaminas (A, C e E), por exemplo, a qual seria oxidada em seu lugar,
preservando-a, no entanto, a formulagao foi o mais minimalista possivel, ndo sendo
acrescido outro antioxidante, ja sabendo do alto potencial antioxidante dos ativos
utilizando neste estudo (HELENAS et al., 2023).

Logo, para que esta informagéo seja concretizada, trabalhos futuros
podem incluir a adicdo destes outros agentes oxidantes, e realizadas avaliagdes das
formulagcdes quanto a possiveis alteragdes nas propriedades organolépticas e fisico-
quimicas. As caracteristicas organolépticas em um estudo de estabilidade sé&o

imprescindiveis, devendo estar atento a qualquer mudanca uma vez que, alteracdes
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no aspecto, cor e odor de cosméticos indicam possiveis problemas de estabilidade e
consequente influéncia na qualidade e eficacia do produto (ALBRECHT et al., 2019).
A associacdo de varios compostos resulta em uma formulagao
multifuncional, possibilitando a utilizacdo de software para aperfeicoamento das
mesmas, € capacidade de analisar os efeitos das interacbes entre as diferentes
variaveis estudadas (HELENAS et al., 2023). Estes mesmos autores desenvolveram
uma formulagéo a base de extrato de Aloe vera, vitamina E e éleo de abacate onde
obtiveram boa espalhabilidade, atividade antioxidante e capacidade de retencéo.

Os estudos quanto a combinacao de ingredientes para a fabricdo de
formulagcbes cosmecéuticas seguem avangando. Foi desenvolvido um sistema Web
denominado Formula® que possibilita a criagdo de formulas de cremes e logdes a
partir da selecao de ingredientes. As propriedades desses ativos sdo armazenadas
em um banco de dados integrado ao sistema, ndo sendo limitada a quantidade de
funcdes e ingredientes a serem cadastrados, na sequéncia, a validagado da formula
criada pelo usuario é baseada em quinze regras relacionadas a formulagdes de
emulsdes (VEDANA et al., 2024).

Tabela 4 - Caracteristicas organolépticas das formulag¢oes FB, F1, F2 e F3,
sendo tempo inicial (t0) e tempo apés 15 dias (t15).

t0
Formulagao Aspecto Cor Odor
FB’ Cremoso Branco Inodoro
F12 Cremoso Branco Inodoro
F2° Fluido Bege Escuro Café
F3* Fluido Bege Café
t15
Formulagao Aspecto Cor Odor
FB’ Cremoso Branco Inodoro
F12 Cremoso Rosé Inodoro
F2° Fluido Bege Escuro Café
F3* Fluido Bege Café

"FB - Auséncia de ativos.

2 F1 - Somente levana (2,0% (p/v) LEV).

*F2 - Somente extrato seco de café verde (0,6% (p/v) ECV).

‘F3- Associagao de levana com extrato seco de café verde (1,0% (p/v) LEV + 0,3% (p/v) ECV).
Fonte: proprio autor.
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Figura 8- Caracteristicas organolépticas observadas nas formula¢ées FB, F1,
F2 e F3, se?do tempo inicial (t0) e tempo apés 15 dias (t15).

' FB - Auséncia de ativos.

% F1 - Somente levana (2,0% (p/v) LEV).

*F2 - Somente extrato seco de café verde (0,6% (p/v) ECV).

* F3 - Associagao de levana com extrato seco de café verde (1,0% (p/v) LEV + 0,3% (p/v) ECV).
Fonte: préprio autor.

Sendo assim, de acordo com a caracterizagao organoléptica, todas
as formulacgdes (FB, F2 e F3), exceto F1, se mantiveram estaveis, sem alteragdes de
suas caracteristicas organolépticas, que comprometam sua eficacia, qualidade e
sucesso de compra do produto. Assim, & importante enfatizar que os sentidos
humanos (olfato, visdo, tato e paladar quando aplicavel) sdo essenciais para a
decisdo de compra de um produto cosmético e também orientam a elaboragédo de
formulagcbes agradaveis ao consumidor, influenciando diretamente no sucesso de
uma industria cosmética de higiene pessoal (ISAAC et al., 2012).

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas analisadas, iniciou-se a
avaliagdo com o pH das formulagdes a qual foi aferido antes (t0) e apds (115) o teste

de estabilidade preliminar e os dados médios apresentados conforme tabela 5.
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Tabela 5 - Valores médios de pH das formulagées FB, F1, F2 e F3 no tempo
inicial (t0) e apos 15 dias (t15).

Formulagao pH
t0 t15
FB’ 5,64 + 0,04 5,44 + 0,02
F12 5,59 + 0,01 5,35 + 0,03
F23 5,45 + 0,02 5,27 + 0,01
F3* 5,45 + 0,02 5,67 + 0,03
CV (%) 1,8 3,2

'FB - Auséncia de ativos.

> F1 - Somente levana (2,0% (p/v) LEV).

®F2 - Somente extrato seco de café verde (0,6% (p/v) ECV).

* F3 - Associagao de levana com extrato seco de café verde (1,0% (p/v) LEV + 0,3% (p/v) ECV).
CV (coeficiente de variagéo).

Fonte: préprio autor.

A partir dos valores médios demonstrados acima, estatisticamente,
conforme dados apresentados na Tabela 6, observa-se que houve diferenca
significativa (p<0,05) entre as formulagées e também entre os tempos (t0 e t15). A
partir desta analise foi possivel fazer uma abordagem estatistica detalhada

comparando as formulagdes e o tempo conforme Figura 9.

Tabela 6 - Valores de p - valor para pH.

Variavel pH
Formulagdes (A) p<0,001°9
Tempo (B) p<0,001°¢
AXB p<0,0015

CV A (%) 0,36

CV B (%) 0,55

A - Formulagdes: FB, F1, F2 e F3.

B - Tempo: Tempo inicial (t0) e apés 15 dias (115) decorridos do teste de estabilidade preliminar.
CV - Coeficiente de variagao.

* sig (significativo) de acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia.

Fonte: préprio autor.
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Figura 9- Valores médios de pH e comparacgao estatistica das formulagoes FB,
F1, F2 e F3 no tempo inicial (t0) e apés 15 dias (t15).
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F2 - Somente extrato seco de café verde (0,6% (p/v) ECV).

Formulagao
F3 - Associagéo de levana com extrato seco de café verde (1,0% (p/v) LEV + 0,3% (p/v) ECV).
* Letras maiusculas comparam entre tempos de um mesmo tratamento. Letras minusculas comparam
entre tratamentos dentro de um mesmo tempo. Foi aplicado um teste de comparagbes multiplas
subdivididas no tempo de acordo com Tukey a 5% de significancia.
Fonte: proprio autor.

FB - Auséncia de ativos.

Conforme os dados apresentados na Figura 9, fazendo uma
comparagao entre as formulagbes dentro de um mesmo tempo, temos que: no
tempo inicial (t0), os valores de pH foram maiores para FB (5,64 + 0,04) e F1 (5,59
0,01), no entanto, ndo diferiram estatisticamente entre si, quando comparadas com
as formulagdes F2 (5,45 + 0,02) e F3 (5,45 + 0,02), as quais também n&o diferiram
entre si. Ja no t15, houve diferenga estatistica entre todas as formulacdes, sendo F3
(5,67 + 0,03) com maior valor de pH, seguido de FB (5,44+0,02), F1 (5,35 £ 0,03) e
F2 (5,27 £ 0,01).

Todas as formulagbes apresentaram redugdo pequena, mas
estatisticamente significativa do pH no decorer do ciclo gelo-degelo, exceto para F3,
a qual teve um acréscimo do mesmo de 5,45 + 0,02 para 5,67 = 0,03.

A determinacédo do pH trata-se de uma importante informagao visto

que é utilizada para verificar alteragbes da formulacdo que nem sempre sao



59

perceptiveis a olho nu, como modificagdes quimicas, fisicas e até microbiolégicas
(PEREIRA SANTOS et al., 2020).

Neste trabalho, o pH das formulagdes no tempo inicial (t0) variou
entre 5,45 + 0,02 e 5,64 + 0,03, enquanto apds os 15 dias de ciclo gelo-degelo, o pH
se manteve entre 5,27 + 0,01 e 5,67 £ 0,03 (Figura 9). Em ambos os tempos foi
observado que o pH das formulagdes permaneceu compativel com a faixa ideal de
pH da pele, que varia entre 4,5 e 6,0 (POY; TEHRANI, 2017).0Os valores de pH sao
compativeis com os encontrados no trabalho de Santos e colaboradores (2017), que
desenvolveram uma formulagdo para a regido periorbital contendo EVC cujo pH se
situou entre 4,87 e 5,67. Ja no estudo de Poy e Tehrani (2017), ao elaborarem uma
formulacdo semelhante, encontrou um valor médio de 4,89.

Além disso, este parametro constitui um fator primordial, pois cada
produto deve apresentar valor de pH compativel a regido de uso. As alteragcdes de
pH podem modificar toda a formulagao desde seu aspecto até a eficacia do principio
ativo, podendo néao fornecer o resultado esperado, uma vez que alguns ativos nao
apresentam estabilidade em determinados pH e podem vir a irritar a pele se nao
estiverem compativeis com a mesma (PEREIRA SANTOS et al., 2020).

Neste estudo, todas as formulagdes (FB, F1, F2 e F3) apresentaram
pH dentro da faixa recomendada para aplicacdo na pele, bem como diferenca
estatistica pequena entre as formulacdes e os tempos.

A espalhabilidade € compreendida como a capacidade de expansao
de uma formulagdo ao longo do tempo sobre uma determinada superficie e ajuda a
compreender como sera aplicagdo do produto na area desejada (BORGHETTI,
KNORST, 2006; SILVA et al., 2019).

De maneira resumida, a espalhabilidade diz respeito a capacidade
do produto se espalhar e se deformar com facilidade e uniformidade e, em uma
formulacdo cosmética, este € um fator determinante de qualidade e que influencia
nas caracteristicas sensoriais do produto (BEHERA et al., 2015).

Desse modo, foram aplicados pesos progressivos sobre a
formulacdo, além do peso da placa de vidro, objetivando simular o esfor¢o que a
mao do individuo exerce ao aplicar o cosmético sobre a area desejada, permitindo
prever se 0 mesmo sera facilmente espalhado na pele (BARROS, 2021).

Os resultados de espalhabilidade das formulagcbes podem ser

observados na Tabela 7 e Figuras 10 e 11. Em geral, pode-se inferir que a
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espalhabilidade aumentou conforme o aumento de peso sobre a placa e mesmo
apos o teste de estabilidade preliminar (0 e t15), tal comportamento se manteve

inalterado.

Tabela 7 - Valores médios de espalhabilidade inicial (t0) e apds teste de
estabilidade preliminar (t15) nos diferentes pesos sobre as placas (23, 25, 27 e
33 g) contendo as formulagées FB, F1, F2 e F3.

t0
~ Peso aplicado (g)
Formulacao 23 o5 27 33
FB' 838 + 60 1038 + 88 1097 + 138 1301 + 134
F12 1136 £ 119 1306 £ 248 1458 + 247 1726 + 447
F2° 1155 + 93 1566 + 40 1784 + 43 2015 + 46
F3* 1326 + 236 1648 + 322 1817 + 302 2163 £ 416
CV (%) 17,8 17,8 22,5 20,0
t15
FB’ 981 + 85 1175 + 92 1321+ 113 1740 + 250
F12 1077 £ 116 1508 £ 326 1712 £ 154 1966 £ 210
F2° 997 + 335 1190 + 348 1307 + 501 1552 + 567
F3* 1452 + 68 1940 £ 195 2446 £ 420 3054 + 278
CV (%) 19,6 24,7 31,5 32,4

'FB - Auséncia de ativos.

°F1 - Somente levana (2,0% LEV).

*F2 - Somente extrato seco de café verde (0,6% ECV).

*F3 - Associagdo de levana com extrato seco de café verde (1,0% LEV + 0,3% ECV).
CV (coeficiente de variagéo).

Figura 10- Perfil de espalhabilidade inicial (t0) das formula¢ées FB, F1, F2 e F3.
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FB - Auséncia de ativos.
F1 - Somente levana (2,0% (p/v) LEV).
F2 - Somente extrato seco de café verde (0,6% (p/v) ECV).
F3 - Associagéo de levana com extrato seco de café verde (1,0% (p/v) LEV + 0,3% (p/v) ECV).
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Fonte: préprio autor.

Figura 11- Perfil de espalhabilidade das formulagées FB, F1, F2 e F3 apés teste
de estabilidade preliminar (t15).

3500
3000
2500
‘Gg 2000 = FB
£ 1500 - el
E mF2
1000
mF3
£00
.D 1 = -
23 25 27 33

Peso (g)

FB - Auséncia de ativos.

F1 - Somente levana (2,0% (p/v) LEV).

F2 - Somente extrato seco de café verde (0,6% (p/v) ECV).

F3 - Associagdo de levana com extrato seco de café verde (1,0% (p/v) LEV + 0,3% (p/v) ECV).
Fonte: préprio autor.

Os valores obtidos no teste de espalhabilidade estdo dentro dos
encontrados na literatura por Spellmeier (2005) que obteve valores de
aproximadamente 1600 mm? até 5000 mm? e por Lange, Herbele e Mildo (2009), que
obtiveram valores de 1500 mm? até 4500 mm?.

O comportamento de aumento de espalhabilidade conforme
aumento de peso era esperado e tem sido amplamento relatado na literatura. Silva
et al. (2019) a partir de um gel-creme a base do o6leo de copaiba (Copaifera
officinalis L.) observaram elevacdo da espalhabilidade conforme foi adicionado o
peso sobre a placa. Da Silva Martins et al.(2023) ao desenvolverem gel e creme
contendo os extratos vegetais de Stryphnodendron adstringens e Centella asiatica e
obtiveram o0s mesmos resultados, assim como Santos et al. (2021) no

desenvolvimento de um sérum a base de 6leo de Mauritia flexuosa para pele
idosa.

Os resultados deste estudo evidenciaram uma tendéncia de
aumento na espalhabilidade ao longo do tempo. Essa observacdo estd em

concordancia com o estudo de Dahmer et al. (2023), no qual formulagdes contendo
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varios ativos, incluindo a levana, também demonstraram um aumento na
espalhabilidade durante o teste de estabilidade, que, neste caso, foi realizado por 15
dias. No entanto, esses resultados contrastam com os estudos de Tan et al. (2022),
nos quais a espalhabilidade dos cremes contendo extrato de mangostdo (Garcinia
mangostana) diminuiu durante o teste de estabilidade acelerada, realizado por 30
dias. Os autores sugerem que as mudancgas na espalhabilidade ao longo do tempo
podem estar relacionadas a alteragdes no tamanho, forma e distribuicdo das fases
dispersa e continua das formulagdes.

Estudos tém mostrado que formulacées com melhor espalhabilidade,
como aquelas encontradas em F3, tendem a ter uma viscosidade mais baixa. Isso
nao sO proporciona uma experiéncia sensorial mais agradavel ao usuario, mas
também pode aprimorar a eficacia dos ativos (Silva et al., 2019).

A viscosidade desempenha um papel crucial na formulacdo de
produtos topicos, pois esta diretamente ligada a espalhabilidade e a capacidade de
distribuicdo uniforme sobre a pele. Formulagdes com viscosidades mais baixas sao
mais fluidas, facilitando sua aplicagdo e absorcao pela pele. Essa caracteristica é
essencial para garantir uma distribuichio homogénea dos ativos presentes na
formulacao, resultando em uma melhor eficacia do produto. Assim, a relacéo entre a
espalhabilidade e a viscosidade ¢é fundamental para o desenvolvimento de
formulacbes cosméticas que oferecam beneficios sensoriais e terapéuticos
superiores.

Conforme os dados estatisticos apresentados na Tabela 8, nao
houve diferenga significativa entre as formulagées no decorrer do tempo (t0 e t15),
no entanto, foi possivel observar diferenga estatistica (p<0,05) entre as formulagdes

independe do tempo (Figura 12).

Tabela 8 - Valores de p-valor para o ensaio de espalhabilidade

Variavel Ei
Tratamento (A) p-0,002 *¢
Tempo (B) p-0,092 "
AXB p-0,058 "
CVA (%) 16,25
CV B (%) 18,24

A - Formulagdes: FB, F1, F2 e F3.
B - Tempo: Tempo inicial (t0) e apés 15 dias (115) decorridos do teste de estabilidade preliminar.
CV - Coeficiente de variagao.
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* n/s (ndo significativo); sig (significativo) de acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia.
Fonte: préprio autor.

De acordo com a figura abaxo (Figura 12), os valores médios de
espalhabilidade s&o observados ao considerar o maior peso (33g) sobre a placa,
independentemente do tempo, obtidos pela média entre 10 e t15, considerando que
estatisticamente nao foi observada diferencga significativa entre os diferentes tempos.
Assim, a maior espalhabilidade foi observada em F3 (2609 mm?), sendo
significamente superior as demais formulagdes. Os resultados também
demonstraram n&o haver diferenga estatistica para espalhabilidade entre as demais

formulagoes.

Figura 12- Valores médios de espalhabilidade e comparagao estatistica das
formulagoes FB, F1, F2 e F3.
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FB - Auséncia de ativos.

F1 - Somente levana (2,0% (p/v) LEV).

F2 - Somente extrato seco de café verde (0,6% (p/v) ECV).

F3 - Associagéo de levana com extrato seco de café verde (1,0% (p/v) LEV + 0,3% (p/v) ECV).

* Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
Fonte: proprio autor.

Milan et al. (2007) destacam uma correlacdo positiva entre a
espalhabilidade e a aceitabilidade de um produto cosmético. Além disso, esta

propriedade é de suma importancia, uma vez que influencia diretamente o processo
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de absorgao e a taxa de liberagcédo de ingredientes ativos na formulagdo (TUNGADI,
PAKAYA, & ALI, 2023).

Portanto, um cosmético que apresente boa espalhabilidade n&o sé
facilita sua aplicagao na pele, transmitindo uma sensagao sedosa, a qual agrada o
consumidor, como também sugere ser mais econdbmico em termos de rendimento
(BARROS, 2021).

Para a avaliagao da retencdo de umidade, a qual ocorreu apds 96
horas de acondicionamento das formulagdes no dessecador, podemos observar as

porcentagens conforme Tabela 9.

Tabela 9 - Porcentagem média de retengao de umidade das formulagdes FB,
F1,F2 e F3.

Formulagao RU (%)
FB' 79,4+ 0,6 a*
F12 80,2 + 2,3 a*
F23 80,3+ 1,7 a*
F3* 81,5+272a*

CV (%) 2,28

'FB - Auséncia de ativos.

% F1 - Somente levana (2,0% (p/v) LEV).

*F2 - Somente extrato seco de café verde (0,6% (p/v) ECV).

* F3 - Associagdo de levana com extrato seco de café verde (1,0% (p/v) LEV + 0,3% (p/v) ECV).
* Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

*CV (coeficiente de variagéo).

Fonte: préprio autor.

Conforme os dados de retengcdo de umidade apresentados na
Tabela 9, estatisticamente obtivemos um p-valor de p=0,66 (p>0,05), sendo assim,
nao houve diferenga estatistica entre as formulagbes para este teste, sendo
observada apenas uma variagao numerica entre as mesmas de 79,4 + 0,6% a 81,5
2,2%.

Sabemos que a pele possui um fator de hidratacdo natural, no
entanto, ainda nao é suficiente, uma vez que existem diversos fatores ambientais
que influenciam na diminuicdo do volume hidrico da pele. Portanto, é essencial
contar com formulagdes ricas em ativos que melhorem a hidratagdo, garantindo
assim a eficacia das atividades metabdlicas e fisiolégicas do corpo humano
(RANGEL, 2021). Os resultados deste estudo demonstraram altos indices de

retencado de umidade em todas as formulagdes analisadas, sendo mais pronunciada
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em F3, principalmente devido a presenca de dois ativos, sendo eles LEV e ECV,
com alta capacidade hidratante, retendo eficientemente o centeudo de agua na pele,
evitando uma perda transepidermial de agua expressiva.

Sabe-se que a estrutura da LEV conforme demonstrado na Figura 3
apresenta varios grupamentos hidroxila (OH) e estes interagem com as moléculas
de agua atraveés de ligagdes de hidrogénio retendo-as, sendo tal caracteristica que a
torna altamente higroscépica (SILVA et al., 2022; ZHANG et al., 2022).
Semelhantemente, a composi¢cao quimica do ECV, conforme ilustrado na Figura 5,
também apresenta moléculas com este mesmo grupamento, além de nitrogénio (N)
na estrutura que, com seu par de elétrons livre, também retém agua por ligagdes de
hidrogénio; logo sua higroscopicidade pode ser explicada da mesma maneira

Durante a avaliagao da AA, foi possivel observar os valores médios
obtidos em cada formulacéo (FB, F1, F2 e F3), tanto antes (t0) quanto apés (115) o
teste de estabilidade preliminar, realizado pelo método espectrofotométrico
(ABTSe+), como destacado na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores médios de atividade antioxidante das formulagoes FB, F1,
F2 e F3 no tempo inicial (t0) e apés 15 dias (t15).

Formulagéo AA
t0 t15
FB: 26,6 +3,4 6,3+1,2
F1s 46,014 47,2 +0,9
F2: 575+2,6 81,6+1,3
F3¢ 65,3+ 0,6 87,427

'FB - Auséncia de ativos.

®F1 - Somente levana (2,0% (p/v) LEV).

*F2 - Somente extrato seco de café verde (0,6% (p/v) ECV).

* F3 - Associagdo de levana com extrato seco de café verde (1,0% (p/v) LEV + 0,3% (p/v) ECV).
Fonte: proprio autor.

A partir dos dados médios mencionados acima, estatisticamente, foi
possivel observar que houve diferenga significativa (p<0,05) entre as formulagdes e
também entre os tempos (t0 e t15) (Tabela 11). A partir desta analise foi possivel
fazer uma abordagem estatistica detalhada entre as formulagbes e o tempo

conforme Figura 13.
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Tabela 10 - Valores de p-valor para atividade antioxidante.

Variavel AA
Formulagao (A) p<0,001°%9
Tempo (B) p<0,001°9
AXB p<0,001°¢

CV A (%) 2,34

CV B (%) 2,59

A — Formulacbes: FB, F1, F2 e F3.

B - Tempo: Tempo inicial (t0) e apés 15 dias (t15) decorridos do teste de estabilidade preliminar
CV - Coeficiente de variacao.

* sig (significativo) de acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia.

Fonte: proprio autor.

Figura 13- Valores médios de atividade antioxidante e comparagao estatistica
das formulagoées FB, F1, F2 e F3.

100
87.40aA
81,65bA

801
S 65.29aB
§ 57,47bB
s 607 Tempo
ke 46,04cA 47,17cA l o
=
<
5 15
§ 40+
E 26,63dA
<

201

6,32dB
0.
FB Fi F2 F3

Formulacao
FB - Auséncia de ativos.
F1 - Somente levana (2,0% (p/v) LEV).
F2 - Somente extrato seco de café verde (0,6% (p/v) ECV).
F3 - Associacdo de levana com extrato seco de café verde (1,0% (p/v) LEV + 0,3% (p/v) ECV). *
Letras mailsculas comparam entre tempos de um mesmo tratamento. Letras mindsculas comparam
entre tratamentos dentro de um mesmo tempo. Foi aplicado um teste de comparagdes multiplas de
Tukey a 5% de significancia.
Fonte: proprio autor.

Com base nos dados apresentados na Figura 13, ao comparar as
formulacbes em um mesmo periodo de tempo, observa-se que no momento t0

houve diferenga estatistica significativa entre todas as formulagdes, onde a maior AA



67

foi registrada para F3 (65,3 + 0,6%), seguida por F2 (57,5 £ 2,6%), F1 (46,0 £ 1,2%)
e FB (26,6 + 3,4%). Resultado semelhante para o momento t15, onde os maiores
valores de AA foram encontrados em F3 (87,4 + 2,7%), seguido de F2 (81,6 £ 1,3%),
F1(47,2+0,9%) e FB (6,3 £ 1,2%).

Além disso, observou-se uma reducgéo estatisticamente significativa
de AA para a formulagéo FB ao longo do ciclo gelo-degelo, de 26,6 £ 3,4% para 6,3
* 1,2%, enquanto F1 ndo apresentou diferenga estatistica durante o ensaio de
estabilidade preliminar, mantendo-se entre 46,0 £ 1,4% e 47,2 + 0,9%. Por outro
lado, houve um aumento dessa propriedade para F2 (de 57,5 £+ 2,6% para 81,6
1,3%) e F3 (de 65,3 £ 0,6% para 87,4 + 2,7%).

Os resultados apresentados acima s6 comprovam as propriedades
antioxidantes descritas em diversas literaturas tanto para a LEV quanto para ECV,
demonstrando como a combinagao desses ativos pode potencializar os resultados
(VOYTENA, 2017; DAHMER et al., 2023).

Embora ndo haja evidéncias na literatura sobre o efeito sinérgico
especifico entre esses dois ativos, diversos estudos indicam beneficios da
combinagao de ativos, como observado por Silva et al. (2019), onde a associagao de
LEV de B. subtilis com o 6leo de canela resultou no desenvolvimento de uma
formulacdo cosmecéutica com propriedades antioxidantes, hidratantes e
antimicrobianas.

A elevada AA das formulacbes, especialmente da F3, pode ser
explicada pela presenca de ativos potentes em associagdo, como a LEV e o ECV,
sendo deste modo, uma formulacdo de grande interesse na industria cosmética. A
abundancia de antioxidantes desempenha um papel vital na protegcdo contra os
radicais livres, fornecendo elétrons para reduzir a velocidade do processo oxidativo.
Essa acdo ajuda a minimizar danos as estruturas moleculares e celulares (DE GOIS
et al., 2022).

Os antioxidantes sao verdadeiros guardibes da saude da pele,
agindo como escudos protetores contra os radicais livres gerados pelo metabolismo
celular. Essas moléculas reativas séo conhecidas por causar estragos, atacando os
componentes vitais das células cutdneas, como os lipidios, aminoacidos nas
proteinas, acidos graxos poli-insaturados e até mesmo as ligacdes duplas nas bases
do DNA. Ao interceptar esses radicais livres, os antioxidantes desempenham um
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papel fundamental na preservacéo da integridade estrutural e funcional da pele (DE
GOIS et al., 2022).

A capacidade dos antioxidantes em proteger esses componentes
essenciais da pele é fundamental para combater os efeitos prejudiciais do
envelhecimento. Ao reduzir o estresse oxidativo e os danos causados pelos radicais
livres, os antioxidantes ajudam a manter a pele com uma aparéncia jovem e
saudavel por mais tempo. Esses beneficios sdo particularmente vantajosos ao
formular produtos cosméticos destinados a minimizar os efeitos e sinais do
envelhecimento cutédneo, como rugas, linhas finas, flacidez e descoloracédo (DE
GOIS et al., 2022).

Portanto, a inclusdo de antioxidantes potentes, como os presentes
na formulacao F3, € uma estratégia essencial na busca por uma pele mais radiante,
firme e rejuvenescida. Esses compostos desempenham um papel multifacetado na
promog¢ao da saude e beleza da pele, destacando a importancia da F3 como uma
formulacao promissora, de destaque na industria cosmética.

O teste de reologia por reometria de cisalhamento continuo é um
procedimento trabalhoso e que demanda tempo significativo para ser realizado
adequadamente (GILBERT et al., 2013). Devido a complexidade das medigbes e a
necessidade de repeticdo para garantir a precisdo dos resultados, é impraticavel
realizar o teste em todas as formulagdes desenvolvidas. Portanto, uma selegao
cuidadosa é feita, geralmente escolhendo as formulagbes que demonstraram os
melhores resultados em testes anteriores, como espalhabilidade e atividade
antioxidante (BRANCO et al., 2020).

Ao selecionar apenas algumas formulagdes para o teste de reologia,
pode-se aperfeicoar o uso de recursos e maximizar a eficiéncia do estudo. Isso
permite que se concentrem nas formulacbes mais promissoras, economizando
tempo e esforgo. No caso especifico, a formulagao F3 foi escolhida devido aos seus
resultados superiores nos testes preliminares, enquanto a FB foi usada como ponto
de comparacgao para avaliar as propriedades reoldgicas relativas. Essa abordagem
se baseia na premissa de que as formulagdes com melhores caracteristicas iniciais
tém maior probabilidade de apresentar desempenho superior também na analise
reoldgica.

A reologia pode ser definida como o estudo do comportamento de

fluxo e deformacao da matéria, sendo estabelecida uma relacdo entre a tensao de
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cisalhamento e o gradiente de cisalhamento, formando uma curva asendente,
permitindo assim determinar o comportamento de fluxo da amostra (CALIXTO; MAIA
CAMPOS, 2017).

O comportamento de fluxo da amostra é visualizado através de um
grafico conhecido como curva de fluxo, em que a tens&o de cisalhamento é plotada
no eixo vertical (ordenadas) e o gradiente de cisalhamento no eixo horizontal
(abscissas) (CALIXTO; MAIA CAMPOS, 2017). As curvas de fluxo dos sistemas
emulsivos FB e F3 nas temperaturas de 5°C, 25°C e 34°C estdo demonstradas na

Figura 14.

Figura 14- Curvas de fluxo dos sistemas emulsivos FB e F3 nas temperaturas
de 5°C, 25°C e 34°C.
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representada pela média de trés analises realizadas de forma independentemente com coeficiente de
variagcado menor que 10%.

FB - Auséncia de ativos.

F3 - Associagéo de levana com extrato seco de café verde (1,0% (p/v) LEV + 0,3% (p/v) ECV).

Fonte: préprio autor.

O comportamento reolégico dos sistemas emulsivos foram
analisadas estatisticamente usando o indice de consisténcia (K), indice de
comportamento de fluxo (n) e area de histerese, conforme o modelo reolégico de

Ostwald de Waele (Lei da Poténcia), além disso, o valor de cedéncia (00) foi
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avaliado usando o modelo de Herschel (FERREIRA et al., 2020; INFANTE et al.,
2021). Os resultados mostraram coeficientes de correlagao (r) acima de 0,99 para os
modelos, indicando que os mesmos explicam adequadamente os valores de K, n, c0

e area de histerese, conforme apresentado na Tabela 12.
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Tabela 11 - Valores dos parametros obtidos pela analise reoldgica por cisalhamento continuo dos sistemas emulsivos FB
e F3, nas temperaturas de 5°C, 25°C e 34°C.

K
(Pa.s)"

n
(adimensional)

Oo
(Pa)

Area de histerese
(Pa.s)

6,6223 £ 5,7008

6,1700 + 0,1844

0,5885 + 0,0141

0,5708 + 0,0025

167,3333 + 17,3926

55,6367 = 1,2140

2,64E+04 + 1,78E+03

1,78E+04 + 1,78E+03

19,2433 + 1,4383

7,1967 + 0,2579

0,4641 + 0,0063

0,5213 + 0,0048

50,1567 + 5,6001

17,1333 £ 0,9172

2,9E+03 + 1,11E+03

- 1,9E+03 * 8,8E+03

Temperatura

Formulagao (°C)

FB 5°C

F3 5°C

FB 25°C

F3 25°C

FB 34°C

F3 34°C

14,9327 + 5,7536

5,0957 + 0,1582

0,4932 + 0,0527

0,5530 + 0,0053

63,7167 = 31,1170

19,1233 + 0,9000

1048 + 7,2E03

-1,2E+04 + 1,1E03

FB - Auséncia de ativos.

F3 - Associagéo de levana com extrato seco de café verde (1,0% (p/v) LEV + 0,3% (p/v) ECV).

Fonte: préprio autor.
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A partir da analise reologica é possivel determinar se a emulséo
apresenta comportamento de fluido newtoniano ou um fluido ndo-newtoniano. Os
fluidos newtonianos obedecem a lei de Newton e apresentam deformacao de fluxo
diretamente proporcional a tensao de cisalhamento, sem que haja alteragdo da sua
viscosidade, ou seja, a viscosidade permanece constante independente das
mudancas no gradiente de cisalhamento (CALIXTO; MAIA CAMPQOS, 2017; EUDIER
et al., 2019).

Por outro lado, os fluidos que ndo seguem este comportamento sao
chamados de ndo-newtonianos, ou seja, a viscosidade varia com a tensao aplicada.
Estes tipos de fluidos sdo classificados em duas categorias onde, os fluidos nao-
newtonianos independentes de tempo séo os fluidos pseudoplasticos, dilatantes e
plasticos e os dependentes de tempo sao os tixotropicos e os reopéxicos (CALIXTO;
MAIA CAMPOS, 2017; EUDIER et al., 2019).

Os fluidos do tipo plastico e pseudoplasticos tém viscosidade
decrescente com o aumento do gradiente de cisalhamento, enquanto os dilatantes, a
viscosidade aumenta com o aumento do gradiente de cisalhamento. Os materiais
plasticos sdo aqueles que precisam de uma tensado inicial para comecar a fluir,
apresentando curva de fluxo com inicio em um ponto diferente da origem, enquanto
que os materiais pseudoplasticos apresentam em geral curva de fluxo passando pela
origem (CALIXTO; MAIA CAMPQOS, 2017; EUDIER et al., 2019).

O fluido pseudoplastico é o mais aplicado para produtos cosméticos,
pois apresenta viscosidade compativel com a grande maioria das preparagdes
cosméticas, como géis e emulsdes além de possuirem uma boa espalhabilidade,
formando uma cobertura sobre a pele. O mesmo resultado ndo ocorre com fluidos
newtonianos devido ao rapido escoamento sobre a pele, formando uma distribuigao
nao uniforme (EUDIER et al., 2019).

Os fluidos nao-newtonianos também sao classificados de acordo
com o tempo, onde partem do principio onde a viscosidade ¢é alterada em funcao do
tempo de cisalhamento. Os fluidos tixotrépicos perdem viscosidade enquanto os
reopéticos ganham viscosidade de acordo com o tempo de cisalhamento
(SHIROMA, 2012).

A tixotropia € um parametro importante para a avaliacdo das
propriedades reoldgicas dos cosméticos e consiste na capacidade do fluido reduzir a

viscosidade com o aumento da tensdo de cisalhamento e retornar a viscosidade
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incial apds cessar a tensio de cisalhamento. Este fenbmeno € dependente do tempo
e da recuperagdo do fluido (HUANG, 2019; COSTA; MAIA CAMPOS, 2021;
FRANZOL, 2021).

Produtos tixotropicos tornam-se mais fluidos quando submetidos a
uma pressao externa, espalhando-se mais facilmente na regido onde sao aplicados,
e recuperam a viscosidade inicial no momento em que se encerra a aplicacao,
impedindo que o produto escorra durante o procedimento (FORMARIZ et al., 2005).
Quanto maior for a tixotropia, maior sera o tempo necessario para a recuperacéo da
estrutura inicial do sistema, maior sera a flexibilidade e a resisténcia a quebra
(HUANG, 2019; COSTA; MAIA CAMPOQOS, 2021).

Vale lembrar que a viscosidade deve ser rapidamente recuperada
apo6s o cisalhamento para que a formulagdo permanega como uma pelicula na pele.
Além disso, a estabilidade reoldgica garante que a emulsdo mantenha suas
propriedades ao longo do tempo, evitando a separagdo dos componentes, o que é
crucial para sua seguranca e eficacia (HUANG, 2019; COSTA; MAIA CAMPOS,
2021).

Do ponto de vista reoldgico, os valores médios do indice de fluxo
inferiores a um (n<1) indicam que as formulagbes exibem um comportamento
pseudoplastico. Portanto, tanto o perfil da curva de fluxo quanto o valor de n
corroboram a natureza nao-newtoniana pseudoplastica das formulagcées em todas as
temperaturas testadas (5°C, 25°C e 34°C). Esses resultados reométricos estdao em
concordancia com as observagcbes do teste de espalhabilidade. Bezerra (2020)
observou que a emulsédo formulada com 6leo de pequi (Caryocar coriaceum Wittm.)
exibiu um comportamento considerado adequado para formulagdes topicas,
caracterizado pela natureza nao-newtoniana pseudoplastica. Portanto, o
comportamento pseudoplastico das formulagdes propostas confirma positivamente a
adequacao do sistema para uso cosmeético.

O valor do indice de consisténcia (K) é obtido a partir da viscosidade
média de todos os pontos da curva de fluxo. O valor de K das emulsdes foi
dependente da adicdo dos ativos LEV e EVC e da temperatura, conforme pode ser
observado na Tabela 12. Os resultados demonstraram que, o valor de K, ao ser
analisado na temperatura de 5°C, nao apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre as formulagées F3 e FB.
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Nas temperaturas de 25°C e 34°C, a presenga dos ativos levou a
uma diminuicdo estatisticamente significativa na formulagdo F3 quando comparado
com a FB. Essa dependéncia ocorre porque temperaturas mais elevadas afetam
diretamente as interagdes moleculares dentro do fluido, alterando sua conformacéao
e tornando 0 mesmo menos viscoso, levando a uma diminuicdo no indice de
consisténcia (K).

Podemos afirmar que a viscosidade € diretamente afetada pela
temperatura, uma vez que este parametro é ligado a forca de atragdo entre
moléculas, ou seja, se a formulagdo se encontra em alta temperatura, as moléculas
estdo mais afastadas e consequentemente ira diminuir a viscosidade. Por outro lado,
quando a temperatura é baixa, as moléculas tendem a ter mais atragcdo, aumentando
a viscosidade (MELO et al., 2013). Além disso, o calor pode alterar a estrutura da
levana, reduzindo sua capacidade de formar uma rede viscosa, devido as
temperaturas mais altas levarem ao aumento das quebras das ligagcbes deste ativo
(CHEN; GAO; PLOEHN, 2014).

A area de histerese das emulsdes foi analisada pela area formada
entre as curvas ascendentes e descendentes. O fenbmeno denominado histerese
para reologia € a tendéncia de um fluido voltar ao seu estado fisico inicial apés uma
crescente aplicacdo de taxas de cisalhamento. Em fluidos ndo newtonianos
independentes do tempo, a ida e a volta sado coincidentes, ou seja, formam o mesmo
perfil, porém, em fluidos newtonianos dependentes do tempo, essa volta ocorre por
outro caminho (MACHADO, 2002).

Através da Figura 14, foi possivel visualizar a presenca de area de
histerese bem pequena nas formulagbes, em todas as temperaturas, sendo um
pouco mais pronunciada na temperatura de 5°C. As curvas de fluxo descendentes
apresentaram menor resisténcia ao escoamento quando comparadas as curvas
ascendentes, indicando menor viscosidade do sistema quando o gradiente de
cisalhamento é interrompido, o que foi observado em ambas as formulagdes na
temperatura de 5°C e na FB nas temperaturas de 25°C e 34°C conforme
apresentada na Tabela 12. A area de histerese da formulagdo nas condicbes
anteriormente citadas apresentou valores positivos, sendo estas classificadas como

formulagdes tixotropicas.
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Os sistemas com menor area de histerese possuem a recuperagao
estrutural imediata, como foi visto em ambas as amostras na temperatura de 25°C.
Além disso, a tixotropia implica em um equilibrio entre facilidade de aplicagao e
estabilidade pés-aplicagdo. O entendimento e gerenciamento adequados dessas
propriedades sao cruciais para a eficacia e qualidade do produto (HUANG, 2019;
COSTA; MAIA CAMPOS, 2021).

Para a formulagao F3 nas temperaturas de 25°C e 34°C, pode-se
verificar a presenca de area de histerese negativa e as curvas de fluxo,
principalmente na temperatura mais alta, onde apresentaram um comportamento de
reopexia bem discreto, em que a viscosidade da curva ascendente foi menor que a
descendente, provocando um efeito de histerese oposto a tixotropia (SHIROMA,
2012).

A medida que a temperatura de uma formulacdo se eleva, as
interagbes moleculares, tais como pontes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas,
tendem a se enfraquecer (BAEK et al., 2018), isso resulta em uma estrutura
molecular mais flexivel e consequentemente com menor viscosidade. A incorporagao
de ativos na formulagdo pode modificar ainda mais essas caracteristicas, podendo
funcionar como plastificantes, alterando a rigidez da rede molecular, ou como
agentes que interagem de forma especifica, influenciando a organizagdo e o
comportamento dindmico das moléculas na formulacao (JUNIOR, 2006).

Dessa forma, a manipulacdo de uma amostra que exibe
simultaneamente comportamentos reoldgicos pseudoplasticos, reopéticos e
tixotropicos exige uma abordagem técnica cuidadosa, considerando as mudangas da
viscosidade. A natureza pseudoplastica requer controle do cisalhamento para manter
a estrutura do produto, enquanto o comportamento reopético demanda atengao ao
tempo de processamento para manter a consisténcia desejada (FRANZOL, 2021).

Sendo assim, a caracterizacdo da formulacdo quanto ao seu
comportamento reolégico € um fator fundamental para o estudo de uma formulagéo,
visto que o estudo apresentou dois ativos de grande complexidade estrutural,
contemplando um sistema com grandes possibilidades de aplicagdo na pele
(FORMARIZ et al., 2005).

A realizacao do teste de espectroscopia fotoacustica é crucial para
garantir a eficacia da permeacao da formulagcdo na pele. Este teste permite uma

analise detalhada da penetracdo dos ativos da formulacdo nas camadas mais
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profundas da pele, fornecendo informacdes essenciais sobre sua absorcdo e
distribuicdo (ZSIKO et al., 2019).

Ao avaliar a permeagdao da formulagdo na pele através da
espectroscopia fotoacustica, pode-se determinar ndo apenas a quantidade de
substancia que penetra na pele, mas também a profundidade alcangada e a cinética
de absorgédo ao longo do tempo. Fatores fundamentais para garantir que os ativos
estejam atingindo as camadas da pele onde sua agéo € mais necessaria para obter
os resultados desejados (ZSIKO et al., 2019; LOW et al., 2021).

Além disso, a espectroscopia fotoacustica pode ajudar a identificar
potenciais problemas de seguranga relacionados a absorgdo excessiva de certos
ingredientes ativos, garantindo que a formulagao seja segura para uso topico, fator
de suma importancia para o consumidor final (ZSIKO et al., 2019).

Devido ao alto custo da analise, e a elevada demanda de tempo,
priorizou-se a avaliacdo das formulagdes que apresentaram os melhores resultados
de espalhabilidade e atividade antioxidante, onde F3 foi ecolhida por apresentar
maior potencial de sucesso, bem como o controle (FB), concentrando esforgos na
investigacdo da mesma, direcionando recursos para maximizar os beneficios e
reduzir os gastos.

A Figura 14 (A) mostra os espectros de absorcado O6ptica das
formulacbes FB e F3. A formulacdo FB praticamente ndao apresentou absorgéo
Optica na regido espectral analisada. A formulacdo F3 apresentou absorgao 6ptica
abaixo de 400 nm. A Figura 15 (B) mostra os espectros de absor¢cado optica da
superficie epidérmica apds 30 minutos da aplicacdo das formulagdes. Nota-se que
nao & possivel diferenciar o espectro da Epiderme + FB em relagdo a Epiderme
controle, ja a Epiderme + F3 apresenta um aumento de absorc¢ao 6ptica na regiao
caracteristica da formulagdo. A Figura 15 (C) mostra os espectros de absorgéo
Optica da superficie dérmica apds 30 minutos da aplicacdo das formulagdes.
Observa a presenca da formulacdo F3 pelo aumento de intensidade na regiao de
300 a 400 nm na superficie dérmica da pele com formulagdo em comparagao a pele

controle.
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Figura 15- Espectros de absorgao 6ptica das formulagées (A); Espectros de
absorgao optica da epiderme controle e apés 30 minutos da aplicagao das
formulagoes (B); Espectros de absorgao 6ptica da derme controle e apés 30
minutos da aplicagao das formulagcées (n=3) (C). O quadrado pontilhado
destaca a area caracteristica de absor¢ao da formulagao F3.
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Assim, os resultados sugerem que a formulacdo F3 apresenta uma
capacidade notavel de penetracao e interacdo tanto com as camadas superficiais
quanto com as mais profundas da pele. Essas conclusées s&o essenciais para uma
avaliacao abrangente da eficacia e seguranca das formulacbes em aplicagdes
cosméticas e dermatoldgicas, fornecendo insights valiosos para o desenvolvimento e

aprimoramento de produtos destinados ao cuidado da pele.
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6 CONCLUSAO

Foram desenvolvidas quatro formulagdes tdpicas, gel-creme, do tipo O/A,
sendo estas: FB (sem ativos), F1 (2% levana), F2 (0,6% extrato seco de café verde)
e F3 (1,0% levana + 0,3% extrato seco de café verde). A formulagdo F3 demonstrou
ser promissora para o desenvolvimento de um dermocosmético destinado a redugao
dos sinais na regido periorbital, se dastacando por manter-se estavel frente a
centrifugacéao, preservando suas caracteristicas organolépticas, como o aspecto, cor
e odor, além do pH compativel para aplicagdo cutanea (t0: 5,45 + 0,02 e t15: 5,67 +
0,03).

Destacou-se também pela sua excelente espalhabilidade (2609 mm?) em
relacdo as demais formulagdes, resultado semelhante observado para a retencéo de
umidade que, apesar de nao apresentar diferenga estatistica entre as formulacdes,
apresentou o maior percentual (81,5 + 2,2%), proporcionando uma aplicagéo
confortavel e eficaz na hidratagdo da pele. Exibiu os maiores valores de atividade
antioxidante (t115: 87,4 £ 2,7% e t0: 65,3 + 0,6%), sugerindo um potencial significativo
na protecdo contra danos causados pelos radicais livres. Seu comportamento
reologico favoravel ndo-newtoniano e pseudoplastico também contribui para sua
aplicabilidade na pele, garantindo uma viscosidade adequada. Em relagdo a
espectroscopia fotoacustica, sugere que a formulagdo F3 é capaz de permear
efetivamente nas diferentes camadas da pele, como indicado pelo aumento na
absorgao optica nas regides epidérmica e dérmica.

Dessa forma, os resultados demonstraram que essas propriedades
combinadas fazem da formulacido F3 uma candidata promissora, em um mercado
com crescente demanda, para um dermocosmeético contendo bioativos naturais e

sustentaveis como estratégia para reduzir os sinais da regiao periorbital.
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