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RESUMO

A industria cosmética esta continuamente buscando por inovagdes que
estejam conectadas aos apelos dos consumidores. Estes, por sua vez, tém buscado
produtos que cumpram os requisitos da denominada Clean Beauty, baseada na
utilizacdo de matérias-primas naturais aliada a auséncia de testes em animais. Estes
produtos estdo divididos em trés categorias - organicos, naturais e veganos - 0s
quais possuem normativas distintas. No mercado cosmético existem variados
impulsos para a producédo e comercializagao destas e de outras categorias de novos
produtos cosméticos, sendo um destes a busca por minimizar os efeitos do
envelhecimento cutdneo. Os ativos majoritariamente utilizados para esta finalidade
sao os antioxidantes, que neutralizam os radicais livres mas s&o sensiveis a luz,
umidade ou temperaturas elevadas, acarretando degradagao e perda de eficacia,
aliada a dificuldade de permear a barreira cutanea. Na area cosmética existem
diferentes nanossistemas capazes de transportar e proteger ativos, dentre os quais
destacam-se as nanoparticulas lipidicas, dada sua vantajosa biocompatibilidade com
a pele. O resveratrol € um antioxidante de origem natural, geralmente encontrado na
casca da uva, contudo é fotossensivel. Assim, neste trabalho, foi realizado o
desenvolvimento de uma nanoparticula lipidica vegana constituida por
matérias-primas naturais - manteiga de cupuagu e Oleo de buriti - para
encapsulamento de resveratrol. Os resultados obtidos demonstraram que as
nanoparticulas apresentaram tamanho nanométrico, carga superficial alta (em
modulo), pH compativel com aplicagéo cutanea e atividade antioxidante superior ou
igual ao ativo livre, demonstrando potencial para serem utilizadas na prevengao dos
sinais do envelhecimento. Além disso, nas avaliagdbes de permeacao in vitro
observou-se menor fluxo de permeacao e menor quantidade permeada de ativo livre
em relagao ao ativo oriundo das nanoparticulas, inferindo-se uma retencao do ativo
no interior dos carreadores. Por fim, formulagdes semissdlidas com adequadas
caracteristicas tixotrépicas foram preparadas para a veiculagdo das nanoparticulas,
permitindo futura aplicagao por via topica. Desse modo, este trabalho demonstrou a
preparagao de uma formulagdo de nanoparticulas inovadoras, uma vez que seguem
as normativas para cosmeéticos veganos, bem como o desenvolvimento de
formulagdes semissélidas também veganas com a finalidade de facilitar a aplicagao

cutanea das nanoparticulas.



Palavras chave: envelhecimento cutadneo; nanoparticulas lipidicas; cosmético

vegano.



ABSTRACT

The cosmetics industry is continually searching for innovations that are
connected to consumer appeals. These, in turn, have sought products that meet the
requirements of the so-called Clean Beauty, based on the use of natural raw
materials combined with the absence of animal testing. These products are divided
into three categories - organic, natural and vegan, which have different regulations. In
the cosmetic market there are various impulses for the production and
commercialization of these and other categories of new cosmetic products, one of
which is the search to minimize the effects of skin aging. The active ingredients
mostly used for this purpose are antioxidants, which neutralize free radicals but are
sensitive to light, humidity or high temperatures, causing degradation and loss of
effectiveness, combined with difficulty in permeating the skin barrier. In the cosmetic
area, there are different nanosystems capable of transporting and protecting assets,
among which lipid nanoparticles stand out, given their advantageous biocompatibility
with the skin. Resveratrol is an antioxidant of natural origin, generally found in grape
skins, however it is photosensitive. Thus, in this work, the development of a vegan
lipid nanoparticle consisting of natural raw materials - cupuagu butter and buriti oil -
was carried out for encapsulating resveratrol. The results obtained demonstrated that
the nanoparticles had a nanometric size, high surface charge (in modulus), pH
compatible with skin application and antioxidant activity greater than or equal to the
free active ingredient, demonstrating the potential to be used to prevent signs of
aging. Furthermore, in in vitro permeation assessments, a lower permeation flux and
a smaller permeated amount of free active ingredient were observed in relation to the
active ingredient originating from the nanoparticles, inferring a retention of the active
ingredient inside the carriers. Finally, semi-solid formulations with adequate
thixotropic characteristics were prepared for the delivery of nanoparticles, allowing
future topical application. Thus, this work demonstrated the preparation of an
innovative nanoparticle formulation, as it follows the regulations for vegan cosmetics,
as well as the development of semi-solid formulations that are also vegan in order to

facilitate the skin application of nanoparticles.

Keywords: aging; nanoparticle; Vegan
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1 INTRODUGCAO

Os cosmeéticos estdo presentes na vida do ser humano desde os tempos
antigos. Acredita-se que a utilizagdo de produtos que destacam a beleza e fagam
parte da higiene comegou no Egito antigo, evoluindo de acordo com a necessidade
dos seus consumidores. Atualmente, existe um apelo em relagédo a cosméticos de
origem natural, os quais buscam vantagens em relagdo aos seus ingredientes e a
sua produgdo, aliado ao fato de que ndo sejam testados em animais (Amberg;
Fogarassy, 2019). Considerando que esta € uma preocupacao tanto para industria
cosmética quanto para os consumidores, no Brasil esta em vigor a RDC n° 58, de 24
de Fevereiro de 2023 a qual proibe a utilizacdo de animais para fins controle de
qualidade e produgao de cosmeéticos e produtos de higiene pessoal, em consonancia
com outros paises que possuem resolugdes semelhantes(Costa; Santos, 2017;
Brasil, 2023).

Especificamente para os cosméticos de origem natural, os selos expostos nos
produtos sdo a principal indicagdo sobre os ingredientes utilizados e os testes
realizados, sendo garantidos por agéncias certificadoras ndo governamentais, como
o Instituto Biodinamico de Desenvolvimento Rural (IBD) e a Ecocert, que representa
o referencial mundial da Cosmetic Organic Standard (COSMOS) no Brasil. Estes
orgao sao responsaveis pela certificagdo e emissdo de selos aos produtos
organicos, naturais e veganos que seguem adequadamente suas requisi¢cdes
(Magalhaes, 2018). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), corrobora
com orientagdes e normas para cosmeéticos, todavia ndo ha uma regulamentacao
concreta para cosméticos que fazem parte do nicho da clean beauty, ou seja,

cosmeéticos “limpos” em termos de produgéo e avaliagao de produtos (Franca, 2020).

A biodiversidade brasileira é rica e a utilizagdo de matérias-primas
provenientes de biomas especificos pela industria cosmética, como a floresta
amazébnica, vém aumentando, atentando para maior aproveitamento das espécies
nativas aliado a responsabilidade de preservacdo da natureza. O 6leo de buriti € a
manteiga de cupuagu sao produzidos a partir dos seus frutos. O 6leo é extraido da
polpa da palmeira de buriti (Mauritia flexuosa), enquanto a manteiga de cupuacgu é

produzida das améndoas do fruto de cupuagu oriundo do cupuaguzeiro (Theobroma
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grandiflorum) (Belfort, 2023; IBIAPINA et al., 2021). Sao formados por componentes
que promovem atributos terapéuticos importantes, como umectacdo, hidratagao,
retencdo de agua e agao antioxidante pela presenca de constituintes especificos

como os carotenodides (Nonato, 2020).

Ainda considerando as potencialidades da biodiversidade, destacam-se os
ativos provenientes da reutilizagao de fragdes de alguns frutos como a casca da uva,
as quais por muito tempo eram residuos da vitivinicultura. Da casca da uva pode ser
isolado o resveratrol, um antioxidante natural utilizado para diferentes finalidades
(antiinflamatério e prevencdo de doengas cardiovasculares) e ja empregado na
industria cosmética para o desenvolvimento de produtos voltados para saude da

pele e redugao dos sinais do envelhecimento cutaneo (Paladini, et al., 2020).

O envelhecimento cutaneo é um fator que movimenta esforgos no
desenvolvimento de produtos pela industria cosmética, os denominados anti-agings.
Atualmente o novo termo para referir-se aos cosméticos voltados a esse nicho é
well-aging ou “bem envelhecer”, reconhecido como um termo mais adequado e
menos etarista (Tollenaere, 2020). Ainda assim, a industria cosmética segue na
intensa busca por produtos que auxiliem na redugao dos sinais do envelhecimento,
sejam estes causados por fatores intrinsecos (cronolégico e genético) ou
extrinsecos (exposicdo aos raios ultravioletas e relacionados ao estilo de vida).
Estes produtos apoiam-se extensamente nos agentes antioxidantes, os quais agem
combatendo os efeitos dos radicais livres, auxiliando sua neutralizacdo. Apesar dos
beneficios que os antioxidantes possam trazer para a saude cutanea, estes
componentes sdo muito sensiveis e podem ser facilmente degradados devido a suas
caracteristicas, uma vez que sao fotossensiveis, termossensiveis ou higroscépicos,
fazendo com que seus efeitos sejam facilmente afetados pelas condigbes

ambientais.

Sendo assim, pode-se buscar alternativas para a estabilizagcao de substancias
labeis como o0s antioxidantes, a exemplo da utilizacdo de sistemas
nanoestruturados, que auxiliam no transporte cutdneo e na protecdo dos ativos,
mantendo-os protegidos da exposigdo aos fatores do ambiente (temperatura, luz,
etc). Para tanto, podem ser utilizadas nanocapsulas ou nanoesferas poliméricas,

lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas ou carreadores lipidicos
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nanoestruturados, entre outras particulas voltadas para area cosmética (Bocheva et
al., 2021; Kurtmann et al., 2021; CAO et al., 2020; Silva; Muniz, 2020). Nesse
contexto, podemos destacar o uso das nanoparticulas lipidicas como uma vantagem
para a obtencdo de carreadores biodegradaveis e capazes de modificar a
permeacado do ativo na pele devido a compatibilidade dos materiais utilizados,
permitindo adequada adesdo a camada cutanea e liberagao do ativo (Graces, 2018;
Kalita, 2019).

Assim, o presente trabalho tém por objetivo desenvolver nanoparticulas
lipidicas veganas contendo resveratrol, utilizando como matérias primas vegetais a
manteiga de cupuagu e o 6leo de buriti, de modo a constituir uma formulagéo
destinada a prevencédo dos sinais do envelhecimento, visando o crescimento dos
cosméticos veganos na industria e o desenvolvimento de produtos inovadores, para
acompanhar as novidades do mercado e atender solicitacbes de consumidores, um
novo produto pode mostrar-se promissor. Planejou-se ainda a veiculagdo das
nanoparticulas lipidicas veganas contendo resveratrol em uma base semissolida,
constituindo um produto final Well-aging. As suspensdes de nanoparticulas foram
avaliadas segundo as suas caracteristicas fisico-quimicas, bem como sua agéo
antioxidante e permeacao cutanea in vitro, respeitando as caracteristicas e normas
estabelecidas pelas agéncias certificadoras relacionadas a cosméticos veganos. Ja
as formulagdes semissolidas foram avaliadas quanto as suas caracteristicas

fisico-quimicas, também respeitando os preceitos dos cosméticos veganos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

7

O principal objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de formulagbes
cosmeéticas veganas de base nanotecnolégica com a finalidade de veicular

resveratrol como ativo antioxidante para a prevencao do envelhecimento cutaneo.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar um estudo de pré-formulacao utilizando diferentes matérias-primas
de modo a seleciona-las de acordo com as diretrizes das agéncias
certificadoras de produtos veganos no Brasil;

e Desenvolver nanoparticulas lipidicas utilizando matérias-primas de origem
vegetal previamente selecionadas atendendo aos parametros veganos por
dois diferentes métodos de preparagao;

e Caracterizar as suspensdes de nanoparticulas de acordo com parametros
fisico-quimicos como tamanho de particula, distribuicdo de tamanho,
potencial zeta, pH, teor e eficiéncia de encapsulacéo;

e Realizar ensaios in vitro para avaliar a capacidade antioxidante das
nanoparticulas lipidicas veganas;

e Realizar ensaio de permeacdo in vifro do resveratrol contido nas
nanoparticulas lipidicas veganas de modo comparativo ao ativo livre;

e Preparar formulacbes semissolidas para veiculagdo das nanoparticulas
lipidicas veganas, a fim de obter uma preparacéao de facil utilizagdo por via
topica;

e Caracterizar as formulagbes semissolidas por método de refrigeragdo e
aquecimento contendo nanoparticulas lipidicas veganas em termos de

distribuicao de tamanho, pH e viscosidade.
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3 CONCEITOS GERAIS E REVISAO DA LITERATURA

3.1 Pele como mecanismo de barreira

A pele é considerada o maior 6rgédo do corpo humano, compondo 16% do
peso corporal e desempenhando algumas fungdes como regulagdo do calor,
sensibilidade e protegdo do organismo ao meio ambiente (Walter; Roberts, 2002;
Junqueira; Carneiro et al, 2018). E composta por trés camadas que podem ser
classificadas como: epiderme (camada externa), derme (camada intermediaria) e
hipoderme (camada profunda) (Andrade, 2017). Na epiderme sao encontradas
células como queratindcitos, células de Merkel, melandcitos e células de

Langerhans.

A epiderme esta subdividida em quatro camadas - basal, espinhosa,
granulosa e cornea. A camada mais superficial (camada coérnea) é formada por
células corneificadas, anucleadas e planas (os cornedcitos) que se diferenciam a
partir da camada granulosa e formam uma barreira a permeabilidade (Cheong;
Mcgrath, 2017). Os corneécitos presentes na camada cérnea sao responsaveis pela
manutencdo da agua e dos eletrdlitos e sua composicdo possui cerca de 15% de
liquido (Draelos, 2015). Ja a camada granulosa é responsavel pela formagédo da
bicamada de lipideos presente entre as fileiras de células cornificadas, tendo como
funcao formar uma barreira protetora e fornecer resisténcia a absorgao percutanea,
além de atuar na fixagao das células queratinizadas. Os lipidios das bicamadas que
envolvem os cornedcitos sdo compostos por uma mistura de colesterol, ceramidas e
acidos graxos livres (Yousef, 2017). A camada espinhosa, por sua vez, encontra-se
acima da camada basal sendo composta por fileiras de células (o queratindcito
espinhoso) com grande quantidade de tonofibrilas e filamentos intermediarios de
citoqueratina que abrangem todo o citoplasma chegando as placas de
desmossomas, responsaveis pela adesao das fileiras de células presentes nesta
camada (Almeida, 2020).

Por fim, a camada basal fica localizada proxima a derme, onde observa-se
uma membrana formada por lamina lucida (menos eletrodensa e mais préxima a
membrana citoplasmatica) e outra membrana mais densa (formada por colageno
tipo IV), sendo caracterizada por originar outras camadas. As células presentes

nesta porgao sao responsaveis pela producdo de queratina que formam a barreira
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epidérmica de agua. Quando ocorre a ativagao dos precursores de colesterol por luz
UVB que formam vitamina D, os queratindcitos regulam a absorgédo de calcio. Além
disso, sdo encontrados complexos juncionais que proporcionam a fixagdo dos
queratindcitos basais a membrana basal, chamados de hemidesmossomas (Blair,
2020).

A derme, camada intermediaria, esta localizada logo abaixo da epiderme e
ambas estdo conectadas por uma jungdo derme-epidérmica. E responsavel pela
resisténcia e elasticidade cutanea, sendo constituida por fibroblastos que secretam
os constituintes da matriz extracelular (MEC), como colageno, elastina e
glicosaminoglicanas. O colageno e a elastina sdo considerados proteinas estruturais
e, juntamente a matriz extracelular, ddo sustentacdo ao tecido cutaneo, sendo
visivelmente afetada pelo envelhecimento. Nesta camada ocorre ainda transporte e
apresentacdo de antigenos para as células do sistema imunolégico, como
macrofagos, linfocitos e mastocitos. Na camada dérmica pode-se encontrar vasos
sanguineos e linfaticos, sendo fundamental para a protegéo e nutrigdo das camadas
epidérmicas (Arda, et al., 2014; Gu, et al., 2020; Fernandes et al., 2023).

Por fim, encontra-se a hipoderme ou camada subcutanea, sendo considerada
a camada mais profunda da pele humana, constituida de tecido conjuntivo frouxo,
adipdcitos e fibrocitos, ricos em vascularizagdo e inervacdo. E uma camada mais
maleavel, servindo de conexdo entre a derme e as estruturas moveis (musculos e
tenddes). E utilizada ainda como reserva lipidica e protecdo do organismo contra

variacoes de temperatura (Fernandes et al., 2023; Alves et al., 2016).

3.2 Envelhecimento Cutaneo

O envelhecimento € um processo natural do organismo decorrente de fatores
genéticos individuais de cada ser humano, podendo ser classificado, de acordo com
suas causas, em envelhecimento intrinseco ou extrinseco. O envelhecimento
intrinseco ou cronoldgico € aquele ocasionado pelo tempo, resultando em marcas
tais como linhas de expressdo e perda de elasticidade. J& o envelhecimento
extrinseco é causado por fatores externos como a exposi¢do ao sol, poluicdo do

meio ambiente, dieta e estilo de vida dos individuos, o quais podem acelerar os
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processos de envelhecimento natural do organismo, tanto os externos (mais
facilmente visiveis) quanto os internos (Bocheva et al., 2021; Simao, 2019; Ruivo,
2014).

3.3.1 Envelhecimento Intrinseco

O envelhecimento natural do organismo ocorre de maneira cronologica, ou
seja, com passar dos anos de um individuo, Tobin (2017) relata que as
caracteristicas da pele envelhecida observadas sao manchas, palidez, pele seca e
menos elastica e com rugas finas. As alteracbes podem ocorrer por diferentes
fatores, sendo o mecanismo hormonal um dos principais, hormalmente ligado aos
fatores de crescimento e coordenacdo de hormébnios. Com o avango da idade é
comum uma redugao da produgao de estrogénio, testosterona, melatonina, insulina,
cortisol, tiroxina e horménio do crescimento. Em mulheres na pdés-menopausa pode
ocorrer o0 hipoestrogenismo, podendo levar a danos cutdneos como pele mais fina e
menos hidratada (Sharma et al., 2022).

Ainda relacionado ao envelhecimento intrinseco, a produgao celular de
energia, gerada pela cadeia de transporte de elétrons do metabolismo aerdbio das
mitocdndrias resulta na formacédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que
estdo associadas ao estresse oxidativo, levando a danos no DNA mitocondrial e
degeneragao celular, resultando (visivelmente) em uma perda de elasticidade
cutanea (Birch-Machin; Bowman, 2016). Adicionalmente, os teldbmeros (que séao
pontas terminais dos cromossomos constituidas de nucleoproteinas com fungao de
estabilizacdo e protegdo da degradacgao) estéo relacionados ao envelhecimento. No
processo de envelhecimento ocorre um encurtamento dos teldbmeros a cada divisao
celular, o que leva a alteragdes no DNA resultando em senescéncia ou morte celular
de células epidérmicas e, consequentemente, nos sinais aparentes da idade (Tuner;
Vasu et al., 2019; Gu; Han et al., 2020; Zhang; Duan, 2018).

3.3.2 Envelhecimento Extrinseco

O envelhecimento extrinseco esta relacionado com fatores externos ao
organismo. O fotoenvelhecimento, ocasionado pela exposi¢cédo a radiagao UV € um
dos principais fatores que aceleram o processo natural, sendo responsavel por cerca

de 80% do envelhecimento facial (Ferraz et al., 2021). Além disso, Zhang e
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colaboradores (2018) descrevem sobre a diminui¢do da expressao de colageno tipo
VII nos queratindcitos causada pela exposicdo a radiagdo. Este tipo de colageno
constitui-se em fibrilas de ancoragem na jungao dermo-epidérmica, e sua diminui¢gao
ocasiona um enfraquecimento na adesdo entre as camadas da pele, mais

precisamente entre epiderme e derme, culminado com o aparecimento de rugas.

Considerando os seus diferentes comprimentos de onda, os raios UV podem
ser classificados em trés tipos: o UVA (320-400 nm), o qual representa cerca de
90-95% do espectro ultravioleta terrestre, o UVB (290-320 nm), presente entre
5-10% do espectro, e 0 UVC (200-290 nm), que devido ao seu comprimento de onda
inferior a 290 nm, praticamente ndo atinge a superficie terrestre, todavia necessita
de cuidados quando ocorre exposig¢ao por fontes artificiais, podendo causar lesdes
mutagénicas no DNA e aumento do risco de cancer de pele. A radiacao UVA,
presente de maneira abundante no espectro e de exposicao diaria, pode ainda ser
subdividida em dois tipos: UVA-1 (340-400 nm) e UVA-2 (320-340 nm). Assim, € a
radiacdo que penetra mais profundamente na pele, entre a epiderme e a derme,
afetando a produgao de melanina e gerando hiperpigmentagao aparente, interagindo
e alterando bases de DNA e potencializando a formacédo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) podendo levar ao estresse oxidativo. A radiacdo UVB, por sua vez,
apesar de estar presente na atmosfera terrestre, pode ocasionar danos devidos a
sua absorcao pelas proteinas epidérmicas, sendo principalmente absorvida pelos
aminoacidos triptofano, tirosina e cistina, resultando na formagéo direta de radicais
livres que ocasionam o estresse oxidativo. A formacao de EROs pela exposicédo aos
raios UV pode gerar o encurtamento dos teldbmeros que levam a senescéncia e
morte celular (CAO et al., 2020). Além disso, os raios UVB estdo associados a

queimaduras cutaneas (Kammeyer; Luiten, 2015; Kurtmann et al., 2021).

Sabe-se que nem todos os efeitos da radiagdo sdo nocivos a saude da pele.
Uma exposigado de pouca duragao pode ser benéfica na biossintese de vitamina D,
uma vez que o 7-desidrocolesterol, o qual € um intermediario na biossintese de
colesterol, ao absorver raios UVB converte-se parcialmente em vitamina D,
(Berridge, 2015), sendo sua deficiéncia relacionada a danos, como doencgas
cardiovasculares, neuroldgicas e autoimunes. Mostatafa e colaboradores (2015)
citam que a 1,25 di-hidroxivitamina D3, que é a forma ativa, apds a transformagao

nos rins, pode estar associada a fotoprotecdo, induzindo a expressao de
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metalotioneina, a qual protege de danos oxidativos ocasionados pelos radicais
livres. O processo de envelhecimento também pode ser agravado pelo aumento da
poluicdo terrestre, que ocasiona um aumento de radiacdo diaria, além de
comportamentos relacionados ao estilo de vida dos individuos como o uso de
cigarro, estresse diario e dieta inadequada (Tobin, 2017). A fumacga do cigarro, além
de ser nociva a saude do organismo em geral, mostra-se bastante danosa a pele
dos individuos, gerando um envelhecimento precoce com sinais aparentes como
rugas e linhas finas, principalmente na regido da boca, além de coloragao irregular
com aparecimento de manchas e opacidade da pele (em tom que pode variar entre
laranja ou cinza), além de contribuir para a geracdo de EROs (Puri et al., 2017).
Deficiéncias nutricionais, privagdo de sono e efeitos da temperatura sdo alguns
fatores adicionais que sao estudados em relagdo ao envelhecimento extrinseco,
podendo ocorrer falta de nutrientes e aumento na produgcdo de radicais livres que
aumentam o estresse oxidativo e acentuam os sinais do envelhecimento (Krutmann
etal., 2017).

3.3.3 Agao dos cosméticos no envelhecimento

Os cosméticos abrangem diversas classes, como produtos de higiene pessoal
e dermocosmeéticos dedicados a saude da pele. Nesse contexto, destacam-se os
cosméticos constituidos por ativos antioxidantes capazes de evitar o processo de
oxidacdo de componentes celulares por acdo dos radicais, agindo para prevengao
do envelhecimento extrinseco, sendo chamados de “antienvelhecimento” ou no
inglés “anti-aging”. Todavia esse termo vem caindo em desuso, sendo rejeitado pelo
publico alvo desses cosméticos, que estdo passando a substitui-lo por “bem
envelhecer” ou “envelhecimento saudavel’, ou no inglés “well-aging” (Tollenaere,
2020). Estes cosméticos sdo baseados em ativos antioxidantes, uma vez que apesar
de nosso organismo sintetizar antioxidantes endégenos, em certos casos estes nédo
sado suficientes, sendo necessario recorrer a ativos sintéticos ou naturais, como o

resveratrol (Vinardell, 2015).

Os cosméticos well-aging podem ainda conter filtros solares que atuam como
uma barreira de protegao contra raios UV e luz azul, os quais respondem pelo

fotoenvelhecimento. Estes produtos podem ser encontrados em diferentes tipos de
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formulagdes, sendo os mais comuns os cremes e séruns (Silva, 2021). Embora a
utilizacado de diferentes tipos de ativos cosméticos sabidamente efetivos em sua
acao antioxidante, a pele integra representa uma barreira a penetragao do ativo, o
que muitas vezes impede que se obtenha o resultado esperado para os cosméticos
utilizados na prevencao ou tratamento dos sinais do envelhecimento. Sendo assim,
diversos produtos atualmente empregam a nanotecnologia de modo a permitir

adequada veiculagao e permeacgao cutanea dos ativos (Silva et al., 2020).

3.3 Industria cosmética e a produgao de cosméticos limpos - Clean Beauty

Nos ultimos anos, tém-se observado uma crescente busca por produtos
cosméticos mais sustentaveis que auxiliam na diminuigdo da poluicdo ambiental e
evitam testes em animais. Ha que se considerar também a busca do consumidor
pela eficacia cosmética atrelada ao uso de matérias primas que, em contato com a
pele, possam ser menos prejudiciais que certos ingredientes sintéticos sabidamente
nocivos com o uso constante. Essa demanda crescente, estimulada pela adesao aos
habitos mais naturais, aponta para uma amplificacdo do mercado cosmético de
modo a garantir maior variedade de produtos que possam suprir as expectativas dos

consumidores (Reis, 2019).

Diante dessa necessidade, o mercado observa o surgimento e crescimento
dos produtos naturais, organicos e veganos. Além da diferenca em relagao aos
cosmeéticos convencionais, 0os cosméticos naturais, organicos e veganos possuem
distingdes entre si, 0 que torna o conhecimento sobre eles importante ndo apenas
para o consumidor, mas para a industria que ira investir. Entretanto, ndo ha uma
legislacao referente a esses cosméticos segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), de forma que sdo seguidas as normas instituidas por 6rgéos
ndo governamentais como o Instituto Biodindmico de Desenvolvimento Rural (IBD) e
a Ecocert, que representa o referencial mundial da Cosmetic Organic Standard
(COSMOS) no Brasil, 6rgaos que certificam e emitem selos aos produtos organicos,
naturais e veganos que seguem adequadamente suas requisicbes (Magalhaes,
2018).

3.3.1 Cosméticos Organicos
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Os cosméticos organicos devem ser constituidos de pelo menos 95% de
matéria-prima organica obtidas de origem natural através de processos certificados,
seguindo os passos de extragdo, produgao e processamento. Os 5% restantes dos
materiais devem ser compostos de agua e matéria-prima natural (Caiado, 2020). Os
cosmeéticos organicos podem ser considerados cosmeéticos naturais, entretanto nao
ocorre a definicdo ao contrario. De acordo com as normas estabelecidas pelas
agéncias certificadoras, nao podem ser utilizados conservantes sintéticos, deve-se
utilizar majoritariamente ingredientes biocompativeis e a embalagem dos produtos
deve conter informacgdes especificas, incluindo as matérias-primas utilizadas para a
fabricagéo (Dubois, 2019).

3.3.2 Cosméticos Naturais

Os cosméticos naturais sao caracterizados pela presenga de matérias-primas
de origem natural. Podem conter ingredientes de origem sintética, entretanto existem
restricbes a materiais previamente aprovados para que o produto final seja
considerado como natural. Para exemplificar, fragrancias, corantes sintéticos,
silicones, polietilenoglicéis e conservantes  tradicionais  (fenoxietanol,
metilisotiazolinona) sdo proibidos segundo as certificadoras Cosmos e IBD (Flor,
2019). Os ingredientes naturais podem ser obtidos a partir de plantas, animais,
microorganismos e minerais, incluindo plantas geneticamente modificadas.
Considerando as definicbes estabelecidas, os cosméticos naturais possuem
percentuais de cosmeéticos organicos, todavia ndo podem ser considerados como tal.
Além disso, as embalagens devem ser cuidadosamente escolhidas pois precisam
ser reciclaveis e os produtos ndo podem passar por testes em animais (Romero,
2018).

3.3.3 Cosméticos Veganos

Os cosméticos veganos sao caracterizados por nao possuirem
matérias-primas procedentes de origem animal e, assim como seus ingredientes,
sua formulacdo final ndo pode ter passado por testes em animais. Outro fator
importante € que as embalagens devem ser cuidadosamente elaboradas

considerando as regras estabelecidas de materiais que ndo sejam poluentes.
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Considerando a posigdo das organizagdes n&do governamentais de especificagcbes
para o produto, é permitido que em sua formulagédo contenha ingredientes de origem
sintética, o que difere dos outros cosméticos (Bertoluci, 2020). No Brasil pode-se
obter a certificagdo de produto vegano e livre de testes em animais. Produtos que
seguem as atribuigcbes da Sociedade Vegetariana Brasileira (SVB) e da People for
Ethical Treatment of Animals (PETA), esta ultima reconhecida em varios paises,
podem receber dois selos: o Cruelty Free e o Approved Vegan (Flor, 2019). Na figura

1, pode-se observar o selo concedido pela SVB (2023).

Figura 1. Demonstrativo do selo utilizado para os produtos veganos no Brasil.

Fonte: Sociedade Vegetariana Brasileira, 2023
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3.4 Utilizagcao de matéria-prima de origem natural e ativos antioxidantes para a

prevengao do envelhecimento cutaneo

3.4.1 Manteiga de Cupuacgu

O cupuacu é oriundo do cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum), presente na
regidao amazonica. A polpa do fruto € bastante consumida na alimentag&o, podendo
ser utilizada de muitas formas (sucos, sorvetes, geléias, vinhos, licores, tortas e
bolos). J&4 a semente € utilizada para produgao da manteiga de cupuagu, empregada
pela industria cosmética. A manteiga de cupuagu € um triglicerideo composto por
acidos graxos saturados e insaturados que apresenta-se em estado solido a 30°C.
Suas propriedades anti-inflamatéria, hidratante, antioxidante e emoliente sao
benéficas para a utilizagdo em produtos de beleza e higiene pessoal como
hidratante, batons e produtos capilares (Sano et al., 2018; Dos Santos, 2023; Backer
et al., 2023). Pode atuar como um favoravel aditivo para o desenvolvimento de
sabonetes a base da manteiga, devido a suas caracteristicas hidratantes, emolientes
e ainda umectantes. Além disso, devido a diversidade de triglicerideos em sua
composi¢cao, demonstra-se como uma opg¢ao vantajosa para o desenvolvimento de

nanoparticulas lipidicas solidas (Gomes et al., 2017; Gomes et al., 2022).

3.4.2 Oleo de Buriti

O odleo vegetal de buriti (OVB) é extraido da polpa do fruto da palmeira do
buriti (Mauritia flexuosa), espécie nativa da flora brasileira, sendo comumente
encontrado em regides do Centro-Oeste, Norte, Nordeste e Sudeste (Belfort, 2023).
Devido a sua composigao rica em acidos graxos monoinsaturados e presenga de
carotenos que sao responsaveis pela coloracdo avermelhada, € um odleo de
interesse para diferentes aplicagdes na industria farmacéutica e cosmética (Nonato,
2020). Abreu-Naranjo e colaboradores (2020) realizaram a caracterizagéo do extrato
da polpa do fruto de buriti e a avaliagdo da atividade antioxidante, sinalizando a
presenca de [(-caroteno e relacionando-o com sua atividade antioxidante por
diferentes ensaios (TBARS, Frap e DPPH). Quanto ao aspecto da toxicidade,

Mansour e colaboradores (2020), realizaram a avaliagdo de fototoxicidade em uma
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nanoemulsio contendo o 6leo de buriti, demonstrando resultados satisfatérios neste

quesito e confirmando a seguranga do produto final para a industria.

3.4.3 Resveratrol

O resveratrol (RES) € um antioxidante natural que possui uma estrutura
polifendlica (Figura 2), sendo geralmente encontrado na casca da uva. Apresenta
acao anti-inflamatdria, sendo utilizado como tratamento complementar para
pacientes com problemas cardiacos. Apresenta também atividade antioxidante, que
protege contra os radicais livres. Na pele estimula a proliferagéo dos fibroblastos por
meio da protecdo contra as reacbes de oxidagcdo das espécies reativas. Outro
beneficio do resveratrol como antioxidante esta ligado a afinidade com o receptor de
estrogénio, relacionada a sintese de colageno | e Il, contribuindo para impedir que
ocorram situagdes pos estresses oxidativos desencadeados pela liberacdo de
interleucinas-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral, que poderiam gerar lesdes na pele
devido a degradacgao do colageno, acido hialurénico e elastina, além dos processos
de oxidacgao lipidica (Paladini, et al., 2020).

Figura 2. Estrutura do Resveratrol.

OH

HO
OH

Fonte: Henz et al, 2020.

O resveratrol é fotossensivel e sob a luz ultravioleta é possivel observar duas
isoformas, trans e cis (Figura 3). Devido a isoforma trans ser mais ativa, a industria
cosmética utiliza esta para o preparo das formulagdes, incluindo as
nanotecnologicas. Encontra-se o trans-resveratrol, geralmente associado a 6leos
vegetais que possuem caracteristicas que auxiliam na protegdo contra as espécies
reativas (Ucker; Rigo, 2019).
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Figura 3. Estrutura quimica do resveratrol (a) trans-resveratrol (b)

cis-resveratrol.
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a b —

HO N
- Soxe
P

OH OH
OH

Fonte: Riccio et al., 2020.

Estudos demonstraram a eficacia do resveratrol como antioxidante, Coradini e
colaboradores (2014) avaliaram o efeito antioxidante do resveratrol co-encapsulado
com a curcumina por meio da geracgao artificial de radical hidroxila e exposi¢ao a luz
UV, esses resultados foram satisfatérios em relacdo a acdo antioxidante do
resveratrol. Em outro estudo, Sharma e colaboradores (2019) avaliaram o potencial

do resveratrol em reduzir o radical DPPH, obtendo um resultado positivo.

3.5 Nanotecnologia como alternativa de veiculagao de ativos cosméticos

A nanotecnologia € o estudo de particulas manipuladas em escala atbmica e
molecular com tamanho entre 1 e 999 nm. O termo foi introduzido por Eric Drexler
em 1986 em seu livro “Engines of Creation: The Coming Era of Nanotechnology”
onde o engenheiro buscou explicar a visdo do fisico norte-americano Richard
Feynman, considerado o pai da nanotecnologia. Em 1959 durante uma palestra
Richard Feynman, citou a frase “Ha muito espago la embaixo”, dando a ideia da
minimizagao de estruturas, o que acabou tornando-se um artigo no inicio da década
de 1960. A escala nanométrica atualmente ¢é utilizada para muitas areas de pesquisa
e na industria, visa explorar as diversas aplicacoes e funcionalidades das particulas
nanométricas (Rolim; Feitosa, 2021). No &mbito cosmético, o termo nanocosméticos
define formulagdes cosméticas responsaveis por carrear ativos ou outros

ingredientes em nanoestruturas (Fronza et al., 2007).

Devido ao seu pequeno tamanho e grande area superficial, as nanoparticulas
podem proporcionar alteracbes nas caracteristicas fisico-quimicas dos compostos
carreados, como mudancas na absorcao e liberacdo do ativo, podendo aumentar a

sua permeabilidade e garantir sua presenga em camadas mais profundas da pele
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(Cornier et al., 2020). Além disso, as nanoparticulas podem promover estabilidade

do ativo encapsulado, aperfeicoar o desempenho do ativo e evitar irritacido dérmica

(Silveira et al., 2018). Na industria cosmética, as nanoparticulas sao utilizadas

atualmente para a fabricagdo de shampoos, cremes, maquiagens e protetores

solares (De Jesus Leopoldo et al., 2020).

Podem ser encontradas diferentes nanoparticulas para a veiculagao de ativos

cosmeéticos como:

Os lipossomas sao vesiculas lipidicas com nucleo aquoso envolto por
uma bicamada lipidica, mantendo a porc¢ao polar voltada para o interior
e o exterior, devido a sua afinidade com a agua. Podem ser
classificados de acordo com o tamanho e numero de bicamadas,
sendo classificados como unilamelar (uma camada) ou multilamelar
(varias camadas concéntricas). Devido aos fosfolipidios constituintes
dos lipossomas serem semelhantes aos fosfolipideos constituintes das
membranas celulares, estes carreadores possuem biocompatibilidade
com o organismo, sendo ainda estaveis e seguros para o carreamento
de farmacos e ativos cosméticos (Gongalves, 2014; Batista, et al.,
2007; Matos, 2015).

As nanoemulsdes sdo um sistema disperso simples formado a partir de
liquidos imisciveis como 6leo em agua (O/A) ou agua em oleo (A/O).
Possuem trés fases — oleosa, interface e aquosa — sendo sua
separagao garantida com a utilizagdo de agentes emulsificantes para
formacgao da interface, geralmente constituida de matérias de origem
natural (lecitina de soja) ou semissintética (diestearilfosfatidilcolina -
DSPC). Na area cosmética sao vantajosos para o produto final, devido
a suas caracteristicas estruturais e sua capacidade de transportar
ativos. Sao estaveis e possuem um sensorial agradavel aos
consumidores (Bruxel et al., 2012; Selbach, 2016; Garcia, 2020).

As nanoparticulas poliméricas (NP’s) s&o constituidas de polimeros,
podendo ser naturais ou sintéticos. Podem ser classificados de duas
formas - as nanoesferas que possuem uma matriz polimérica em
formato esférico, sem nucleo; e nanocapsulas, que sdo compostas por

um nucleo oleoso envolto por uma parede polimérica de espessura
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fina, formando um sistema reservatorio. A vantagem das NP’s na area
cosmética esta relacionada as suas caracteristicas que permitem
carrear substancias lipofilicas, proteger substancias fotossensiveis e
termossensiveis, além de mascarar odores de ativos cosméticos
(Guterres et al., 2003; Salvioni et al., 2021; Costa et al., 2017).

e As nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) e os carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) sao carreadores formados por materiais
lipidicos naturais ou semissintéticos suspensos em uma fase aquosa
utilizando tensoativos que auxiliam na estabilizacdo das particulas
(Kalita, 2019; Ahmad, 2021; Zielinska; Nowak 2016). De um modo
geral, as NLS sao constituidas de lipidios sdlidos, a exemplo de acidos
graxos, ceras, glicerideos e ftriglicerideos, enquanto CLN utilizam
lipideos solidos e liquidos em sua constituicdo. Possuem
caracteristicas vantajosas para a veiculagdo de ativos cosméticos,
como capacidade de oclusdo, promoc¢ao de hidratagdo cutanea e
liberagéao controlada do ativo encapsulado (Cardoza et al., 2022; Sohail
et al., 2023).

Destacando as particulas lipidicas, El-Telbany e colaboradores (2021)
realizaram um estudo de permeacao utilizando NLS e demonstraram que os lipidios
do nanocarreador possuem afinidade com os lipidios da pele, facilitando a
permeacao do ativo. Em relacdo a potencialidade de encapsulamento, CLN, s&o
considerados a segunda geragédo das NLS, uma vez que a composigao com lipideos
sélidos e liquidos torna o carreador menos cristalina em relagdo a NLS e permite
melhor encapsulamento. No CLN o nucleo oleoso constitui-se como uma estrutura
amorfa  desordenada da  matriz, melhorando a  caracteristica de
encapsulamento-expulsdo do ativo apresentada pelas NLS (Galvao, 2015; Masiero
et al., 2021). De maneira geral, NLS e CLN mostram-se adequados e vantajosos
para encapsulagdo de ativos cosméticos, devido a compatibilidade de seus
componentes com os tecidos dérmicos, além da protecido que oferecem contra a
degradacéao do ativo (Ahmad; Ahsan, 2020).



4 MATERIAIS, EQUIPAMENTOS E METODOS

4.1 Materiais

Tabela 1. Lista de materiais utilizados no desenvolvimento da nanoparticula lipidica

vegana e nos ensaios relacionados a sua caracterizagao.

Caracteristicas Fornecedor
Resveratrol Saolido (pd), branco; PF = 256,2 °C; Galena
MM = 228,23 g/mol; GP: 99,8% Farmacéutica®

Manteiga de cupuacgu Sdlido, branco para bege, p = 0,934 Amazon Oil

Oleo de buriti Liquido avermelhado; p = 0,9445; Amazon Oil
PF =28°C
Lecitina de soja Solido, contendo 45% de Lipid
Lipoid® S45 fosfadidilcolina Ingredients
Fosfolipideos Salido; contendo 70% de Lipid
Lipoid® S75 fosfatidilcolina Ingredients
Decil poliglucosideo Liquido turvo amarelado; BASF Personal
Plantaren® 2000 Tensoativo Care
Oleo de oliva PEG-7 esters Tensoativo Hallstar
Olivem® 300
Cetil fosfato de potassio  Sdlido (pd) branco DSM-Firmenic
Amphisol K® h Personal
Care
Hidroxietilcelulose Solido (po) branco Ashland
Natrosol®

Continua.
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Concluséo.
Acido Ascérbico Salido (po cristalino) branco Sigma Aldrich
Sulfato de Ferro |l FeSO4, sélido Sigma Aldrich
Tris-(hidroximetil)-aminom TRIS-HCL Synth
etano-HCL
Agua Ultra-purificada  Liquido Millipore
Milli Q®
Acetato de Etila Liquido, solvente grau PA Dinadmica
Acetonitrila Liquido, solvente grau HPLC Tedia
Alcool Metilico - Metanol  Liquido, solvente grau HPLC Tedia
Alcool Etilico - Etanol Liquido, solvente grau PA Labsynth

PF - ponto de fusdo; MM - massa molar; GP - grau de pureza; p - densidade; PA - padrao analitico;
HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

4.2 Equipamentos

Tabela 2. Equipamentos utilizados durante o desenvolvimento das nanoparticulas

lipidicas veganas e seus diferentes ensaios.

Equipamento Modelo Marca
Balanca analitica AY 220 Shimadzu
Banho termostatizado EH4 Labsynth IKA
Evaporador rotatoério R-210/215 Buchi
Homogeneizador Ultra-turrax T25 IKA

Continua.
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Concluséo.
Agitador de hélice RW20 Digital IKA
Banho ultrassénico 1400 A Unique USC
Potencial zeta NanoBrook 90Plus Zeta  Brookheaven Instruments
Granulémetro a laser Mastersizer 2000 Malvern Instruments
Centrifuga 5415 R Eppendorf
Cromatografo (CLAE) Prominence Shimadzu
Potencidmetro pH 21 pH/mV meter Hanna Instruments
Espectrofotdmetro SpectraMax® M Series Molecular Devices
Redmetro LVDV I+ Brookfield

Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

4.3 Métodos

A nanoparticula lipidica vegana (NV) foi desenvolvida a partir de estudos de
pré-formulacdo com a finalidade de selecionar possiveis matérias primas para
adequar o método de preparacao, levando em consideracdo suas caracteristicas
organolépticas e fisico-quimicas. Apdés a selegcdo da formulagdo e método de
preparagao, importantes parametros foram avaliados, tais como doseamento do
ativo, eficiéncia de encapsulacado do resveratrol na nanoparticula e pH. Além disso

foram avaliadas a permeacao in vitro e a atividade antioxidante in vitro.

4.3.1 Estudo de pré-formulagao
4.3.1.1 Escolha das matérias-primas

Para a selecdo das matérias-primas, primeiramente foi realizada pesquisa
sobre os materiais aceitos pelas agéncias de certificagdo de produtos veganos
internacionais e nacionais tais como Instituto Biodindmico de Desenvolvimento Rural

(IBD), Sociedade Vegetariana Brasileira (SVB) e Ecocert, sendo que esta ultima
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representa o referencial da Cosmetic Organic Standard (COSMOS) no Brasil. E
importante ressaltar que a busca pelas agéncias certificadoras como diretriz deve-se
a falta de regulamentagao nacional para produtos veganos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Levando em consideragcado as normas instituidas por
estes 6rgdos nao-governamentais, foram escolhidas matérias-primas de origem
vegetal e selegdo de tensoativos permitidos para serem utilizados em produtos
veganos. A manteiga de cupuacgu e o 6leo de buriti utilizados (cedidas pela empresa
Amazon QOil®) constituem-se em materiais vegetais liberados para uso vegano. Os
tensoativos selecionados foram a lecitina de soja (Lipoid S45®) e o decil
poliglucosideo (Plantaren 2000®), obtido de fontes renovaveis e representando
alternativa ao comumente usado monooleato de sorbitano etoxilado 80 (Tween 80®).
Como solventes foram escolhidos o acetato de etila e a agua. O ativo selecionado
para este estudo foi o resveratrol, antioxidante geralmente encontrado na casca da
uva, dada sua origem natural e sua lipofilicidade (Log P 3,14) compativel com os

materiais lipidios que constituem a formulagdo em desenvolvimento neste trabalho.

4.3.1.2 Teste de miscibilidade dos componentes

O teste foi realizado para verificar a miscibilidade dos componentes sem a
adicdo de um solvente organico. Foram utilizados trés tubos de ensaio (20 mL) onde
em cada foi adicionado quantidades diferentes de produtos planejados para a fase
organica (FO), exceto manteiga de cupuagu, mantendo as proporcbes da fase
aquosa (FA) (Tabela 3). Primeiramente os componentes da FO - éleo de buriti ou
acai, lecitina de soja, cetil fosfato de potassio - foram pesados e levados ao vortex
por dois minutos. Posteriormente a FA foi vertida sobre FO e novamente levados ao
vortex por 8 minutos. Ao final, a formulagdo que apresentou uma melhor
miscibilidade e menor separacdo das fases foi selecionada para o preparo da

formulacao do estudo.
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Tabela 3. Composicido quantitativa dos componentes para o teste de solubilidade.

Componentes Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
Oleo de vegetal de acai 0,2g 0,15 ¢ 0,1g
Lecitina de soja (Lipoid S45®) 0,2g 0,15 ¢ 0,1g
Cetil fosfato de potassio (Amphisol K®) 0,05¢g 0,0375g 0,02g
Decil poliglucosideo (Plantaren 2000®) 0,2g 0,2g 0,2g
Agua ultrapura (MilliQ®) 20 mL 20 mL 20 mL

Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

4.4 Desenvolvimento de nanoparticula lipidica vegana por diferentes métodos

de preparacgao

Para a preparacdo da nanoparticula lipidica vegana foram empregados dois
meétodos de preparacao, adaptando-os a necessidade dos componentes escolhidos,
visando a formacdo de um carreador nanoestruturado para veicular o ativo
antioxidante (resveratrol). Posteriormente, foi escolhido o método mais adequado
para a formulacado, levando em consideragcédo as caracteristicas fisico-quimicas do
nanosistema obtido. Foram preparadas formulagbes contendo ou néo resveratrol

(NV-R e NV-B, respectivamente), sendo estas ultimas utilizadas como controle.

4.4.1 Desenvolvimento de nanoparticula lipidica vegana pelo método de fusao

sem adicao de solvente orgéanico

Para a preparagao de nanoparticulas lipidicas vegana foi empregado o
método de fusdo, desenvolvido a partir da adaptagcdo da técnica de deposicao
interfacial de polimero pré-formado, descrita por Fessi e colaboradores (1988). Os
componentes oleosos - manteiga de cupuacu, 6leo de buriti, Lipoid S45® e Amphisol
K® - foram aquecidos/fundidos em banho-maria a 40°C e homogeneizados em
Ultra-turrax a 8.000 rpm por 2 minutos, mantendo-se aquecimento sem utilizagdo de
solvente organico. A fase aquosa - Plantaren 2000® e agua - foi vertida ainda sob

cisalhamento sobre a fase oleosa e homogeneizada por 8 minutos. A mistura foi
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levada ao ultrassom com aquecimento durante 15 minutos e por fim, submetida ao
banho de gelo por 1 hora, para que ocorresse a precipitagdo das nanoparticulas por

resfriamento.

4.4.2 Desenvolvimento da nanoparticula lipidica vegana contendo resveratrol

pelo método de emulsificagao-difusao

Para a preparagdo da nanoparticula lipidica vegana foi empregado o método
de emulsificagdo-difusdo descrito por Quintanar-Guerrero e colaboradores (1998)
utilizando solventes imisciveis. Foram utilizados agua e acetato de etila previamente
saturados um no outro (contato por 10 minutos para entrarem em equilibrio). Os
componentes da fase orgéanica - manteiga de cupuacu, 6leo de buriti, Lipoid S45® e
resveratrol - foram pesados e solubilizados no acetato de etila saturado e o
componente da fase aquosa - Plantaren 2000® - foi pesado e solubilizado em agua
ultrapura saturada (Tabela 4). Ambas as fases foram preparadas em banho-maria a
50°C em agitacdo magnética por 1 hora. Posteriormente a fase organica foi vertida
na fase aquosa e a mistura foi mantida em homogeneizador Ultra-turrax a 9.000 rpm
por 7 minutos. Apdés o cisalhamento, a mistura foi transferida para agitador em
hélice, sendo mantida por 7 minutos a 300 rpm, com adi¢do de um excesso de agua
(200 mL) para que ocorra a “fuga” do solvente organico e a formagdo do
nanossistema. Ao final a suspensao formada foi levada ao evaporador rotatério para
a remogado do solvente organico e do excesso de agua, resultando em uma
formulagdo com volume final de 10 mL. Além disso, foi preparada uma formulagao

sem a adi¢ao de resveratrol (NV-B), seguindo o mesmo processo descrito.

Tabela 4. Composig¢ao quantitativa do NV-B e NV-R.

Componentes NV-B NV-R
Manteiga de cupuagu 0,3g 0,3g
Oleo de buriti 0,29 0,29

Continua.
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Concluséo.
Resveratrol - 0,01¢g
Lecitina de soja (Lipoid S45®) 0,49 0,49
Acetato de etila saturado 20 mL 20 mL
Decil poliglucosideo (Plantaren 2000®) 0,69 0,69
Agua ultrapura (MilliQ®) saturada 40 mL 40 mL
Agua ultrapura (MilliQ®) 200 mL 200 mL

Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

4.5 Caracterizagao fisico-quimica da Nanoparticula Lipidica Vegana contendo

Resveratrol
4.5.1 Determinacgao do diametro da particula

A avaliacdo do tamanho de particula foi realizada através da técnica de
difratometria de laser, a qual faz o uso do equipamento Mastersizer® 2000 (Malvern
Instruments). Os dados obtidos pela difragdo de laser foram avaliados utilizando o
diametro médio, que baseia-se no volume da particula, e os valores da distribuicao
de 10% (d10%), 50% (d50%) e 90% (d90%), que indicam a porcentagem de
particulas de diametro igual ou inferior ao valor indicado. Para avaliar a polidispersao

do sistema, foi utilizado o valor de Span, determinado pela equacao 1.

D0,9 — DO,1
Span = iTl (eq. 1)

4.5.2 Determinagao de pH

O pH da nanoparticula lipidica vegana foi determinado utilizando

potencidmetro Hanna® previamente calibrado com solugdes tampéao pH 4,0 e 7,0.
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4.5.3 Determinacgao do Potencial Zeta

A carga superficial das nanoparticulas (Potencial Zeta) foi determinada por
mobilidade eletroforética utilizando equipamento Nanobrook® 90 plus Zeta -
Brookhaven Instruments. Este método determina o potencial elétrico na fronteira da
particula, podendo ser um indicativo das caracteristicas de estabilidade fisica das
formulagbes. A determinacgao foi realizada apos a diluicdo de 1000 vezes (v/v) das
suspensdes de nanoparticulas lipidicas veganas em solugdo aquosa de NaCl 0,1
mmol/L™". Os resultados foram obtidos pela média das triplicatas determinadas pelo

equipamento.

4.5.4 Doseamento e eficiencia de encapsulagidgo do resveratrol nas

nanoparticulas lipidicas veganas

As nanoparticulas veganas foram avaliadas quanto ao teor de resveratrol e
eficiéncia de encapsulagao por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para
avaliagcao do teor, as formulagcdes foram tratadas com DMSO e acetonitrila, o qual é
capaz de ocasionar a desorganizagao da nanoparticula (dissolugao parcial do lipidio)
e levadas ao ultrassom por 15 minutos em aquecimento, sendo retirada uma
aliquota, filtrada em membrana 0,45 uym e avaliada por CLAE. A eficiéncia de
encapsulacédo (EE%), por sua vez, foi determinada pelo método de
ultrafiltragdo-centrifugacéo (Microcon®), onde quantifica-se o ativo na parte aquosa
da formulagédo (quantidade ndo encapsulada). Calcula-se entdo a diferenca entre a
concentracao total na formulacdo (teor) e a concentracdo livre presente na fase

aquosa, multiplicada por 100 para obter-se a porcentagem encapsulada do ativo.

4.6 Validacao da metodologia analitica por CLAE para quantificacao de

resveratrol em nanoparticulas lipidicas veganas

Para a quantificacdo de resveratrol contido nas nanoparticulas veganas, foi
considerada a RDC N° 166, de 24 Julho de 2017, que descreve sobre a validagao de
meétodos analiticos e parametros a serem avaliados para obtencado de resultados
confiaveis que possam auxiliar na caracterizacdo de amostras (ANVISA, 2017).

Além disso, foram consideradas as especificagdes, da International Conference on



45

Harmonization (ICH, 2023) e uma adaptagdo do método descrito por Linder e
colaboradores (2013). As analises foram realizadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em cromatdgrafo Prominence (Shimadzu®), utilizando o detector
ultravioleta em 307 nm, coluna de fase reversa C-18 (Waters®, 150 x 4,6 mm, 150
mm, 5 um), ligada a uma pré-coluna (C18 4 x 3,0 mm), e fase movel constituida de
metanol (51%) e agua ultrapura (49%), em sistema isocratico a um fluxo de 1 mL por
minuto e volume de injecado de 10 pL. Para a validagcado foram preparadas solugoes
de resveratrol e foram utilizadas as formulacbes NV-R e NV-B, que tem sua
composicao descrita em tabela ja apresentada (Tabela 2). Os parametros avaliados
foram: linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo, limite de deteccado e limite de

quantificagao.

4.6.1 Linearidade

Para avaliagdo da linearidade foram preparadas solugbes em diferentes
concentragcdes a partir de uma solugao padrao preparada com 0,01 g de resveratrol
em 10 mL de acetonitrila, para obtengdo de um concentragao final de 1 mg/mL,
sendo a mesma concentracédo de RES presente na NV-R. A linearidade foi obtida
pela construcdo de trés curvas contendo sete concentragdes diferentes, seguindo as
exigéncias da RDC n° 166 (ANVISA, 2017). As solugdes foram preparadas em
concentragbes de 2.,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0 e 17,5 yg/mL, a partir da solugéo
padrao (solugdo-méae) e previamente filtradas utilizando uma membrana de 0,45 uyM
(Millipore®) para serem avaliadas por CLAE. As curvas foram obtidas a partir da
construcado de graficos de concentragdo versus area do pico, sendo a equacéao da
reta determinada por regressdo linear (y em x), pelo método dos minimos

quadrados.

4.6.2 Seletividade

Para avaliagdo da seletividade foram utilizadas amostras de NV-R e NV-B,
onde a primeira continha resveratrol e a segunda ndo apresentava o ativo. Uma
aliquota de 100 pL foi retirada das amostras e colocada em baldo de 10 mL
previamente identificado. Foi utilizado 1 mL de DMSO e, em seguida, acetonitrila

para completar o volume dos balbes, sendo levados ao banho de ultrassom por 15
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minutos para que ocorresse o rompimento das nanoparticulas lipidicas e a extragao
do resveratrol (no caso de NV-R). Aliquotas das duas amostras foram retiradas dos
baldes e filtradas em membrana de 0,45 uM sendo acondicionadas em vials para

serem avaliadas por CLAE, de modo comparativo.

4.6.3 Precisao

Para determinar a precisdo foram realizados ensaios de repetibilidade
(precisdo intra-dia) e preciséo intermediaria (precisdo inter-dia). Na avaliagdo da
repetibilidade foram usadas 6 (seis) amostras com a concentragao intermediaria da
curva da linearidade (10 pg/mL). No primeiro dia de analise, as amostra foram
preparadas utilizando 100 yL de NV-R adicionados em baldes volumétricos de 10
mL previamente identificados para cada amostra (n= 6), adicionando 1 mL de DMSO
e completado o volume do baldo com acetonitrila. As amostras foram levadas ao
banho ultrassénico durante 15 minutos e filtradas com membrana de 0,45 uM,
acondicionadas em vials, e avaliada por CLAE. O procedimento foi repetido no
segundo dia de analise, com outras 6 amostras. Os valores foram expressos pela
meédia e o desvio padrao relativo ao conteudo de resveratrol em cada um dos
ensaios, observando os valores de cada dia individual para avaliar a repetibilidade e

os valores obtidos em dias distintos para avaliar a precisdo intermediaria.
4.6.4 Exatidao

Segundo os paréametros descritos pela International Conference on
Harmonization no guia para validagdo de método analitico (ICH, 2023, p 11), a
exatidao pode ser inferida, no caso de haver precisdo estabelecida.
4.6.5 Limite de deteccao e limite de quantificagao

Os limites de detecgéo (LD) e quantificacéo (LQ) foram avaliados a partir dos

resultados obtidos das curvas de calibracdo feitas com a solugao padréo de

resveratrol (1 mg/mL), sendo calculadas pelas equacgdes 2 e 3:
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LD = 23X (eq. 2)

LQ = === (eq. 3)
Onde:

o = Desvio padrao do intercepto do eixo y de trés curvas de calibragao

a = coeficiente angular da curva analitica
4.7 Avaliagao da Permeacgao Cutanea in vitro
4.7.1 Avaliagao da Condigao Sink

A condicao sink é avaliada para evitar a saturacido do meio durante o ensaio
de permeacdo. E descrito no Guia de Dissolucdo Aplicavel a Medicamentos
Genéricos, Similares ou Novos como sendo, no minimo, trés vezes o volume de
meio de dissolugdo necessario para obter uma solugéo saturada do ativo (ANVISA,
2018. p. 12). Para avaliar a solubilidade do resveratrol no meio de dissolugcéo
(permeacao) proposto para este ensaio, o resveratrol foi adicionado em excesso no
meio etanol:agua (30:70) (1,5 mL, em eppendorf) e agitado no vortex por 1 min. A
mistura resultante foi mantida em repouso por 12 horas, protegido da luz devido a
fotossensibilidade do resveratrol. Apds esse periodo a amostra foi centrifugada a
12.000 rpm por 5 minutos e uma aliquota de 200 pL do sobrenadante solubilizado foi
retirada para analise em espectrofotdbmetro UV. Para viabilizar a avaliagdo do
resveratrol no sobrenadante foi construida uma curva analitica utilizando 0,01 g em
10 mL de meio etanol:agua (30:70) nas mesmas concentragdes utilizadas para a
avaliacao da linearidade, sendo analisada no mesmo espectrofotometro UV do

restante do ensaio.
4.7.2 Avaliagao da permeacgao in vitro

Para a avaliacdo da permeacgao cutanea in vitro das NV-R, os ensaios foram
realizados em células de difusdo de Franz utilizando membrana sintética (acetato de
celulose) (12.000-14.000 Da) (Sigma Aldrich®). O meio escolhido foi adaptado de
Davies e colaboradores (2021). Inicialmente, a membrana foi hidratada em agua

destilada por 12 horas e recortada de modo a manter-se sobre o compartimento
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receptor da célula, ja preenchida com o meio. No compartimento doador, sobre a
membrana, foram adicionados 400 pL de NV-R ou 400 uL de solugdo de RES (1
mg/mL, preparada com solugao etandlica (etanol:agua 30:70, v/v). As células foram
mantidas em banho maria a temperatura de 32°C e agitacdo magnética. As
amostras NV-R e RES foram analisadas em triplicata. Aliquotas de 1,5 mL foram
coletadas com o auxilio de um cateter intravenoso (Solidor®), nos tempos pré
determinados de 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 3; 4; 8; 12 e 24 horas, sendo reposto igual
volume de meio repositor que foi previamente preparado e mantido em banho-maria
na mesma temperatura das amostras. Apos serem coletadas, as aliquotas foram
pipetadas em uma microplaca de leitura UV e avaliadas por espectrofotometria

UV-visivel no comprimento de onda de 307 nm.

Os valores foram expressos como concentragao de RES em cada tempo de
coleta e avaliados em termos de fluxo do ativo através da membrana de permeacéo,
concentracdo de ativo acumulada na membrana e concentracdo do ativo detectada

no meio de permeacgao (permeado).

4.8 Avaliacao da atividade antioxidante in vitro das nanoparticulas lipidicas

veganas contendo resveratrol

A avaliagdo da agao antioxidante das nanoparticulas veganas foi realizada
medindo a atividade contra peroxidacao lipidica in vitro pelo método de TBARS
(Thiobarbituric Acid Reactive Species) descrito por Schaffazick e colaboradores
(2005), utilizando lipossomas como substrato da reacdo de lipoperoxidagao. Nos
ensaios descritos a seguir, as analises por espectrofotometria foram adaptadas para
a utilizacdo de nanoparticulas, uma vez que as mesmas apresentam-se como
suspensdes (opacas) que causam espalhamento de luz. Cada aliquota analisada
contou com um controle de nanoparticulas na mesma concentragao que a utilizada

no meio reacional.
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4.8.1 Preparacgao dos lipossomas pelo método de inje¢ao de etanol

Os lipossomas foram preparados pelo método de injecdo de etanol
(adaptado) descrito por Fessi e colaboradores (2010). Para a preparagéo, lecitina de
soja (Lipoid® S-75, 1 g) foi dissolvida em etanol (80 mL) a 40°C em banho-maria, sob
agitacdo magnética, constituindo a fase organica. Apés a preparacao, a fase
organica foi vertida sob a fase aquosa (dgua ultrapura MilliQ®, 20 mL) sob agitagio
magnética, com o auxilio de um funil estreito. Foi mantido em descanso por 10

minutos e levado ao evaporador rotatério (40°C) para retirada do solvente organico.

4.8.2 Avaliagao contra a peroxidacgao lipidica

As nanoparticulas veganas contendo resveratrol (NV-R) nas concentragoes
de 70, 140, 210 e 290 uM foram avaliadas quanto ao potencial de evitar a
peroxidacao lipidica. Além da NV-R, foram consideradas de modo comparativo as
nanoparticulas sem o ativo (NV-B), resveratrol livre (RES) e um antioxidante padréao
(butilhidroxitolueno - BHT). A solugdao de RES (1 mg/mL) foi preparada em solugéo
etandlica (etanol:agua 30:70, v/v), enquanto a solu¢do de BHT (1 mg/mL) foi
preparada em etanol, ambas mantendo concentragcdo semelhante a do resveratrol
presente nas nanoparticulas. As amostras de nanoparticulas NV-B e NV-R foram

utilizadas de modo semelhante (em volume) durante todo o ensaio.

O meio reacional foi composto pelo substrato de peroxidagdo (35 pL de
lipossoma em 25 pL de tampao HCI-Tris 0,1M) sendo adicionadas aliquotas das
amostras antioxidantes (NV-R, NV-B, RES e BHT). A reagao de peroxidacao foi
iniciada pela adigdo de 250 yM de sulfato de ferro Il (FeSO,) e 500 uM de acido
ascorbico e levadas ao banho-maria a 37°C por 60 minutos. Apds o tempo
determinado na primeira etapa de incubacéao, foram adicionadas solugdes de acido
tricloroacético a 10% e acido tiobarbiturico a 0,8%, sendo incubados novamente a
100 °C durante 30 minutos. Um controle positivo, sem a presenca dos antioxidantes
(amostra totalmente oxidada) e um controle negativo, sem a presencga dos agentes
oxidantes sendo apenas o meio reacional, também foram preparados e submetidos
as mesmas condi¢des experimentais. Apos os periodos de incubagao, as amostras

foram resfriadas e centrifugadas (10.000 rpm, 10 minutos) e uma aliquota do
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sobrenadante foi retirada para analise por espectrofotometria (leitor de microplacas

SpectraMax® M Series) em 535 nm.

As analises foram realizadas em duplicata. Uma curva analitica de
malondialdeido (MDA) foi preparada, com concentracbes entre 0,5 e 3,0 nm de
MDA, para calcular a concentracdo de MDA (nmol) das amostras. O percentual da
atividade antioxidante foi calculado a partir da Equacao 4, de acordo com Kuilkamp e
colaboradores (2011), onde C,.sta € @ concentracao de MDA em nmol presente nas
amostras dos antioxidantes e a C_,.;..c € @ concentracdo de MDA em nmol presente

na amostra oxidada (controle positivo).

AAY = Zmoste . g0 (eq. 4)

Ccontrole

4.9 Preparacgao e caracterizagao de base semissoélida contendo nanoparticulas

lipidicas veganas de resveratrol

4.9.1 Preparagcao de base semissolida contendo nanoparticulas lipidicas

veganas de resveratrol

Para a preparacado do gel base foi utilizado o polimero sintético Aristoflex®
AVC (co-polimero do acido sulfénico acriloildimetiltaurato e vinilpirrolidona
neutralizado), de caracteristica anibnica, ou Natrosol® (hidroxietilcelulose) com
caracteristica n&o-ibnica. Para escolha da concentragdo dos polimeros a ser
utilizada para o preparo do gel base foram preparadas quatro diferentes formulag¢des
contendo 1%; 1,5% e 2%, para Aristoflex® e 1%, 1,5%, 2% e 2,5% para
hidroxietilcelulose, como demonstrado na Tabela 5. Em todas as formulacgdes, foi
utilizado o conservante benzoato de sédio. Todos os componentes planejados para
obtencdo de gel base obedeceram os preceitos dos cosméticos veganos. Além de
diferentes concentragcbes de polimeros, foram testados dois métodos de preparo

distintos, empregando refrigeragdo ou aquecimento.

Para o preparo pelo método de refrigeragcéo, o polimero foi pesado em um

vidro de reldgio e adicionado em gral de porcelana; o conservante foi pesado e
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misturado na quantidade de agua suficiente para a formulagéo, sendo esta solugao
adicionada sobre o polimero, sem misturar, e levada a refrigeragao por 2 horas,
realizando apos esse tempo a homogeneizacdo completa dos componentes. No
preparo pelo método de aquecimento, a mistura de agua e conservante foi levada ao
banho-maria (80°C) e o polimero foi polvilhado aos poucos, homogeneizando a
mistura delicadamente até a formacgédo do gel. Em ambos os métodos, foi utilizado
um emoliente vegetal - Olivem® 300 (6leo de oliva PEG-7-esters) - para obtencao de
um gel com adequado sensorial, suave e transparente. Os métodos foram utilizados
de maneira semelhante para as formulagdes utilizando Aristoflex® ou

hidroxietilcelulose.

Tabela 5. Composi¢cao quali-quantitativa dos componentes do gel base em

diferentes concentracdes para selecao da formulagao

Componente %

Aristoflex® AVC 0,5 1 1,2 1,5
Hidroxietilcelulose 1 1,5 2 25
Benzoato de Sodio 0,2 0,2 0,2 0,2

Agua gsp 100 100 100 100

Olivem 300 gsp - - - -

Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

A partir das escolhas, uma formulacédo base foi preparada para a adigcao dos
ativos RES, NV-R e NV-B, um gel base sem ativos também foi separado para a
comparagao. Os géis foram preparados na composicdo demonstrada pela tabela 6,
para o gel contendo nanoparticulas contendo ou n&o resveratrol (GNVR e GNVB,
respectivamente) foram adicionadas e homogeneizadas com cuidado para manter
as caracteristicas suaves do gel escolhido, enquanto para a preparagao do gel de
resveratrol (GR), o resveratrol foi pesado e levado em uma mistura de agua e
tensoativo, formando uma pasta, para ser adicionada ao gel-base. Uma formulagéo
neutra (GN) foi preparada, sem conter ativo livre ou nanoparticulas para a

comparag&do com 0s outros.
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Tabela 6. Composicdo quantitativa dos componentes da formulagdo do gel
antioxidante contendo nanoparticulas lipidicas vegana de resveratrol.

Componente GNVR GNVB GNVR GN
NV-R 0,8 mL - -
NV-B - 0,8 mL -
RES - - 0.2g
Plantaren 2000 - - 0,19
Agua - - 0,8 mL
Gel base gsp 20 gsp 20 gsp 20 gsp 20

Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

4.9.2 Caracterizagao da base semissoélida contendo nanoparticulas lipidicas

veganas de resveratrol

As bases semissolidas contendo nanoparticulas foram avaliadas por
difratometria de laser, de acordo com a técnica descrita no item 4.5.1. A avaliacéo do
pH foi realizada utilizando potencidbmetro Hanna, como descrito no item 4.5.2. A
viscosidade dos géis foi avaliada utilizando viscosimetro rotacional DV-IlI+ Pro
(Brookfield) com spindle SC4-27. As velocidades de rotagdo do spindle foram
selecionadas respeitando os limites de torques (superiores a 10% e inferiores a
100%). Foram avaliadas formulagbes preparadas por ambos os métodos -
aquecimento (Q) ou resfriamento (F) - incluindo géis base (neutros) (GN-Q/F), géis
contendo o resveratrol livre (GR-Q/F) e géis contendo as nanoparticulas com ou sem
o ativo (GVNR-Q/F e GNVB-Q/F, respectivamente).

As curvas de fluxo e de viscosidade foram obtidas a partir da determinacéo da
tensdo de cisalhamento e da viscosidade em fungdo da taxa de cisalhamento,
respectivamente. O ajuste foi realizado utilizando o software Rheocalc V3.2
(Brookfield®) para o modelo Ostwald-de-Waelle (ou de Lei das Poténcias) (Equagéao

5), Casson (Equacgéo 6), e Plastico de Bingham (Equagéao 7).
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n=k.yn-1 (eq. 5)
T=k.yn (eq. 6)
ko + k™ (eq. 7)

Onde n é o indice de escoamento, k € o indice de consisténcia, ko € a
constante do modelo, n a viscosidade (Pa.s), y taxa de deformacgéo (1/s) e T a tenséo

de cisalhamento.

4.10 Analise estatistica

Para a analise dos dados estatisticos foi utilizado o software GraphPad Prism
8, utilizando analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias considerando

p<0,05 como valor significativo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparacao das nanoparticulas lipidicas veganas por dois métodos de

preparagao e avaliagcao do diametro médio como parametro de escolha

A adaptacdo do método de deposicao interfacial de polimero pré-formado
(Fessi et al, 1988) foi o ponto inicial para o desenvolvimento das NV, sendo
planejada uma formulagédo inicial (chamada de formulagdo zero) realizando
pequenas alteragdes nesta formulagcdo ou em parametros relacionados ao método
de preparacao (Quadro 1), visando obter uma formulagéo adequada para veiculagao
de resveratrol para aplicagdo cutanea. Muitas formulagdes obtidas apresentavam
caracteristicas ndo desejadas como pode-se observar na figura 4, principalmente
devido a separacdo das fases. Em algumas situagcées era possivel obter uma
formulagcdo homogénea por poucos minutos, logo surgindo pequenas goticulas de
Oleo, representando instabilidade do sistema. Assim, as modificagdes foram
fazendo-se necessarias para obtengdo de uma suspensdo de nanoparticulas
homogénea e com aspectos caracteristicos de formulagdes coloidais obtidas por

nanoprecipitacdo (Nascimento, 2023).
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Quadro 1. Modificagdes realizadas na formulagdo/método zero e caracteristicas
organolépticas e/ou fisico quimicas das formulagdes lipidicas veganas obtidas pelo

método da fusdo sem solvente.

Formulagao

Modificagao

Resultado

n° 1

Formulagao inicial, sem

modificagdes

Separacdo de fases; hipotese:

quantidade insuficiente de

tensoativo

n° 2

Aumento da  quantidade de
tensoativo da fase oleosa: 0,077

g de lecitina para 0,2 g.

Separacdao de fases; hipotese:

quantidade insuficiente de

tensoativo.

n°3

Aumento da quantidade de
tensoativo de ambas fases - FO:
0,2 g para 0,3 g de lecitina; FA:

0,077 g para 0,3 g de Plantaren.

Separacido de fases; hipoteses:
de

tensoativo; incompatibilidade da

quantidade insuficiente

manteiga com o Oleo vegetal.

n° 4

Aumento na quantidade de
tensoativo da FO de 0,3 para
0,4 de lecitina e diminuicdo da
FA de 0,3 g para 0,2 g de

Plantaren.

Separacido de fases; hipoteses:
de

tensoativo, dado o aparecimento

quantidade insuficiente

de goticulas de gordura durante

a homogeneizagao.

n°5

Diminuicdo da quantidade de
0leo (0,5 g para 0,3 g) e
aumento da quantidade de
manteiga (0,5 g para 0,7 Q)

tentativa de empregar etanol.

Goticulas lipidicas visiveis na

suspensao; hipoteses:
de

tensoativo; etanol nao auxiliou

quantidade insuficiente

na estabilizagao dos

componentes oleosos.

Continua.
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n° 6 Substituicdo da manteiga de [ Nenhum dos  componentes
cupuagu pela manteiga de | obteve uma boa fusio; pode-se
tucuma. observar que a manteiga de
tucuma nao foi compativel com
os componentes da formulagao
inicial.
n®7 Utilizacdo de quantidades iguais | Formulagdo mostrou-se estavel
dos lipidios empregados (0,5 g | por pouco tempo, observando-se
manteiga de cupuacgu e 0,5 g de | em seguida separagao de fases.
Oleo de agai) Presenca de uma populagao
nanométrica na avaliagdo por
difratometria de laser.
n° 8 Aumento no tempo de ultrassom | Formulagdo homogénea, porém
em aquecimento de 15 minutos | instavel. A leitura por
por 30 minutos com menor | difratometria de laser
quantidade de 6leo (0,5 g para | demonstrou presenga de uma
0,2 9) populacdo nanomeétrica e outra
micrométrica (em maior numero)
n°9 Adicdo de Amphisol K a 1%, | Formulagéo manteve-se
como co-emulsionante homogénea por maior tempo;
populacdo  micrométrica em
numero consideravelmente
maior que a nanomeétrica
n°10 Aumento no tempo de | Formulacdo macroscopicamente
cisalhamento ultra-turrax) de 5 [ homogénea; polidispersao
para 6 min. (Span) com menor valor, mas
ainda demonstrava populagao
micromeétrica superior em volume

Continua.
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Concluséo.
n° 11 Sem adigdo de Oleo vegetal na | Separacédo instantdnea  das
formulacao fases.
n® 12 Sem adicdo de manteiga na [ Menor  polidispersdo (SPAN),
formulacao ocorréncia de desestabilizagcao
n°13 Aumento no tempo do banho de | Consideravel reducao da
gelo de 30 para 60 minutos polidispersao, formulacao
instavel, posterior aparecimento
de goticulas lipidicas.
n° 14 Substituicao dos agentes | Formulagao instavel, separagcao
tensoativos: Plantaren 2000 por | instantanea das fases.
Olivem.
n°15 Troca do 6leo de agai por 6leo | Formulagdo homogénea, porém
de buriti. com o aparecimento de goticulas
lipidicas.
n° 16 Aumento do éleo (0,2 g para 0,6 | Formulagdo homogénea, sem
g) e diminuicdo da manteiga | goticulas lipidicas visiveis, pouco
(0,7 gpara 0,4 g). estavel.
n® 17 Troca do 6leo de acgai pelo 6leo | Formulagdo homogénea, sem
de buriti. Empregando os | goticulas lipidicas  visiveis;
valores de 0,9 para a manteiga | polidispersdo ndo adequada,
e 0,3 para o d6leo. consideravel populacao
micrometrica

Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024
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Figura 4. Demonstracédo de algumas das diferentes formulagdes preparadas para o
desenvolvimento das nanoparticulas lipidicas veganas. (A) Formulagdo n°1; (B)

Formulagéo n°4; (C) Formulagéo n° 5 (D) Formulagéo n° 13; (F) Formulagéo n° 14

D.

Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

Todavia a avaliacdo do diametro de particula foi o parametro determinante
para a escolha da formulagdo mais adequada. Algumas formulagdes nao obtiveram
resultados satisfatorios quando submetidas a avaliacdo por difracdo a laser
baseada no volume de particulas, com distribuicdo bimodal (populagdo nanométrica
e micrométrica). Porém, quando a analise foi baseada no numero de particulas foi
possivel observar uma distribuicdio monomodal nanométrica, indicando que a
populagcdo micrométrica estava em um numero bastante reduzido (insignificante em
relagcdo a populagdo nanométrica) (Figura 5). Considerando o carater inovador do
meétodo empregado, os resultados mostram que é valido considera-lo como
promissor para o desenvolvimento de futuras formulacbes de nanoparticulas com
um viés mais limpo, sem a utilizagdo de solventes organicos, que podem ser nocivos

a saude. Contudo, a técnica pode exigir modificagdes visando utiliza-la de acordo
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com o0s componentes presentes na formulacdo, de modo a obter tamanho e

polidispersao adequados.

Figura 5. Distribuicdo granulométrica baseada no (A) volume e (B) numero de
particulas para NV-B obtidas pelo método de fusao.
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Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

As nanoparticulas preparadas pelo método de emulsificagcao-difusdo
adaptadas do método descrito por Quintanar-Guerrero e colaboradores (1998)
obtiveram resultados satisfatorios quanto as suas caracteristicas organolépticas. Na
Figura 6 pode-se observar uma formagdo homogénea, de aspecto leitoso e cor

amarelo claro, proveniente da mistura da manteiga de cupuagu e do 6leo de buriti.

Figura 6. Nanoparticulas lipidicas veganas NV-B (sem ativo) e NV-R (contendo

resveratrol), respectivamente.

Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

Nas Figuras 7 e 8 e Tabela 7 pode-se observar a distribuicdo granulométrica
apresentada pelas NV-B e NV-R preparadas por emulsificagdo difusdo, as quais

demonstram uma caracteristica monomodal nanométrica.
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Figura 7. Distribuicdo granulométrica baseada no (A) volume e (B) numero de

particulas lipidicas para NV-B obtidas pelo método de emulsificagao-difusao
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Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

Figura 8. Distribuicdo granulométrica baseada no (A) volume e (C) numero de
particulas lipidicas para NV-R obtidas pelo método de emulsificagdo-difuséo.
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Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

Tabela 7. Distribuicdo granulométrica das nanoparticulas obtida pela técnica de
difragdo a laser baseado no numero de particulas, onde (°) representa as
nanoparticulas lipidicas veganas obtidas pela técnica de fusédo e (*) representas as
nanoparticulas lipidicas veganas obtidas pela técnica de emulsificacdo-difusdo (os

valores representam a média + desvio padrao de dois lotes para NV-B e NV-R).

Amostra d(0,1) (hnm) d(0,5) (nm) d(0,9) (hm) D[4,3] (nm) Span

NV-B~ 355+0,5 645+0,5 1185+0,5 3385+155 1.2925+25

Nv-B* 104,5+05 1575+05 293,5+1,5 468 + 28 1.200,5+4,5

NV-R* 53+5 100,5+3,5 209,5+4,5 404 £ 5 1.469 + 31,5

Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024.

Dutta e colaboradores (2024) avaliaram a preparacdo de uma NLS, e

constataram que a concentragcao de lipidio e de tensoativo pode influenciar no

1000
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tamanho de particula, onde uma maior concentragao de lipidios levou a um aumento
no tamanho de particulas, entretanto uma baixa concentragao de tensoativos levou a
uma suspensao instavel. O didmetro médio de particulas das suspensdes de NV
ficaram de acordo com o encontrado na literatura. Onugwu e colaboradores (2022)
obtiveram valores variados em relagdo ao tamanho de particulas entre 142 a 328
nm, demonstrando que uma maior concentracdo de tensoativo foi capaz de diminuir

o diametro das particulas.

5.2 Caracterizagao fisico-quimica das nanoparticulas lipidicas veganas
contendo resveratrol: Determinacao do potencial zeta, avaliagao do pH, teor e

eficiéncia de encapsulacgao

O potencial zeta € considerado a carga superficial das particulas, sendo
indiretamente uma medida de estabilidade, considerando que os valores de £ 30 mV
apresentam uma boa estabilidade fisica. O potencial elétrico das particulas € medido
através dos ions presente na solugdo onde as nanoparticulas sdo colocadas, sendo
as correntes elétricas formadas entre as cargas medidas através de eletrodos (Raval
et al, 2023). Ao serem avaliadas por seu potencial elétrico, as NV demonstram carga
negativa (Tabela 9). Segundo Souza e colaboradores (2023) os valores negativos do
potencial elétrico podem estar associados a presencga de lipidios liquidos que sao
compostos por grupos funcionais acidos. O estudo de Kumar e colaboradores (2018)
demonstram valores de potencial zeta entre - 56 mV a - 21 mV, corroborando com os

dados apresentados neste estudo.

Outro fator que influencia na estabilidade das formulacdes € o pH, sendo um
parametro importante em particulas destinadas a aplicagéo biolégica. Considerando
a aplicagdo cutanea, o pH normal de uma pele saudavel estad entre 4,0 e 6,5,
considerado assim ligeiramente acido (Mansur, 2020), portanto as formulagdes de
uso topico devem estar dentro da faixa aceitavel para evitar danos causados por
excessiva acidez ou alcalinidade, os quais alteram o pH normal da pele (Araujo,
2022). Na tabela 8, pode-se observar que os valores de pH das formulagdes de
NV-B e NV-R apresentaram-se adequados, considerando a finalidade de aplicacao

por via tépica.
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O teor e a eficiéncia de encapsulacéo (EE%) das nanoparticulas (tabela 8)
foram avaliadas por CLAE, demonstrando uma capacidade de encapsulagao
proxima a 100%. Foudah e colaboradores (2024) avaliam que a presenca de lipidios
soélidos e liquidos beneficiam a EE%, devido a capacidade de aprisionar os ativos.
Em outro estudo, Chantaburanan (2023) demonstrou que o ibuprofeno ficou quase
inteiramente aprisionado nas SNL, corroborando com o presente estudo onde o
resveratrol teve um teor de 96,89% nas suspensdes de NV com desvio padréo de *
0,14.

Tabela 8. Valores obtidos através da avaliagdo de potencial elétrico (zeta), pH das
particulas NV-B e NVR, e valores obtidos da determinagao do teor e da eficiéncia de
encapsulacdo das particulas NV-R (os valores representam a média + desvio

padrao de dois lotes para NV-B e NV-R).

Amostra Potencial Zeta (mV) pH Teor (mg/mL) EE (%)
NV-B -47,46 + 1,39 5,06 £ 0,012 - -
NV-R -46,52 + 1,18 5,25+ 0,016 96,89 +£0,14 99,65+ 0,05

Fonte: Desenvolvida pelo proprio autor, 2024.

5.3 Validagdao da metodologia analitica por CLAE para quantificagdo de

nanoparticulas lipidicas veganas contendo resveratrol

5.3.1 Seletividade

Segundo a RDC n° 166/2017, a seletividade do método deve ser
demonstrada por meio da capacidade de identificagdo ou quantificacdo do analito de
interesse, de forma evidente, na presenga de componentes que podem estar
presentes na amostra, como impurezas, diluentes e componentes da matriz
(ANVISA, 2017). A Figura 9, demonstra os cromatogramas apresentados pelas NV,
onde o pico atribuido ao resveratrol aparece em 4 minutos na NV-R, estando
ausente no cromatograma da NV-B, ndo sendo detectada a presenca de
interferentes. Sendo assim, o método analitico apresentou-se seletivo para a analise
do resveratrol nas NV, estando de acordo com as normas exigidas pelos érgaos

reguladores.
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Figura 9. Cromatograma das NV-R na concentragdo de 10ug/mL (amostra) e das
NV-B (branco).
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Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

5.3.2 Linearidade e limites de detecgao e quantificagao

A RDC n° 166/2017 descreve a linearidade de um método como a capacidade
de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentragdo de um
analito em uma amostra (ANVISA, 2017). Com isso, para esta analise foram
preparadas trés curvas de concentracao do resveratrol em funcdo da area do pico
obtida por CLAE, utilizando uma solugdo padrao de resveratrol em acetonitrila,
posteriormente diluida de modo a obter diferentes concentragbées (2,5; 5,0; 7,5; 10,0;
12,5; 15,0 e 17,5 ym/mL). A regresséo linear da curva média de concentragao de
RES e suas respectivas areas resultou na equagdo da reta y= 68694x - 35489
(Figura 10), apresentando coeficiente de correlagao (r) de 0,9993, o qual atende a
exigéncia da RDC n° 166, que determina que o valor de r seja superior a 0,990,

demonstrando a linearidade do método entre as concentragdes de 2,5 a 17,5 pg/mL.
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Figura 10. Curva padréo para obtenc¢ao da equagéao da reta
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Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

Os dados da regressao linear foram avaliados por analise de variancia
(ANOVA) (Tabela 9), segundo a qual a regressao linear mostrou-se significativa (P <
0,05) e o desvio da linearidade mostrou-se nao significativo, atendendo as

exigéncias nacionais para validagdo de método analitico.

Tabela 9. ANOVA das areas absolutas determinadas para a obtengdao da curva
padrao do RES através de CLAE

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado Estatistica F Valor de
variagao liberdade quadrados médio P

Tratamento 2479190713897 6 413198452316 (6, 12)=351,4 P<0,0001
Residuo 14111532984 12 1175961082

Total 2493302246881

Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

Os limites de deteccao (LD) e quantificagao (LQ) foram calculados a partir das
equagdes descritas no item 4.3.5, sendo obtidos os valores de 0,42 uyg/mL e de 1,27

Mg/mL para LD e LQ, respectivamente.

5.3.3 Precisao Intermediaria, repetibilidade e exatidao

No ensaio de repetibilidade foram avaliadas 6 amostras de NV-R na mesma
concentragao (10 ug/mL) por CLAE, em um unico dia. Ja na precisao intermediaria

foram analisadas 6 amostras de NV-R, por dois dias, de forma que obteve-se uma
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precisdo inter-dia entre as analises. Os resultados obtidos, demonstram que a
precisao foi confirmada pela proximidade dos valores (Tabela 10), de modo que o
método mostrou-se preciso e com repetibilidade adequada, uma vez que os valores
de DPR foram menores que 5% como previamente estabelecido pela ANVISA
(Brasil, 2017).

Tabela 10. Valores de precisao para ensaio de repetibilidade (intra-dia) e de preciséo
intermediaria (inter-dia) para a quantificacdo de RES nas nanoparticulas lipidicas por
CLAE (os valores representam a média + desvio padrao). Nao houve diferenga

significativa entre os valores obtidos entre os diferentes dias.

Concentragao (png/mL) Teor (%) Meédia (%) x DP (intra-dia)

9,20 92,09 99,58 + 4,92
9,89 98,90
10,46 104,64
Dia 1
9,49 94,96
10,10 101,03
10,58 105,87
9,98 99,81 97,52 £ 2,32
9,27 92,74
9,91 99,18
Dia 2
9,76 97,67
9,71 97,11
Média (%) * DP (inter-dia) 98,55 + 3,98

Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

De acordo com o ICH (2023) a exatidao pode ser inferida quando a precisao,

seletividade e linearidade sdo estabelecidas. A RDC n°® 166/2017 descreve a
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exatiddo como estabelecida por meio do grau de concordancia entre os resultados
individuais do método em relagdo aos valores aceitos como verdadeiros (Brasil,
2017). Sendo assim, ao considerarmos os parametros descritos, temos que o
método é exato para a quantificagdo de RES nas NV, considerando os valores
obtidos pela precisdo (n= 12) os valores reais apresentaram-se entre 92,10% e

105,88%, ou seja, préximos a 100%.

5.4 Avaliagao da permeacao in vitro das nanoparticulas

A avaliacdo da permeacao cutanea € uma analise importante para verificar a
capacidade de penetracado de ativos presente nas formulagées cosméticas (Pulsoni
et al., 2022). Neste estudo, o ensaio de permeacao foi precedido pela avaliacdo da
condicdo sink. Para isso foi preparada uma curva analitica utilizando o meio de
permeacgao etanol:agua (30:70), a qual resultou na equagao da reta y= 0,0659x +
0,017 (r > 0,9999) quando empregada regressao linear (Figura 11). A curva foi
utilizada para quantificar o RES na avaliagdo da condi¢cdo sink e no ensaio de
permeacao. Como resultado, a concentracdo de saturacdo de resveratrol no meio
etanol:agua (30:70) foi de 4,49 mg/mL.

Considerando as condi¢gdes experimentais do ensaio de permeagao -
quantidade de resveratrol presente no compartimento doador da célula de Franz
(0,066 mg) e volume de meio no compartimento receptor (6 mL) - a concentragao
maxima tedrica que poderia ser alcangada em um aliquota do ensaio de permeacgao
seria de 0,066 mg/mL (68 vezes menor que a concentragdao de saturacado), o que
garante com elevada margem de seguranga a manutengéo da condig&o sink durante
todo o ensaio. Como visto anteriormente, a ANVISA (2018) determina para a
manutencido desta condicdo € necessario no minimo trés vezes o volume de meio
de dissolugcédo necessario para obter uma solugédo saturada do ativo, ou seja, o ativo
deve estar em concentragao trés vezes menor, pelo menos, que sua concentracao
de saturacdo no meio. Dessa forma pode-se afirmar que o meio de liberacéo
escolhido para o ensaio é adequado para a avaliagao da permeacgao cutanea in vitro

do resveratrol.
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Figura 11. Curva padrao utilizando o meio de permeagao para obtengédo da equagéao
da reta.
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Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

Considerando o objetivo de produzir uma nanoparticula vegana, os ensaios
para caracteriza-la deveriam seguir as especificacdes das instituicbes certificadoras
de produtos veganos. Assim, ndo sendo possivel utilizar insumos provenientes de
origem animal para a avaliacdo da permeacgéao das NV, foi eleita uma membrana de
acetato de celulose que, embora ndo seja uma membrana biologica, apresenta
caracteristicas semelhantes em relagao a resisténcia a permeabilidade (Kirk, 2022).
Por outro ponto de vista, Haq e colaboradores (2018) avaliaram a pele humana em
relagdo a membranas sintéticas (Strat-M™ e acetato de celulose) utilizando
diferentes farmacos e demonstraram que a limitagdo do acetato de celulose é o
tamanho de seus poros em comparacao a pele, os quais podem indicar uma maior

permeabilidade em relacdo a membranas naturais.

No presente estudo, o perfil de permeagao baseado no fluxo de RES através
da membrana (Figura 12), demonstra que NV-R apresentaram menor fluxo de
permeacao em relagdo ao ativo livre, apresentando uma diferenca significativa (P <
0,0001). Este resultado deve ser observado conjuntamente com a concentragéo de
ativo recuperada na membrana ou quantificada no meio de permeacéao (Figura 13),
Os resultados sao coerentes com os apresentados na Figura 12, uma vez que
evidenciam menor concentracdo permeada do ativo oriundo das nanoparticulas
(P.NR-V) em relagédo ao ativo livre (P.RES). O menor fluxo de permeagao e menor
quantidade permeada podem ser devido a retencdo do ativo no interior das

nanoparticulas, corroborando com os resultados de eficiéncia de encapsulagao (item
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5.2, Tabela 8) que demonstraram que praticamente a totalidade do RES encontra-se

associado a nanoestrutura.

Figura 12. Representagéao grafica do perfil de permeagao de resveratrol livre (RES)

e proveniente das nanoparticulas (NV-R).
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Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

Soldati e colaboradores (2018) demonstraram que nanoparticulas lipidicas
sélidas foram capazes de aumentar a concentracdo de RES retida na pele, em
relagdo ao ativo livre. O estudo referenciado utilizou pele humana para avaliagao,
entretanto, corrobora com o resultado obtido no presente estudo, visto que o RES
livre foi encontrado em maior quantidade no meio receptor da célula de Franz,

enquanto a NV-R estava em menor concentragéo.
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Figura 13. Concentragdo (mg/mL) de RES livre e proveniente de NV-R recuperada
na membrana (M); ou permeada/quantificada no meio de permeacédo (P). (*)

diferenca significativa entre P.RES em relacdo a P.NV-R.
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Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024.

5.5 Avaliacao da Atividade Antioxidante in vitro das Nanoparticulas Lipidicas

Veganas contendo Resveratrol

O método de TBARS foi utilizado para a avaliagdo da atividade antioxidante
de RES contido nas NV. Esta técnica in vitro tem como finalidade detectar o produto
da peroxidacgao lipidica MDA. A reagao de formagao de MDA ocorre em meio acido
sob aquecimento, formando um complexo de coloragdo rosada com absorbancia
entre 532 e 535 nm (Libardoni, 2017). Nesse estudo os lipossomas, vesiculas
lipidicas com fases hidrofilicas e hidrofébicas, foram utilizados como substrato de
lipoperoxidacdo, devido a semelhanga das vesiculas lipossomais com as
membranas celulares (Neves, 2021). O substrato foi preparado pelo método de
injecdo de etanol descrito por Fessi e colaboradores (2010), obtendo uma

suspensao nanomeétrica (166 nm) com baixa polidispersédo (Span 0,8) (Figura 14).
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Figura 14. Distribuicdo granulométrica baseada no volume de particulas para

lipossoma.
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Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

O processo de peroxidagao lipidica € um processo natural do organismo
levando a ativagao dos antioxidantes enddgenos, que podem ser enzimaticos, como
a superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, ou n&o enzimaticos,
formando o sistema de defesa do organismo. Quando ndo sao suficientes para a
protecdo a peroxidacdo, sdo necessarios os representantes exogenos, que podem
ser sintéticos ou naturais (Jadon et al., 2017). A fim de mimetizar esta ocorréncia, os
lipossomas no ensaio in vitro sofrem oxidacdo a partir da adigdao FeSO, e acido
ascorbico, sob aquecimento; Fe?* oxida-se em Fe** e reage com ascorbato formando
o produto de oxidagao, ascorbil, radical livre que inicia o processo de oxidagao do

lipossoma produzindo o MDA.

A fim de avaliar a concentracdo de MDA produzida pelas amostras no ensaio,
uma curva analitica de MDA (expressa em nmol/mL) foi preparada, resultando na

equacao de reta (y = 0,3996 x - 0,0006; r > 0,99) apresentada na Figura 15.

Figura 15. Curva padréo de MDA para obtenc&o da equagéo da reta
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A atividade antioxidante das nanoparticulas lipidicas veganas foi avaliada a
partir da concentragdo de MDA formada em cada amostra onde administrou-se
diferentes concentragdes de resveratrol (70, 140, 210 e 290 uM). Para a avaliagcao
das nanoparticulas foi necessario a preparagcdo de um controle sem reacao, de
modo a considerar a absorbancia relativa ao espalhamento de luz ocasionado pela
presenca de particulas nanométricas (Otanicar, 2016) e descontando esse valor da
absorbancia relativa a concentracdo de MDA encontrada na amostra. Uma
substancia com reconhecida atividade antioxidante (butilhidroxitolueno - BHT) foi
utilizada como controle para o teste. Assim, pode-se observar na representacao
grafica (Figura 16) que em todas as concentragbes testadas o RES apresentou
atividade, entretanto comparando as nanoparticulas com o ativo livre, percebe-se

diferengas de resposta.
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Figura 16. Atividade antioxidante (AA%) das nanoparticulas lipidicas contendo
(NV-R) ou ndo (NV-B) resveratrol em relagdo ao ativo livre (RES), em diferentes
concentragdes, utilizando antioxidante padréao BHT: (A) AA% nos diferentes grupos a
70 uM de RES; (B) AA% nos diferentes grupos a 140 uM de RES; (C) AA% nos
diferentes grupos a 210 uM de RES; (D) AA% nos diferentes grupos a 290 yM de
RES. (*) Diferenca significativa da atividade antioxidante de NV-R em relagédo a RES.

(#) Diferenca significativa da atividade antioxidante das NV-B em relagao as NV-R.
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Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

As NV-R nas menores concentragdes testadas (70 e 140 uM) demonstraram
maior atividade em relagdo ao RES livre, sendo estatisticamente significante, assim
como quando comparada com nanoparticulas sem a presenga do ativo (brancas,
NV-B). Destaca-se que potencial antioxidante demonstrado na nanoparticula branca,
pode estar relacionado aos componentes da formulagdo. Ayala e colaboradores
(2022) descrevem sobre a presenca de carotendides no 6leo de buriti, 0 que indica
uma possivel atividade. Além disso, alguns estudos relatam a presenga de
constituintes (polifendis) na manteiga de cupuagu que possam ser responsaveis por

esta atividade (Becker et al., 2023; Marronato et al., 2016).
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Observando os resultados obtidos para a atividade antioxidante na
concentragao de 210 uM, NV-R e RES nao demonstram diferenca significativa entre
si, 0 que € demonstrado apenas para NV-R em relagdo a NV-B. Ja na concentragao
mais alta (290 uM) é possivel observar diferenga significativa em relagdo as NV-B e
o RES. Uma hipétese para esta ocorréncia € que em concentracdes mais elevadas
os lipidios formadores das nanoparticulas possam tornar-se substrato de oxidacao.
Em uma representagado grafica adicional (Figura 17) demonstra-se uma ampla
comparagao dos resultados obtidos entre os diferentes grupos e diferentes
concentragbes testadas Quando comparadas neste modo abrangente, n&do se

observou diferenca significativa entre os grupos.

Figura 17. Atividade antioxidante (%) das particulas nanoestruturadas lipidicas
contendo ou nao resveratrol (NV-R e NV-B, respectivamente) em diferentes
concentragbes utilizando uma solugcdo de resveratrol livre (RES) e BHT como
antioxidantes padrdo. Nao houve diferenga significativa entre as diferentes

concentracdes utilizadas para o teste.
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Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024

Estudos anteriores demonstram que as caracteristicas antioxidantes do
resveratrol podem ser potencializadas quando encapsulado por carreadores
nanoestruturados. Huang e colaboradores (2017) desenvolveram uma suspensao de
nanoparticulas poliméricas de zeina-pectina a fim facilitar a aplicacao de resveratrol
em alimentos e produtos farmacéuticos. Assim, os autores demonstraram pelos
método de ABTS e DPPH que em ambos ensaios o resveratrol teve seu potencial

antioxidante significativamente aumentado. Os dados corroboram com os resultados
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obtidos nas concentragdes de 70 e 140 uM do presente estudo. De modo diferente,
Pauluk e colaboradores (2019) descrevem que a velocidade de liberagao (liberagao
controlada) do resveratrol encapsulado em sistemas nanométricos pode contribuir
para uma baixa atividade antioxidante, o que aparece como uma tendéncia nos

resultados obtidos nas concentracdes de 210 e 290 uM do presente estudo.

5.6 Preparacao da formulagdao semissoélida para veiculagao de nanoparticulas

lipidicas vegana contendo resveratrol

Suspensdes de nanoparticulas lipidicas, de um modo geral, apresentam
viscosidade semelhante a da agua. Assim, quando planeja-se a aplicagdo cutanea
destes sistemas, a preparacdo de formulacbes semissodlidas com adequado
sensorial pode ser uma estratégia interessante para veicular adequadamente as
nanoparticulas. Neste trabalho, a forma cosmética escolhida para veiculagdo das
nanoparticulas veganas foi o gel, dado o seu sensorial agradavel, pouca

oleosidade, sendo uma formulagao apreciada para o uso diario (Shirata, 2016).

Dentre os diferentes polimeros formadores de gel, escolhemos os de carater
anibnico ou nao-ibnico, evitando qualquer possivel interagdo com as cargas
superficiais das nanoparticulas, observando ainda sua adequabilidade para
utilizagdo em formulagbes veganas. Assim, foram eleitos para esta proposta o
Aristoflex® AVC (co-polimero do acido sulfénico acriloildimetiltaurato e
vinilpirrolidona neutralizado) e o Natrosol® (hidroxietilcelulose). Com a utilizagdo de
Aristoflex® nas diferentes concentragdes (1%; 1,5% e 2%) foram obtidas
formulagbes semissdlidas com presenga excessiva de grumos (Figura 18),
independente da concentragdo de polimero ou do método de preparacéao utilizado,
nao permitindo a obtengdo de um gel fluido e limpido como o desejado. Assim, 0s

géis de Aristoflex® foram desconsiderados para a continuidade do estudo.
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Figura 18. Formulagbes utilizando o polimero Aristoflex®: (A) Gel preparado a frio,
na concentracdo de 2% contendo NV-B (nanoparticulas sem ativo); (B) Gel

preparado a quente, na concentragéo de 2% contendo RES livre.

Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024.

Em relacao as formulagdes de Natrosol® preparadas por diferentes métodos
(quente e refrigeragao), todas as concentragbes avaliadas (1%; 1,5%; 2% e 2,5%)
formaram géis satisfatorios do ponto de vista macroscopico, sem a formagao de
grumos. Baseada na aparéncia visual e sensorial dos géis, a formulagédo preparada
com 2% de polimero foi escolhida para a veiculacdo do resveratrol e das

nanoparticulas (Figura 19).
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Figura 19. Géis de Natrosol® (2%) eleitos para a veiculacdo de resveratrol e
nanoparticulas lipidicas veganas contendo ou ndo o ativo. (F) formulagbes

preparadas por refrigeracéao (Q) formulag¢des preparadas por aquecimento

Gel Neutro Gel Resveratrol

Gel contendo NV-B Gel contendo NV-R

Fonte: Desenvolvida pelo préprio autor, 2024.

A avaliagdo da reologia € um parametro importante para o desenvolvimento
de produtos cosméticos, sendo um dos fatores de escolha para a formulagao
semissolida de nanoparticulas lipidicas veganas. A viscosidade pode classificar um
produto como um fluido newtoniano, onde a viscosidade € independente do
cisalhamento, ou nao-newtonianos com viscosidade dependente do cisalhamento
(Hosen et al., 2024). Para a avaliagdo da viscosidade dos géis selecionados, os
grupos foram separados de acordo com o método de preparagao a frio ou a quente,
obtendo-se dois grupos (F ou Q) com quatro formulagdes de géis: gel base (neutro,
GN), contendo resveratrol (GR), contendo NV-B (GNVB) e contendo NV-R (GNVR).
Desta forma, estas formulagdes foram submetidas a avaliacdo da viscosidade em
viscosimetro rotacional. As Figuras 20 e 21 apresentam as curvas de fluxo e de

viscosidade para os diferentes géis preparados neste estudo.
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Figura 20. Curvas de fluxo (tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento)

referentes a série de formulacdes semissolidas.
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Figura 21. Curvas de viscosidade (viscosidade versus taxa de cisalhamento)

referentes a série de formulacdes semissolidas.
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Os resultados demonstram o comportamento nao-newtoniano pseudoplastico,
pois houve diminuicdo da viscosidade em fungcdo do aumento da taxa de
cisalhamento aplicada. Os géis preparados por refrigeracdo apresentaram
caracteristicas reopéxicas, sendo eles GN-F, GR-F e GNVB-F, entretanto o GNVR-F
apresentou caracteristicas tixotropicas, assim como o0s geéis preparados por
aquecimento (GN-Q; GR-Q; GNVB-Q e GNVR-Q).

A tixotropia apresentada por fluidos como os géis caracteriza-se pela
capacidade de reorganizagdo da estrutura quando a substéncia é deixada em
repouso por um extenso periodo de tempo. Em fluidos ndo-newtonianos, a curva de
fluxo plotada em um processo consecutivo de aumento e redugao uniforme da taxa
de cisalhamento (curvas de subida e descida) apresenta uma tendéncia super-posta,
de tal forma que no topo elas se comportam como se estivéssemos vendo uma sé
curva, o que € caracteristico de estrutura em rede tri-dimensional dos géis. Nesta
estrutura as ligacdes entre as particulas (ponte de hidrogénio ou ligagées ibnicas)
sao relativamente fracas, rompendo-se, fazendo com que a disperséo seja subjetiva
ao cisalhamento sobre um periodo de tempo extenso. Desta forma, quando a rede é
desestruturada, a viscosidade cai com o tempo de cisalhamento, até que ela
assintoticamente alcance o menor nivel possivel para uma dada taxa de

cisalhamento constante (Santos, 2020; Silva et al., 2019).

J& o comportamento de fluxo reopéxico (também conhecido como
antitixotrépico) é caracterizado por um aumento de viscosidade relacionado com a
duracdo do cisalhamento. Isto também pode ser visto no sentido da curva de
histerese, isto é, quando a curva de subida € posicionada em relagdo a curva de
descida. Fluidos reopéxicos apresentam um sentido anti-horario: a curva de descida
volta acima da curva de subida. A tixotropia € um comportamento muito comum para
muitos liquidos, entretanto um comportamento de fluxo realmente reopéxico é muito

raro de ser encontrado (Santos, 2020; Su et al., 2017).

Shrotriya e colaboradores (2017) avaliaram a viscosidade de um gel-base de
Carbopol contendo NLS de resveratrol, demonstrando que a viscosidade do gel
aumentou com a incorporagcao de NLS, o que foi atribuido a formacédo de uma rede

coloidal que se alinha na direcdo do cisalhamento. O aumento da viscosidade pela
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insercdo de um nanocarreador também ocorreu no presente trabalho. J& com a
utilizacdo de Natrosol®, Benyounes e colaboradores (2018) avaliaram diferentes
solugdes contendo o polimero, ndo obtendo caracteristicas tixotropicas em todas as
amostras, fato que ocorreu no presente trabalho com o géis de Natrosol® preparado
a frio (exceto GNVR-F). Celebi e colaboradores (2015) avaliaram a viscosidade de
formulacbes de terbinafina em Natrosol® e o0s hidrogéis demonstraram
comportamento pseudoplastico, relacionado a uma diminui¢do na viscosidade com o
aumento da taxa de cisalhamento. A hidroxietilcelulose (Natrosol®) possui
caracteristicas de sistemas nao-newtonianos viscoelasticos e tal comportamento
pode ser atribuido a propriedade do polimero ser um doador de viscosidade (Costa
et al., 2021).

A modelagem matematica das curvas de fluxo obtidas foram avaliados poelo
modelos de Bingham, Casson e Ostwald (Lei da Poténcia). Na Tabela 11, séo
apresentados os indices de confianca expressos pelos modelos referentes as

amostras de gel avaliadas

Tabela 11. indices de confianca obtidos para os modelos matematicos

caracteristicos de comportamentos ndo-newtonianos.

Formulagao Bingham Casson Lei das Poténcias
GN-F 74,9 88,3 76,2
GN-Q 94,8 98,4 94 .4
GR-F 77,3 89,3 78,4
GR-Q 95,0 98,4 98,3
GNVB-F 76,8 89,1 77,9
GNVB-Q 94,6 98,3 98,2
GNVR-F 94,8 98,2 98,2
GNVR-Q 94,7 98,4 98,3

Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024.
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Observando os dados da tabela, pode-se selecionar o modelo de Casson
como aquele que melhor descreve as curvas de fluxo dos géis avaliados neste

estudo.

Os géis também foram avaliados em termos de distribuicdo granulométrica,
pretendendo-se com esta analise detectar na rede tridimensional do gel a presenca
das nanoparticulas. A Figura 21, apresenta as distribui¢des granulométricas dos géis
neutros (GN-F e GN-Q) que demonstram a predominancia de particulas
micrométricas de didmetro médio 120 uM e 106 uM respectivamente. Ja na Figura
22, pode-se observar que ao ser adicionado resveratrol livre, a formulagao apresenta
alteracao na distribuicdo granulométrica quando utilizado o método por refrigeragao,
obtendo uma aparéncia bimodal (dois picos), com alteragdo no didmetro médio da
formulacédo de 120 pM (GN-F) para 14 uM (gel contendo RES) e de 106 uM (GN-Q)
para 120 yM (gel contendo RES).

Figura 21. Distribuicdo granulométrica das formulagdes semissolidas neutras

preparadas por resfriamento e aquecimento.
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Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024.

Figura 22. Distribuicdo granulométrica das formulacbes semissolidas contendo
resveratrol livre preparadas por resfriamento e aquecimento.
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As figuras 23 e 24 demonstram a distribuigdo granulométrica das formulagdes
semissolidas contendo NV-B e NV-R por ambos os métodos de preparacdo. Ao
observarmos o gel preparado pelo método de refrigeracdo, ndo foram detectados
picos em escala nanométrica, apesar de demonstrar reducdo consideravel no
tamanho, de 120 uM (gel neutro) para 48,5 uM (gel contendo NVB) e de 106 pM (gel
neutro) para 1.236 pM (gel contendo NVR). O gel preparado por aquecimento,
demonstrou picos nanométricos de didmetro médio entre 219 nm (GNVB-Q) e 208
nm (GNVR-Q), sendo que o pico micrométrico presente pode estar atribuido a
presenca da hidroxietilcelulose para a formac&o do gel-base (Lucca et al., 2018). E
possivel considerar que a formulacdo por preparacdo em aquecimento resultou em
melhor homogeneizagdo com a suspensdo de nanoparticulas, o que pode ser
observado na comparagao da distribuicdo granulométrica por volume e por numero

de particulas.

Figura 23. Distribuicado granulométrica dos gel-base veiculado com nanoparticulas
lipidicas branca pelo método de refrigeracao (A) distribuicdo por volume do GNVB-F
(B) distribuicdo por numero do GNVB-F (C) distribuicdo por volume do GNVR-F (D)
distribuicao por numero do GNVR-F.
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82

Figura 24. Distribuicdo granulométrica dos gel-base veiculado com nanoparticulas
lipidicas branca pelo método de aquecimento (A) distribuicdo por volume do
GNVB-Q (B) distribuicdo por numero do GNVB-Q (C) distribuicdo por volume do
GNVR-Q (D) distribuigdo por nimero do GNVR-Q.

GNVB-Q

Particle Size Distribution Particle Size Distribution

/

.01 0.1 1 10 100 1000 .01 0.1 1 10 100 1000
Particle Size {um) Particle Size (pm)

Valume (%)
Number (%)

= e - )

Particle Size Distribution Particle Size Distribution

Volume (%)
e L L - e -]

7

1 10 100 1000 01 0.1 1 10 100 1000
Particle Size (um) Particle Size (um)

o=
=1
=
=]
=
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O pH das formulacbes foi avaliado considerando a importancia desta
caracteristica para aplicacdo topica, sendo que o valor ideal esta entre 4,0 e 6,5
(Mansur, 2020). Os géis preparados exibiram valores entre 5,78 e 7,34, ou seja,

dentro da faixa de neutralidade, como demonstrado na Tabela 12.

Tabela 12. Valores de pH das formulagdes semissdlidas + o desvio padréo.

Amostra pH = DP
GN-F 6,16 + 0,08
GN-Q 6,52 + 0,04
GR-F 7,34 £0,12
GR-Q 7,23 £ 0,02

GNVB-F 5,78 £ 0,03

GNVB-Q 6,27 £ 0,02

GNVR-F 7,18 £0,10
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GNVR-Q 6,93 + 0,02

Fonte: Desenvolvido pelo préprio autor, 2024.

O resveratrol € um antioxidante que possui caracteristicas conhecidas, sendo
degradado quando exposto a luz, ou seja fotossensivel (Plachta, 2024). No decorrer
do estudo de reologia observou-se uma alteragao na coloragéo do resveratrol, o qual
foi mantido em um béquer transparente por 15 dias, sugerindo que ocorreu uma
oxidagao do ativo, devido a luz natural a qual foi submetido durante o experimento.
Na Figura 25, pode-se observar as formulagdes contendo resveratrol livre no dia de
seu preparo (a € b) e no décimo quinto dia de experimento (c), ao lado do gel
contendo nanoparticulas lipidicas veganas contendo resveratrol (d). Esta
observacado levanta a hipotese que quando o ativo encontra-se carreado nas
nanoparticulas encontra-se protegido da oxidagdo. Sharkawy e colaboradores
(2020) avaliaram a fotoestabilidade do resveratrol, demonstrando que o ativo é
facilmente degradado, mas quando protegido por um carreador mantém-se estavel.
Em nosso estudo, faz-se necessario ainda a comprovagao da protecdo a
fotossensibilidade, através de ensaio de fotodegradacdo e avaliagdo do teor de
resveratrol presente no gel. Entretanto as caracteristicas macroscépicas, como a

alteracao na coloracéo, fortalece a hipétese de protecao pelas NV.

Figura 25. Formulagbes de gel-base veiculado com resveratrol livre (A) formulagao
de gel com resveratrol preparado por refrigeracdo, dia 0; (B) formulagdo de gel de
resveratrol preparado por aquecimento, dia 0; (C) formulagdo de gel de resveratrol

preparado por refrigeracado apés 15 dias; (D) formulacdo de GNVR-F apdés 15 dias.

Fonte: Desenvolvido pelo proprio autor, 2024.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Ao final do desenvolvimento do trabalho, da analise dos resultados obtidos
por meio dos ensaios propostos e, considerando os objetivos do estudo, € possivel

obter algumas conclusées:

e Os estudos pré-formulacdo foram determinantes para a escolha das
mateérias-primas, sendo possivel observar a compatibilidade dos
componentes da formulacao e as concentragdes ideais para a utilizagao;

e O desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas veganas pelo método
adaptado de fusao/resfriamento mostrou que esta pode ser uma técnica
promissora, contudo necessita de otimizagdo de seus parametros para ser
considerada viavel. Por outro lado, o método de fusdo-difusdo mostrou-se
viavel para obtencdo de suspensdes de nanoparticulas lipidicas veganas,
utilizando matérias-primas de origem natural;

e A caracterizagao fisico-quimica das nanoparticulas preparadas pelo método
eleito apresentou resultados dentro do desejado para a aplicagéo pretendida,
tais como tamanho nanométrico, carga superficial alta (em mddulo) e pH
compativel com aplicagdo cutdnea, mantendo as caracteristicas de um
produto vegano e portanto apresentando-se como uma particula inovadora;

e As nanoparticulas veganas contendo resveratrol apresentam atividade
antioxidante superior ou igual, a depender da concentragdo testada, em
relacdo ao ativo livre, demonstrando potencial para serem utilizadas na
prevengao dos sinais do envelhecimento;

e Em relacdo a permeacao cutanea, houve menor fluxo de permeagao € menor
quantidade permeada de ativo livre em relacdo ao ativo oriundo das
nanoparticulas, inferindo-se uma retenc¢ao do ativo no interior dos carreadores
e, em uma futura aplicagdo biolégica, um possivel efeito de liberagao
controlada na pele.

e As formulagdes semissolidas planejadas para a veiculagdo de nanoparticulas
lipidicas veganas foram adequadamente preparadas utilizando um derivado
celulésico permitido para produtos veganos. Dentre os dois métodos testados

para a preparacdo, a técnica que empregou aquecimento resultou em géis
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com caracteristicas tixotropicas, o que é desejado para aplicagdo por via

topica.

A partir dos resultados obtidos, tem-se como perspectiva futura a
continuidade dos experimentos visando a realizacdo de ensaios de permeacao
cutanea utilizando modelos alternativos ao uso de animais. Além disso, pretende-se
realizar novos ensaios antioxidantes utilizando diferentes métodos com finalidade de
comparagao com os dados obtidos pelo TBARS. Também planeja-se a avaliagdo da
morfologia das nanoparticulas por microscopia de forca atémica e alguns estudos
descritos na regulamentacdo da ANVISA para cosméticos, utilizando diferentes

formas semissolidas para veicular as nanoparticulas.
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