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RESUMO GERAL

OLIVEIRA, F.F. Sistemas nanoestruturados contendo o 6leo da polpa e da améndoa da bocaiuva
(Acrocomia aculeata) (Jacq.) Lodd. xx Mart.): Preparacéo e Caracterizacdo fisico-quimica. 2016.
119F. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo
Paulo, 2015. O fruto da bocaiuva pertence a familia Palmae, espécie Acrocomia aculeata (Jacq.)
Lodd.Ex Martius abundante e nativa no Estado do Mato Grosso do Sul, Para, Sdo Paulo e Minas
Gerais. O 0leo da polpa da fruta constitui de alto teor de acidos graxos insaturados, com uma
predominancia de &cido oleico, chegando a 60% de sua composi¢do e o 6leo da améndoa da
bocailva apresenta além do oleico, aproximadamente 40% o &cido laurico (13%) e é&cido
palmitico (12,6%). O 6leo da polpa é rico em fendis totais (2,69 g por 100g de amostra),
carotenoides (55mg eq - caroteno/100g de amostra) e possui alta atividade ORAC (283,93
pmol/g de amostra). Foram obtidos quatro novos sistemas nanoestruturados que estdo
apresentados a seguir com seus respectivos valores de potencial zeta e diametro médio: 1)
carreador lipidico nanoestruturado contendo o 6leo da polpa (-22,4 mV e 192,55 nm); 2)
carreador lipidico nanoestruturado contendo o 6leo da améndoa (-23,95 mV e 227,75 nm); 3)
nanoparticulas poliméricas contendo o 6leo da polpa (-47,5 mV e 127,70 nm) e 4) nanoparticula
polimérica contendo o 6leo da améndoa da bocaitva (-44,74 mV e 131,3 nm). O sistema
nanoestruturado contendo o dleo de polpa de bocaiuva e o sistema contendo triglicérides de &cido
caprico e caprilico apresentaram a primeira concentra¢do nao-citotoxica igual a 0,098% (p/v). O
sistema lipidico nanoestruturado contendo 6leo de polpa de bocailva e os filtros quimicos
octocrileno e avobenzona revelou citotoxicidade maior quando comparado aos sistemas ipidicos
nanoestruturados, isentos de filtros, conforme esperado. Os sistemas carreadores lipidicos
nanoestruturados contendo o 6leo da améndoa e o 6leo da polpa da bocaiuva quando adicionados
na formulagéo base (FPS 14), em concentracdo de 20% p/p, apresentou aumento respectivamente
de 92,8% e 35,7 % no FPS. Tais resultados demonstraram interacdo sinérgica entre a formulacéo
fotoprotetora e o sistema lipidico nanoestruturado contendo o 6leo de améndoa. Dessa maneira,
esse sistema carreador lipidico nanoestruturado, aditivado com os filtros quimicos constitui
inovacdo com aplicacdo industrial. A obtencdo dos sistemas nanoestruturados proposto no
presente projeto permitira o desenvolvimento de uma nova plataforma nanotecnoldgica
farmacéutica e cosmética contendo os 6leos vegetais do fruto da bocailva, de maior seguranca,
eficacia e de elevado valor agregado.

Palavras-chaves: Sistemas nanoestrututrados poliméricos, sistemas nanoestruturados lipidicos,
carreadores lipidicos, 6leo vegetal, 6leo de polpa da bocaiuva, 6leo da améndoa da bocaiuva



ABSTRACT

OLIVERIA, F.F. Sistemas nanoestruturados contendo o 6leo da polpa e da améndoa da bocaiuva
(Acrocomia aculeata) (Jacg.) Lodd. xx Mart.):Preparacéo e Caracterizacdo fisico-quimica. 2016.
119F. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Paulo, 2015 Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Martius, known as bocaiuva is an oleaginous
species of the family Arecaceae, a widely distributed palm in America. Pulp and almond oils
were extracted by cold-pressed method. The oil from the pulp is rich in phenolics (2.69 g per 100
g of sample), carotenoids (beta-carotene 55 mg eq / 100g sample) and has high ORAC activity
(283.93 umol/g of sample). Four new nanostructured systems were obtained which are shown
below with their respective values zeta potential and average diameter: 1) nanostructured lipid
carrier containing the pulp oil (-22.4 mV and 192.55 nm); 2) nanostructured lipid carrier
containing the almond oil (-23.95 mV and 227,75nm); 3) polymeric nanoparticles containing the
pulp oil (-47.5 mV and 127,70nm) and 4) polymeric nanoparticle containing the almond oil (-
44.74 mV and 131.3 nm). The nanostructured system containing the bocaiuva pulp oil and the
system containing oil and capric caprylic triglyceride presented the first non-cytotoxic
concentration equal to 0.098% (w/v). The nanostructured lipid system containing bocaiuva pulp
oil and chemical filters octocrylene and avobenzone showed a higher cytotoxicity when
compared to the nanostructured lipid systems, free of filters. The nanostructured lipid carriers
systems containing bocaiuva almond oil and pulp oil when added to the base formulation (SPF
14), in a concentration of 20% (w/w), increased respectively 92.8% and 35.7% the SPF. These
results demonstrated a synergic interaction between the sunscreen formulation and
nanostructured lipid system containing almond oil. Thus, the lipid carrier system nanostructured,
spiked with the chemical filters is innovation with industrial application. The obtaining
nanostructured systems proposed in the present design will allow the development of a new
pharmaceutical nanotechnology platform and cosmetics containing oils from the fruit of
bocaiuva, increased safety, efficiency and high added value. Thus, bocaiuva pulp and almond oils
present interesting composition, consistent for the use in pharmaceutical and cosmetic topical
products due to its moisturizing, emollient and anti-aging potential properties.
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PREFACIO

O projeto denominado “Sistemas nanoestruturados contendo 6leo da polpa e 6leo da
améndoa de Acrocomia aculeata (Jacq.). Lodd.: preparacéo e caracterizacdo fisico-quimica”, teve
0 objetivo de realizar i) a caracterizacao fisico-quimica do 6leo da polpa e da améndoa extraidos
do fruto da bocailva Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Martius, ii) o desenvolvimento dos
sistemas nanoestruturados poliméricos e carreadores lipidicos nanoestruturados contendo o 6leo
da polpa ou o 6leo da améndoa da bocaitva (Acrocomia aculeata) preparacdo e caracterizacao
fisico-quimica e iii) avaliacdo da atividade antioxidante, atividade fotoprotetora in vitro e
potencial citotdxicoin vitro das formulagdes nanocarreadoras lipidicas contendo 6leo da polpa ou
6leo da améndoa da bocailva Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. Ex Martius, aditivada ou nao de
filtro quimico (octocrileno e avobenzona)

O trabalho experimental foi fragmentado em capitulos. No Capitulo I estdo descritos: 0s
materiais, métodos e os resultados para a caracterizacdo dos 6leos da bocaitva. No Capitulo 11
estdo descritos 0s materiais, métodos e resultados para os sistemas nanoestruturados poliméricos
e carreadores lipidicos nanoestruturados, e no Capitulo 111, estdo descritos os materiais, métodos
e resultados para a atividade a atividade fotoprotetora e o potencial citotdxico do sistema
carreador lipidico nanoestruturado contendo 6leo da polpa ou o 6leo da améndoa da bocailva
Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. Ex Martius, aditivada ou ndo de filtro quimico (octocrileno e

avobenzona).



CAPITULO |

18

OLEO DA POLPA E OLEO DA AMENDOA DA BOCAIUVA(Acrocomiaaculeata):
CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA, AVALIACAO DO POTENCIAL
ANTIOXIDANTE E ACAO FOTOPROTETORA
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RESUMO

Abocailva, também conhecida como macalva, macauba ou bocaja, cujo nome cientifico é
Acrocomiaaculeata(Jacg.) Lodd.ExMartius, faz parte da familia Arecaceae. Eumapalmeiraamplamente
distribuida no continente americano eno Brasil. O 6leo da polpa da fruta éconstituido de alto teor de
acidos graxos insaturados, com predominancia de &cido oleico, (~ 78%). Os valores aproximados do
indice de acidez expresso em acido oléico (IA), indice de iodo (i) e refragdo (1) foram respectivamente
de 2,46 + 0,08, 73,25 + 0,10 e 1,463 + 0,04.0 ¢6leo da polpa ainda apresentou um grande potencial
antioxidante com ICsode 23,89 pg.ml?, fendlicos totais de 2,69 + 0,07 g/100g de amostra e alta
atividade pelo método ORAC de 55,98+ 1,50 umol/g de amostra.O 6leo da améndoaé rico em acido
linoléico (~60%) e oleico (~23%) e os valores aproximados do (IA), (Ii) e (1) foram de 1,180 + 0,04,
29,50 £ 0,12 e 1,456 + 0,04respectivamente. O 6leo da polpa também apresentou acdo fotoprotetora
(FPS 4) e em formulacdo base com FPS 7, ao adicionar o 6leo da polpa obteve-se um aumento da
fotoprotecdo (FPS 17). O Brasil é o pais com a maior biodiversidade abrangendo mais de 20% do
numero total de espécies do planeta e estima-se que as populacdes indigenas brasileiras dominem a
aplicacdo medicinal de 1300 plantas da nossa flora. Porém, essa grande disponibilidade de espécies
ainda se mantém em estado latente como fonte para a producdo de insumos com aplicabilidade no setor
farmacéutico e cosmético. O renovado interesse mundial por produtos cosméticos e outros produtos
derivados da biodiversidade, estimula o investimento de paises industrializados em bioprospeccéo. Para
0 Brasil, esse estimulo se apresenta comooportunidade econémica e excelente mecanismo para a
inducdo de politicas puablicas, no ambito social, com capacidade de promover a inclusdo de
comunidades agrarias na cadeia produtiva do pais. Desta forma, a primeira etapa do projeto teve como
objetivo a caracterizacdo dos 6leos da espécie Acrocomia acuelata, com a finalidade de aplicacdo em
produtos farmacéuticos e cosméticos, respeitando a biodiversidade brasileira por meio de autorizacao
do 6érgdo que rege o patriménio genético (Cgen), bem como, no compartilhamento do conhecimento
cientifico adquirido com as cooperativas extrativistas responsaveis pelo fornecimento dos éleos em
estudo.A composicdo dos 6leos demonstra seu elevado potencial para a aplicagdo em produtos tdpicos
farmacéuticos e cosméticos, com finalidade de hidratagdo, emoliéncia e a¢éo antienvelhecimento.

Palavras-chaves: 6leo da polpa da bocailva; 6leo da améndoa dabocaitva; perfil acido graxos;
atividade antioxidante; fotoprotecé&o.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Descri¢do morfoldgica do fruto da macauba: o ouro do cerrado

A bocailva, também conhecida como macalva, macauba ou bocaja,cujo nome cientifico é
Acrocomiaaculeata(Jacg.) LoddEx Martius, faz parte da familia Arecaceae, como o buriti, acuri e
tucum. Eumapalmeiraamplamente distribuida no continente americano, incluindo México, Antilhas,
Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai (SOARES et al., 2011; SANTOS & FERNANDES, 2012;
HENDERSON, GALEANO & BERNAL, 1995). No Brasil, a area de ocorréncia estende-se pelos
Estados de S&o Paulo e Rio de Janeiro, passando por Minas Gerais e por todo o centro-oeste, nordeste e
norte do Brasil.

O termo, que vem dotupima'kai'ba(pela juncdo debacabamaisyuba, que significa "coco
amarelo™),é visto em variostopénimosno Brasil, entre os quais 0s municipiosdeMacaiba(Rio Grande do
Norte),Bocaitiva(MinasGerais e Parand).A grande producdo de frutos e o consumo destes por varias
espécies de animais como as araras, cutias, capivaras, antas, emas, facilita a sua disseminacdo
(LORENZI, 1992).

Esta palmeira arborescente de mais de 16 metros de altura, pode alcancar aos imponentes 25
metros. Suas folhas possuem de 4 a 5 metros.Encontrada com muita facilidade no centro-oeste do pais,
principalmente no perimetro urbano e rural do Cerrado e Pantanal (MOTTA et al, 2002; SCARIOT,
LLERAS & HAY, 1991 e 1995).A floracdo ocorre nos meses de abril a junho e os frutos amadurecem
entre novembro e janeiro, e cada cacho pode apresentar de 40 a 60 sementes.

Inimeras pesquisas sugerem a utilizagdo de biomassa para fins energéticos, principalmente para
fins de seu uso como combustivel. O Programa Nacional de Biodiesel, uma politica publica nacional,
trouxe incentivos para a producdo de plantas oleaginosas. Dentre as espécies exploradas
comercialmente, destacam-se o0 nabo-forrageiro, a soja, mamona e algumas palméaceas como a macatba
e dendé (AMARAL, 2007).

Estudos revelaram que os frutos da macauba podem gerar mais de 5000 kg de 6leo por hectare,
0 que despertou o interesse de pesquisadores para a producédo de Biodiesel com esta espécie (TICKEL,
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2000). A soja, em contrapartida, produz 500 kg/ hectare, o girassol 1000 kg/hectare e a mamona 1500
kg/ hectare.

O fruto da bocailva é constituido por epicarpo (casca), mesocarpo mucilaginoso e fibroso
(polpa), endocarpo duro e denso (tegumento), e semente (améndoa) adnata ao endocarpo (SANTOS et
al. 2013). Os frutos séo esféricos ou ligeiramente achatados, em forma de drupa globosa com didmetro
variando de dois e meio a cinco centimetros. O epicarpo rompe-se facilmente quando maduro. O
mesocarpo é comestivel, tem sabor adocicado, de coloracdo predominantemente amarelo (uns mais
escuros, outros mais claros). O endocarpo € fortemente ligado a polpa (mesocarpo), com parede
enegrecida.As améndoas oleaginosas também sdo comestiveis. Estas sdo revestidas de uma fina
camada de tegumento. Cada fruto contém, geralmente, uma semente envolvida por endocarpo duro e
escuro com aproximadamente trés milimetros de espessura (GRAY, 2012;FRUITS, 2005;
HENDERSON, GALEANO & BERNAL, 1995; SILVA, 1994a; BONDAR, 1964).

Segundo Bondar (2013), o géneroAcrocomia abrange quinze espécies distintas, das quais dez
séo consideradas nativas do Brasil. As palmeiras séo de forma coloquial chamadas pelos botanicos de
“Principes das florestas”. Seu alto porte e peculiaridades as fazem aristocratas no reino vegetal
(LORENZI et al., 1996). E ndo é s6 o porte que atrai a atencdo, conhecendo as propriedades quimicas

do fruto, entende-se o porqué de ter despertado interesse em varias linhas de pesquisa.

1.2Propriedades quimicas do fruto

Sabe-se que componentes genéticos, idade da planta, fertilidade do solo e clima séo fatores que
podem alterar a composicdo e produtividade de uma planta (MONTEZANO, CORAZZA&
MURAOKA,2006). No caso da macauba e outros frutos silvestres, além desses elencados acima,
outros fatores podem contribuir para que haja diferencas nos valores apresentados nas pesquisas
cientificas ja realizadas com estes frutos. O primeiro deles estd ligado a colheita do fruto que, ao
amadurecer, se solta do cacho e cai. O ponto ideal de colheita, para fins de processamento, é
identificado como 0 momento da queda dos primeiros frutos do cacho, pois se tem o fruto maduro,
fresco e livre de processos deteriorantes, como o ataque de micro-organismos, que propiciam elevagao
crescente do teor de acidez (GALVANI, 2010) e alteracdo das relacbes de massa entre as diversas
partes do fruto.
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Outro fator é o tempo quedecorre entre a colheita do fruto e as analises nos laboratérios de
pesquisa. Os frutos devem ser higienizados, despolpados e se ndo forem realizados os ensaios num
prazo maximo de 5 dias, devem ser estocados sob refrigeracdo (em freezer -20°C). A diferenca de
variedades, grau de maturacdo (SZPIZ et al., 1989) e local de coleta do fruto, também podem trazer
diferencas nos resultados.Segundo os autores, a composi¢do e umidade média dos frutos de macauba
seguem a seguinteproporcéo, conforme ilustrado na Tabela 1.

Tabela 4. Composicao dos frutos de macatba (g. 100 g7

Variavel Faixa Média Desvio
Peso do Fruto (g) 21,2 44,0 30,10 5,8
Polpa 18,8 - 33,2 26,10 3,6
Caroco (endocarpo) 33,2-64,9 46,30 55
Améndoa 45-11,0 7,40 1,7
Oleo da Polpa 30,0-77,7 65,60 9,0
Oleo da Améndoa 35.4-69,4 47,90 5,6
Umidade média % (*) 33,0-36,5 34,73 1,4

Fonte: (*) CETEC, 1983, citado por AMARAL, 2007.

Para umidade do fruto, foram reportados valores no estado do Mato Grosso do Sul entre 49,06%
na regido de Campo Grande a 63,00% na regido de Corumbad (CICONINI et al., 2013). Essa
disponibilidade de agua favorece a atuacdo de micro-organismos, principalmente quando o fruto cai no
chéo e héa ruptura da casca.

A polpa contém quantidade significativa de calcio, fibra alimentar e betacaroteno. A améndoa
possui consideravel quantidade de proteinas, lipideos, fibras e minerais. Estudos reportaram presenca
de carotenoides totais na polpa, aproximadamente 82% de betacaroteno (RAMOS et al., 2008). O
conteudo de fibras da bocailva é muito superior aos demais frutos comumente consumidos pela
populacdo como a banana nanica (1,9 g. 100g-1), a goiaba vermelha (6,2 g. 100 g*), a laranja da terra
(4,0 g. 100 g™), a maga Fugi (1,3 g.100 g™), 0 mamao formosa (1,8 g. 100 g™), entre outros (TACO,
2011). Na Tabela 2 podemos constatar a composi¢do quimica, minerais e valor energético da bocailva,
em estudo realizado por 'SILVA et al..(2008); “HIANEet al..(2006).
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Tabela 5. Composicdo quimica, de minerais e valor energético da polpa e da améndoa da bocailva
(Acrocomiaaculeata (Jacq.) LoddexMartius).

Determinacio Polpa’ Améndoa®
Umidade g.100 g™ 34,32 6,5
Proteinas g.100 g* 2,76 17,57
Lipideos g.100 g™* 14,93 51,71
Carboidratos g.100 g™ 35,06 6,39
Fibra Alimentar g.100 g* 11,14 17,23
Cinzas g.100 g* 1,78 1,99
Célcio mg.100 g* 130,0 94,30
Zinco 2,15 30,93
Ferro 0,88 32,91
Valor Energético total, Kcal.100 g™ 285,65 561,23

Fonte: 'Silvaet al..(2008); “Hianeet al..(2006)

Na composicdo dos 6leos da polpa e da améndoa destaca-se o contetdo do &cido graxo oleico
(Tabela 3). Os o6leos podem ser usados pela industria farmacéutica, de cosméticos, pelo setor

energético ou ainda para consumo humano.

Tabela 6. Composicao dos acidos graxos (%) do 6leo da polpa, farinha da polpa e do éleo da améndoa
da bocailva (Acrocomiaaculeata (Jacg.) Lodd. exMartius).

Acidos graxos Polpa Farinha de Polpa Améndoa

Caprilico 0,45 0,41 5,96
Céprico 0,27 0,23 1,79
Laurico 1,97 1,98 12,95
Miristico 0,45 0,42 9,49
Palmitico 15,96 18,53 12,62
Palmitoléico 1,01 4,19 2,29
Estearico 5,92 4,88 6,58
Oléico 65,87 62,16 40,17
Linoléico 5,10 4,03 5,91
Linolénico 2,52 2,74 1,92
Araquidonico 0,50 0,53 0,30
%Acidos Saturados 25,52 26,98 49,69
%Acidos Insaturados 66,88 66,35 42,46

Fonte: HIANEet al., 2005
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1.3 Potencial econdmico e aplicacoes

A bocailva, apesar de todas as qualidades e as potencialidades econémicas, tem sido explorada
de forma rudimentar e doméstica em quase todo o territorio nacional. Diversos grupos de pesquisa
distribuidos em todo o territério nacional, sobretudo onde a espécie é encontrada, estudam alternativas
para melhor aproveitamento. Os estudos demonstram que a macalba tem aplicacdo muito
diversificada: o estipe, por exemplo, € utilizado como madeira para mourao, tabuas, ripas, calhas para
agua, etc. A medula do estipe e 0 meristema apical podem ser aproveitados como alimento e as folhas
servem de matéria-prima para artesanato. O mesocarpo € geralmente empregado como goma de
mascar, para fabricacdo de licores, sorvetes, doces e Oleo de cozinha. O endocarpo duro pode
facilmente substituir a brita de concreto ou para material de artesanato. O palmiste pode ser utilizado
para producdo de dleo de cozinha, ingrediente parasabdo (possui alta concentracdo de acido laurico,
componente de cosméticos), ou consumo “in natura” (ALMEIDA, 1998; ARBOLES, 2005; FORTES
&BAUGH, 1999; FRUITS, 2005; GARRIDO, 2005; HENDERSON, GALEANO & BERNAL, 1995;
LLERAS&CORADIN, 1988; LORENZI, 1996; MANZANO,2005;MIRANDA et
al.,2001;POTT&POTT,1994 ;JURACY,2005; SILVA, 1994).

A polpa e a améndoa na forma in natura sdéo muito consumidas pela populacdo e pelos povos
tradicionais como os quilombolas e indigenas. Na comunidade indigena o fruto é conhecido como
chiclete de bugre, uma vez que eles colocam o fruto redondo na boca e passam horas “mascando” o
fruto, até consumir toda a polpa.

Além do consumo in natura, a polpa e as améndoas sao utilizadas pela populacdo local para a
culinéria regional, que foram diversificando receitas na forma de sorvetes, bolos, pacoca doce, cocada
(RAMOS etal, 2008). A farinha processada artesanalmente ja é encontrada em alguns mercados
centrais na regido sul-mato-grossense e também pode ser adquirida diretamente de associacdes que se
organizaram para explorar de maneira sustentavel o fruto, como é o caso da Central do Cerrado
(http://www.centraldocerrado.org.br), que ndo envolve apenas o estado do Mato Grosso do Sul, mas
todos os Estados que possuem o bioma cerrado em seu territorio.

O apelo “selo verde”, “produto organico, sdo algumas bandeiras associadas a produtos
provenientes de fonte renovaveis, sem uso de contaminantes (agrotdxicos). Esses produtos sao
considerados ecologicamente corretos”, e produzidos com responsabilidade ambiental, conservando os

recursos naturais da biodiversidade. Tal conceitoja ndo ¢ mais uma bandeira que define uma instituicéo
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ou um produto, mas fator elementar como préatica sustentvel e de desenvolvimento responsavel nas
corporacdes. Neste sentido, os Oleos de origem vegetal sdo uma fonte alternativa e substituta dos
petrolatos (6leo mineral — proveniente do petréleo), pois aléem de serem provenientes de fonte mais
limpa (do pontode vista ecoldgico), muitos 6leos vegetais tém atividade farmacoldgica. Tendo em vista
os fatores acima expostos e considerando a composicdo quimica do fruto da Bocailva, que é rico em
acidos graxos, oligoelementos, terpenos e betacaroteno, € possivel inferir o elevado potencial de
aplicacdo desse fruto e seus produtos derivados no setor farmacéutico e cosmético, em especial para o

desenvolvimento de produtos com aplicacéo topica.
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2 OBJETIVOS

A primeira etapa do trabalho teve o objetivo realizar a caracterizagdo fisico-quimica do 6leo da
polpa e o Oleo da améndoa de bocailva (Acrocomiaaculeata), assim como, avaliar o potencial

antioxidante e o fator de protecédo solar do 6leo da polpa de bocaitva (Acrocomiaaculeata).
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3 MATERIAL

3.1 Amostragem

Os frutos maduros foram coletados entre os meses de novembro e fevereiro dos anos de 2012 a
2016, selecionados descartando todos aqueles que apresentaram rachaduras, alteracdo de cor e de
formato, e armazenados em container sob refrigeracao até a extracdo do 6leo.

As cascas foram removidas manualmente e submetidas a despolpadeira tendo em vista a
separacdo da polpa, das améndoas. A massa da polpa foi prensada a frio (extracdo a frio) e o dleo
extraido coletado em tonéis de polipropileno, hermeticamente fechados e armazenados em ambiente
fresco e protegidos da luz. A extracdo do 6leo da améndoa foi efetuada da mesma forma.

Este processo foi realizado por uma cooperativa de produtores rurais, que por sua vez, entregam
para a empresa gestora da cooperativa, que é Cocal Brasil 6leos especiais. Esta empresa faz parte da
RTS (rede de tecnologias sociais - http://www.rts.org.br). Os 6leos para a realizacdo destas analises
foram obtidos junto a esta empresa, a Cocal Brasil.

3.2 Equipamentos

Agitador de Tubos vortex, labdancer, IKA®;

Agitador Magnético com aquecimento, modelo Q261, Quimis®;
Agitador Mecanico, modelo T25 basic, KikaLabortechnik®;
Balanca analitica (precisdo 1mg-220g), Shimadzu®;

Balanca semi-analitica ,Shimadzu®;

Centrifuga Excelsa Baby | 206, Fanem®

Cromatégrafo a gas CG 17,Class CG 10, Shimadzu®;

Cubetas de quartzo,com 1cm de caminho 6tico;



Embalagens plasticas de PVC opacas com capacidade de 30g,Vepakum;
Espectrofotdmetro UV-2000S Labsphere®

Espectrofotdmetro UV-VIS Evolution 600

Espectrofotdmetro, GENESYS™, Rochester, USA, SPECTRONIC®20
Estufa com graduagéo de temperatura entre 0 a 100° C, Nova Etica®;
Filtro 142 WW MILLIPORE®;

Geladeira, Electrolux®,Infinity DF80X

Multi-Detection microplate reader Synergy, BIOTEK,modelo Synergy HT®
Placa 96 pocos, Fischer Scientific®

Peagametro, Quimis®

Placa aquecedora com agitacdo, Quimis®

Placa de poli-metilmetacrilato (PMMA)

Potenciémetro, Quimis®

Purificador de Agua, Milli Q®

Refratdmetro, 30GS, METTLER®

Termo-Higrémetro 7666 - Incoterm®

Termdmetro decimal, escala de 0 a 100° C, Modelo 5097, Incoterm®

Ultracentrifuga- Modelo Galaxy16D, VWRTM®

3.3 Matérias-primas, solventes e reagentes

AAPH (2,2’ —azobis (amidinopropane) dihydrochloride) PA, Sigma Aldrich®

Acetona PA, Synth®

Acido cloridrico PA Synth®

Acido galico PA, Sigma ChemicalCo®.St Louis, EUA G 7384°
Acido sulfarico PA Synth®

Agua purificada Milli-Q®;

Amido soltvel PA, Synth®

Carbonato de sodio PA, Synth®
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Cloroférmio PA Synth®

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) P.A.; Sigma-Aldrich®
Etanol PA Synth®

Eter etilico PA Synth®

FenolftaleinaSynth®

Fluoresceina 28803, Sigma Aldrich®

Hexano, Synth®

Hidréxido de Potassio PASynth®

Hidréxido de Sédio P. A. Synth®

lodeto de Potassio PA, Synth®

Monoestearato de sorbitano, J.T. Baker;
Monooleato de polioxietileno-sorbitan, J.T. Baker;
Reagente Folin-Ciocalteau, Merck®

Solugdo de iodo cloro P.A. seg. wijs, Synth®
R-caroteno, Sigma-Aldrich®

R-ciclodextrina, Sigma-Aldrich®

Tiossulfato de Sdio PA, Synth®

Trifluoreto de Boro P. A. Synth®

Trolox®-Hydroxy?2, 5,7 tetramethylchromane2-carboxylic acid,Sigma®

29
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4 METODOS

4.1 Caracterizac0es fisico-quimicas do 6leo da polpa e do 6leo da améndoa da Bocailva

4.1.1 Perfil de &cidos graxos por cromatografia gasosa

Para a anélise do perfil de acidos graxos do dleo da polpa e do 6leo da améndoa da bocaitiva se
faz necessario realizar a esterificacdo dos mesmos. A primeira etapa da esterificacdo foi realizada com
a hidrolise dos triglicerideos presentes nos 6leos por meio da solu¢do metanolica de hidroxido de
potéssio (0,5M). Os ésteres obtidos foram metilados com solugcdo metandlica de trifluoreto de boro
(14%).

Apobs a esterificacdo do 6leo da polpa e da améndoa, procedeu-se aidentificacdo e quantificacdo
dos &cidos graxos por cromatografia gasosa.Os 6leos foram submetidos ao cromatdgrafo a gas, com
coluna capilar SP 2560 de silica fundida de 100m de comprimento e 0,25mm de didmetro interno, com
detector de ionizacdo de chama, hélio como gas de arraste e fluxo de 1mL/minuto. As condicOes
cromatograficas foram as seguintes: temperatura do detector de 275,0°C, temperatura do vaporizador
de 275°C, temperatura inicial da coluna de 170°C durante 50 minutos, temperatura final da coluna de
225,0°C, durante 30 minutos, velocidade de aquecimento 4,0°C por minuto e split 1/50.

Foram realizadas trés repeticdes para cada analise do perfil de acidos graxos. A determinacdo da
area de cada pico foi controlada de acordo com as instru¢Bes do equipamento. Para a identificacdo dos
acidos graxos foram utilizados padrdes internos de esteres metilicos de acidos graxos (Supleco 37,

Fame Mix, Sigma-aldrich®).

4.1.2 Determinagdo do indice de acidez

Para a determinacéo do indice de acidez do 6leo da polpa e do 6leo da améndoa da bocaitva foi
realizada titulacdo acido-base. A solucdo de hidréxido de s6dio0,1N foi empregada como titulante e a
fenolftaleina como indicador. A tecnica consistiu no seguinte procedimento: pesaram-se

quantitativamente 0,4 g de 6leo em erlenmeyer de 25mL. Adicionaram-se 5mL de solucédo éter:etanol
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(2:1). Titulou-se com solucdo padrdo de hidroxido de sodio 0,1 N, na presenca de solucéo alcodlica de
fenolftaleina a 1%. Foi preparado um branco da mesma forma que a amostra, foram anotados os
volumes utilizados de hidroxido desodio 0,1 mol/L nas titulacBes da amostra e do branco(AMERICAN
OIL CHEMISTS’ SOCIETY, 2012).0 indice de acidez foi calculado de acordo com a Equacéo 1.

Equacao (1). Calculo indice de acidez

Acidez em acido oleico (%) =v x fx M x 28,2
m

Onde:

v=volume(mL) gasto da solucédo de hidréxido de sodio
M = Molaridade da solu¢éo de NaOH

f= fator de correcéo.

m= massa da amostra.

4.1.3 Determinacdo do indice de iodo

O indice de iodo foi determinado para o 6leo de améndoa e da polpa de bocaitva, empregando o
reagente de Wijsconforme descrito a seguir:pesaram-se 0,22g do 6leo, adicionou-se ao erlenmeyer de
500mL. Foram acrescentados15mL de cloroformio e 25mL do reagente de Wijs. O frasco foi
imediatamente tampado e submetido a agitacdo manual em velocidade moderada. ApOs essa etapa, a
solucdo permaneceu em repouso no escuro (para que a luz ndo reaja com o iodo) por periodo de 1h a
temperatura ambiente.A reacdo foi efetuada no escuro para garantir que os halogénios fossem somente

de adicdo e néo de substituicdo, pois a luz catalisa a reacdo de substituicdo. Apds esse periodo, foram
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adicionados 10mL de iodeto de potassio SR (FARMACOPEIA, 1988) a 15% (p/v) e 100mL de agua
destilada.

Essa solucéo foi utilizada para a titulagdo com tiossulfato de sodio 0,1 N sob agitacdo constante,
até apresentar a coloracdo levemente amarelada. Quando essa cor foi observada, adicionou-se 2mL de
solucéo de amido SR (FARMACOPEIA, 1988) e a titulagio foi prosseguida até a cor azul desaparecer.
O mesmo procedimento foi realizado em amostra branca (S.S.0.G, 1976).

4.1.4 Determinacdo do indice de refragédo

O indice de refragdo foi determinado empregando refratdmetro de ABBE termostatizado a 40°C
conforme método proposto pela AOCS (1993). Primeiramente ajustou-se o refratdbmetro Abbé com
agua destilada (IR 20°C = 1,333) e adicionaram-se duas gotas de amostras entre os prismas. O foco foi
ajustado e a leitura na escala informou diretamente o indice de refracdo absoluto a temperatura
ambiente. Os prismas foram rigorosamente lavados com tolueno e acetona, respectivamente e,

posteriormente, secos com papel absorvente.

4.2 Determinacéo do EHL critico para o 6leo da polpa e o 6leo da améndoa da bocailva

Foram preparadas emulsdes seriadas do 6leo de améndoas e da polpa de Bocailva com um par
de emulgentes de EHL conhecido, monoestearato de sorbitano de EHL 15 e monooleato de
polioxietileno-sorbitan de EHL 4,7, misturados em proporc6es variaveis, de modo a originarem valores
definidos e escalonados de EHL (FERREIRA, 2000). Na Tabela 4 esta apresentada a concentracao
escalonada dos tensoativos utilizados para realizar o célculo do EHL critico do 6leo da améndoa e da
polpa da bocailva.

As fases aquosas (monooleato de polioxietileno-sorbitan e agua) e oleosas (monoestearato de
sorbitano e 6leo da polpa ou améndoa) foram aquecidas a 75,0°C separadamente, posteriormente unidas
ao verter a fase aquosa na oleosa, mantidas sob agitacdo manual por quinze minutos a temperatura

ambiente.
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Tabela 4. Emulséo referéncia para realizagao do teste do EHL

Concentracdo de tensoativos utilizados para o calculo do EHL critico do dleo de polpa e améndoa
de bocailva, estes utilizados como a fase oleosa

Emulséo % (9) % (99 Oleo(ml) Agua(ml) E.H.L
.. Monoestearat Monoleato de *
Referéncia . s
0 de sorbitano polioxietileno-
sorbitan

1 90 0,45 10 0,05 1,00 8,5 5,73
2 80 0,40 20 0,10 1,00 8,5 6,76
3 70 0,35 30 0,15 1,00 8,5 7,79
4 60 0,30 40 0,20 1,00 8,5 8,82
5 50 0,25 50 0,25 1,00 8,5 9,85
6 40 0,20 60 0,30 1,00 8,5 10,88
7 30 0,15 70 0,35 1,00 8,5 11,91

*(FERREIRA, 2000)

As emulsdes formadas foram mantidas em repouso por 24 horas e observadas quanto as
caracteristicas visuais e estabilidade apds o teste na centrifuga (30 minutos a 3000 rpm) (FERREIRA,
2000; BRASIL, 2004; PRESTES et al., 2007).

4.3 Avaliacéo da Atividade Antioxidante

4.3.1 Atividade antioxidante pelo método da reducéo do radical DPPH

O método para avaliar a atividade antioxidante do 6leo da polpa da bocailva foi o da reducdo
do radical DPPH, cuja reacdo quimica estd ilustrada na Figura 2, produzindo um decréscimo na
absorbancia a 517nm (RUFINOet al., 2007). O ensaio da atividade antioxidante foi conduzido apenas
para o 0leo da polpa, em decorréncia da quantidade de terpenos e [-carotenos presentes.

O potencial antirradicalar foi expresso como a concentracdo das amostras capazes de inibir 50%

da absorbancia do DPPHe (IRsy estimado) por espectrofotometria (Espectrofotbmetro UV- VIS
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Evolution 600° com cubetas de quartzo com caminho 6tico de 1,0 cm) na regio da radiagéo visivel a
517,0 nm. O controle foi realizado por meio da determinacdo do decaimento da absorbancia das
amostras (AbSamostra) COrrelacionado com o controle negativo (AbScontrole), CONstituido por alcool etilico
absoluto 99,5% PA. e solucdo 100,0 uM de DPPHe, na propor¢dao indicada. A porcentagem de

sequestro de radicais (%SRL) livres foi calculada de acordo com a Equacéo (2).

Equacao (2). Porcentagem de seqliestro de radicais livres
%SRL = [(Abscontrole_AbSamostra) X 100]/Ab5controle

llustragéo: Edy Sousa de Brito

N AN |

N—N NO, + Rm —= _N—N NO,
@ ON Q ON
cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Figura 2.Reacdo de captura de DPPH (RUFINOet al., 2007).

4.3.2 Determinacdo dos fendis totais 6leo da polpa da bocaitva

A quantificacdo colorimétrica foi realizada segundo (SINGLETON et al., 1999), utilizando-se
2,5 ml do 6leo da polpa de bocaitvadiluido em metanol (1g em 40 ml de metanol50%(Vv/v).
Adicionaram-se 2,0 ml de agua destilada e 0,25 ml de reagente Folin-Ciocalteau. Ap6s o periodo de
incubacdo de 5 minutos, foi adicionado 1mL da solugdo carbonato de sddio 10% (p/v), mantido por
mais 60 minutos e entdo realizada a leitura no comprimento de onde de 765nm no espectrofotémetro
(SPECTRONIC® 20 GENESYS™, Rochester, USA). Para o branco foi utilizado o metanol puro.

Para a quantificacdo foram realizadas leituras em triplicatas e obtida uma curva-padrdo com
acido galico (Sigma Chemical CO, St. Louis, USA — G 7384) nas concentrag¢@es (50,0; 100,0; 200,0;
300,0; e 500,0 pg/ml) e obtida a equacdo da curva de calibragcdo.O teor de composto fenolico total no
6leo foi expresso como mg equivalente em &cido galico por grama de amostra (mg EAG.g™). Para o

branco foi utilizado apenas os reagentes com 0,5 ml de metanol.
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4.3.3 Determinagéo da atividade por ORAC

O método ORAC consiste na rea¢do da solu¢do de AAPH (2,2’-azobis (amidinopropane)
dihydrochloride) que é um gerador de radical livre com fluoresceina, que foi adicionada a
amostra.Quanto menor a intensidade da fluoresceina, maior é a capacidade antioxidante do composto.
Foi utilizado para o experimento o método lipofilico segundo PRIOR et al. ,2005.

Em uma placa de 96 pocos (Fischer Scientific, Hanover Park, IL) foram distribuidos nos pocos:
o padrdo Trolox® (100mM) ; o 6leo de polpa de bocaitvadiluido em solucdo de acetona:agua na
propor¢do 1:1 com B-ciclodextrinaa 7%(750 ul); e o reagente fluoresceina (40nM) (1000 pl). A seguir,
a placa foi incubada a 37,0°C durante 30 minutos. Apds este periodo foi adicionado automaticamente o
reagente AAPH (153nM) (1000 ul), agitando-se por 10 segundos e a seguir foi medida a fluorescéncia
em um leitor de placas Multi-DetectionmicroplatereaderSynergy (BIOTEK® modeloSynergy HT), com
excitagdo de 493nm (filtro 485/20) e emissdo em 515nm (filtro 528/20) com leituras realizadas a cada
minuto, durante 1 hora. Para a preparacdo da curva de calibragdo foram utilizadas concentragdes (50,0;
37,5; 25,0; 12,5; e 6,25 pL). O resultado foi calculado por meio da equacdo de regressdo entre a
concentragdo do padrdo Trolox® e a area sob a curva de decaimento da fluorescéncia (AUC). O
resultado foi expresso em micromoles (umol) equivalentes de Trolox® por grama de amostra.Para o

branco foi utilizada a solucdo de beta-ciclodextrina.

4.3.4 Determinacéo de carotendides totais

O total de carotendides foi realizada segundo Ranjith e colaboradores (2006) com modificacoes,
para tanto, 1,0mL do 6leo polpa de bocailva foi dissolvido em hexano P.A. (0,1 mg. mL™) e
adicionado de solucdo NaCl 0,5 %(2 ml) e centrifugado por 10 minutos a 1.500 rpm.

Cerca de 250 pL do sobrenadante foi coletado, diluido em metanol e, realizada a leitura no
espectrofotometro a 460 nm (BIOTEK®, modelo Synergy HT). O resultado para a quantidade de
carotenodides totais foi expresso em mg equivalente de B-caroteno.100 g™. Para o branco foi utilizado o

metanol puro.
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4.4 Avaliacéo do fator de protecéo solar in vitro

A eficécia fotoprotetora invitro do i) 6leo da polpa da bocaitva; ii) formulacdo base e iii)
formulacdo base aditivada com 6leo da bocaitva, foram avaliadas pelo espectrofotdmetro equipado
com detector tipo esfera de integragdo (UltravioletTransmittanceAnalyzer®, UV-2000S, Labspheres,
US). As amostras |, ii e iii, foram aplicadas separadamente na face rugosa das placas de PMMA (poli-
metilmetacrilato), na quantidade de 0,75 mg/cm®. Esperou-se a secagem o filme formado, em
temperatura ambiente (22,0 £ 2,0°C), por 30 minutos.

Com as amostras devidamente secas nas placas, realizaram-se as leituras diretamente no
equipamento, em nove pontos distintos, obtendo-se entdo os valores de absorbancia (UV). O software
do equipamento (UV2000), a partir dos valores obtidos das absorbancias, calculou o Fator de Protecao
Solar in vitro, o comprimento de onda critico (c) e a razio UVA/UVB. (COMITE DE LIAISON DES
INDUSTRIES DE LA PARFUMERIE, 2007; COUTEAU et al.., 2007, FERRERO et al., 2006;
FERRERO et al., 2010; PISSAVINI et al., 1993; SPRINGSTEEN et al., 1999; VELASCO et al.,

2008). A formulacao utilizada esté disposta na Tabela 5.

Tabela 5. Formulacéo Base FPS ~ 7

Composicéo INCI Concentragédo
(p/p) %

Parsol MCx Ethylhexyl Methoxycinnamate 1

Nipagin Methylparaben 0,1

Tinosorb S Bis-Ethylhexyloxyphenol 0,7
Methoxyphenol Triazine

Eusolex 4360 Benzophenona-3 1,5

Dry Flo PC Aluminium Starch 1,5
Ostenylsuccinate

Tween 80 Polysorbate 80 0,75

Nipazol Propilparaben 0,1

Agua Purificada gsp 100 ml
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdes fisico-quimicas do 6leo da polpa e do 6leo da améndoa da bocailva

5.1.1 Perfil de &cidos graxos do 6leo da polpa e da aménoda por cromatografia gasosa
Na Tabela 6 podemos constatar o perfil de &cidos graxos, expressos em porcentagem e desvio
padrdo na média da triplicata, obtidos por cromatografia gasosa do 6leo da polpa e da améndoa da

bocaiuva.

Tabela 6.Perfil dos acidos graxos do 6leo da améndoa e da polpa da bocaiuva

Classificacdo Acidos Graxos Oleo da polpa Oleo da Améndoa (%)
(%)
Saturado C8:0 0.18 £0,01 -
(AcidoCaprilico)
C12:0 (Acido 0.47+ 0,01 -
Laurico)
C 16:0 (Acido 11.64+ 0,05 10.98+ 0,20
Palmitico)
C18:0 (Acido 2.35+ 0,02 3.05+ 0,08
Esteérico)
Monoinsaturado C16:1 (Acido 0.72+ 0,01 2.72+ 0,02
Palmitoleico)
C18:1 (Acido oléico) 78.10+ 0,35 23.61+ 0,02
Poliinsaturado  C18:2 (Acido 5.88+ 0,05 59.62+ 0,20
Linoleico )
Cc18:3 (Acido - 0.18+ 0,01
Linolenico)
C20:0 0.63+ 0,01 -

(AcidoAraquiddnico)

Os resultados analiticos demonstraram que o 6leo da polpa e do 6leo da améndoa da
bocailivaapresentam em sua composicao diferentes tipos de acidos graxos.
Apbs os ensaios, conforme os resultados dispostos na Tabela 6 foi verificado que o 6leo da

polpa da bocailiva em estudo apresentaconcentracdes elevadas de &cido oléico (78%) e &cido palmitico
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(11%) e os &cidos caprilico, laurico, palmitoléico, estearico, linoléico (5,88%) e araquidico, perfazendo
o valor de 10,25%, sendo este perfil muito compativel aos resultados obtidos por Hiane e colaboradores
(1989).

O o6leo da améndoa da bocaituva em estudo apresentou concentracdo maior de acido linoleico e
menor de acido oleico (Tabela 6) quando comparado aos estudos realizados por outros autores. Porém,
apresentou concentracdo similar de &cido palmitico e palmitoleico e em concentragdes menores o acido
estearico e linolénico. Por ser o 6leo matéria-prima de origem vegetal, essas diferencas sao
consideradas naturais e decorremda variedade da planta, da época da colheita dos frutos,
doprocessamento industrial ou das condi¢cBes decondicionamento e armazenamento, visando a sua
conservacdo (NASCIMENTO et al., 2008). Na Tabela 7, é possivel visualizar a variacdo no 6leo de
oliva para a concentracao do acido oléico (55 — 83%) e o linoleico (3,5 a 21%).

O pequi, fruto tipico da regido do cerrado, possui perfil de acidos graxos semelhantes tanto na
polpa como na améndoa, com predominio dos &cidos graxos insaturados com 61,35% e 52,17%,
respectivamente. O acido oleico estd presente em maior concentra¢do na polpa, com 55,87%, sendo
seguidopelo &cido palmitico (35,17%). Na améndoa do pequi, predominam o acido palmitico e oleico
em quantidades praticamente iguais, 43,76 e 43,59%, respectivamente. Também, estdo presentes:
oé&cido linoleico com 5,51%, estedrico com 2,04%, palmitoleicocom 1,23%, sendo detectadas menores
proporcdes de outros acidos graxos (LIMA, 2008). Nota-seao avaliar os dados, que o perfil dos acidos

graxos da bocailva é mais semelhante ao do 6leo de oliva.

Tabela 7. Composicao de &cidos graxos dos 6leos de oliva, acai e abacate.

Acido Graxo (%) Oleo de oliva* Oleo de acai** Oleo de abacate***
C 16:0 Palmitico 75-20 22,0 28,1

C 16:1 Palmitoléico 0,3-35 2,0 9,1

C 18:0 Esteérico 0,5-5,0 2,0 0,8

C 18:1 Oléico 55-83 60 45,7

C 18:2 Linoleico 35-21 12 15,4

C 18:3 Linolénico 0,9 Tracos 0,8

C 20:0 Araquidico 0,6 2,5 nd

nd- N&o-detectado. Fontes: *BRASIL (1979),**ROGEZ (2000),***FREITAS et al. (1993).
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Segundo Rogez (2000), o 6leo de acai, da mesma forma que o dleo de oliva e abacate, é rico em
acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados(Tabela 7).0Os principais representantes dos acidos
graxos monoinsaturados (MUFA)séo os acidos graxos da familia dmega-9, sendo o &cido oleico (18:1)
o de maior importancia nos alimentos. As fontes alimentares de MUFA sdo: azeite de oliva, 6leos de
canola e de amendoim, oleaginosas (nozes, améndoas, castanhas, etc.), frutos como o abacate, acali,
tucuma e buriti. Os &cidos graxos poliinsaturados (PUFA) sdo assim chamados por conterem duas ou
mais insaturaces, e o principal representante dos PUFAS séo o acido linolénico.

Os oleos de oliva e abacate, por suas caracteristicas quimicas relacionadas com a respectiva
composicdo em matéria insaponificavel, sdo utilizados tanto para consumo in natura quanto na
indUstria de cosméticos. Esses produtos conguistaram uma fatia nobre do mercado e sdo, em geral,
comercializados com valor superior ao dos demais 6leos vegetais.Avaliando as caracteristicas do 6leo
da polpa da bocaiuva, é possivel concluir que se trata de 6leo nobre com elevado potencial para o
mercado farmacéutico e cosmético e o 6leo da améndoa da bocailva com potencial para o
desenvolvimento de emulsdes cosméticas.

Gamez e colaboradores (2014) desenvolveu patente com uma mistura dos frutos daAcrocomia
crispa e da Acrocomia aculeata, cujo depositante da patente € o Cent Nacional Investigaciones
Cientifica e niUmero de acesso primario no Derwent:2014-A37319. Na descrigdo da patente ¢é citado “O
acido oléico, acido linoléico e &cido linolénico estdo presentes na planta na quantidade de 60-70%, 25-
40% e inferior a 10% respectivamente. O ingrediente ativo utilizado na composi¢do farmacéutica e
cosmética para o tratamento e prevencdo da inflamacdo aguda e cronica da hiperplasia benigna da

prostata.

5.1.2 Determinacdo do indice de acidez, indice de iodo e o indice de refragéo
A seguir, estdo apresentados os resultados obtidos para o indice de acidez expresso em % de
acido oleico, o indice de iodo e o indice de refracdo para o 6leo da polpa de bocaituva(Tabela 8) e o

0leo da améndoa da bocaitva(Tabela 9).

Tabela 8. Propriedades fisico-quimicas do 6leo da polpa da Bocailva

Caracteristicas Fisico-quimicas Oleo dapolpa
Acidez em Acido Oléico (%) 2,46+0,08
Indice de lodo (g 1,/100g lipideo) 73,25+0,10

indice de Refracio 1,463+0,04
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Tabela 9. Propriedades fisico-quimicas do 6leo da améndoa da Bocailva

Caracteristicas Fisico-quimicas Oleo da améndoa
Acidez em Acido Oléico (%) 1,180+0,04
Indice de lodo (g 12/100g lipideo) 29,80+0,12
Indice de Refragéo 1,45620,04

No que se refere ao indice de acidez, os resultados revelaram o estado de conservagdo dos 6leos
e gorduras. A estocagem por periodo prolongado e/ou sua exposicdo ao arpode favorecer reacGes de
hidrolise com o aparecimento dos &cidos graxos livres. Dessa forma, é possivel definir as
caracteristicas de identidade e a qualidade dos Gleos. Esse € o primeiro passo para regulamentar um
6leo vegetal. Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, instru¢cdo normativa
MAPA 49/2006, e da ANVISA (RDC n° 270, de 22 de setembro de 2005) sdo determinados alguns
requisitos para comercializacdo dos 6leos comestiveis. A acidez maxima permitida para o 6leos e
gorduras refinadasé o valor de 0,6mg KOH/g e os 6leos prensados a frio e ndo refinados, podem
apresentar o valor madximo de 10 mg KOH/g (MAPA 49/2006).

O 6leo da polpa e 0 dleo da améndoa da bocailva utilizado para a elaboracdo deste projeto
foram obtidos por prensagema frio e ndo sdo refinados. Dessa forma, o valor maximo de acidez
permitido € 10mg KOH/g. Na titulacdo da amostra do éleo da polpa foram gastos 1,38 mg NaOH/g de
6leo e na titulagdo do 6leo da améndoa foram gastos 0,66mg NaOH/g de 6leo, estando de acordo com o
limite estabelecido pelo Ministério Abastecimento Pecuéria e Agricultura (MAPA 49/2006).Apesar dos
valores baixos obtidos no presente trabalho para o éleo da polpa e da améndoa da bocaitva, Ciconine e
colaboradores (2010), encontrou o valor de 11,42 % para o 6leo da polpa da bocailva, demonstrando a
importancia de se adotar um padrdo para a obtencdo do 6leo, desde sua colheita ao armazenamento,
afim de tornar o produto comercializéavel.

A resolucdo RDC n° 270, Regulamento Técnico Para Oleos Vegetais, Gorduras Vegetais e
Creme Vegetalda ANVISA predisp8e: “A utiliza¢dao de 0leo ou gordura de espécie vegetal que nédo é
tradicionalmente utilizada como alimento pode ser autorizada, desde que seja comprovada a
seguranga de uso, em atendimento ao Regulamento Técnico Especifico”.

Amaral (2007) obtevevalores similares as analises realizadas no presente trabalho, o resultado
para o indice de iodo do 6leo da améndoa de 20 e para o 6leo da polpa 84(g 1,/100g lipideo) e para o

indice de refracdo da polpa de 1,466. No presente estudo obteve-se indice de iodo de 73,25 (g 1,/100g
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lipideo) para a polpa; e 29,80 para 0 6leo da améndoa de bocailva e indice de refracdo da polpa de
1,456.Estes resultados estdo proximos do obtido neste projeto.

O Guia de Controle de Qualidade de produtos cosméticos da ANVISA (BRASIL, 2004)
apresenta a determinacdo do teor de &cidos graxos, indice de peroxido como requisito na avaliacdo de
sabonete, uma vez que esses contém grande quantidade de acidos graxos para sua fabricacao.

A Farmacopéia Brasileira também apresenta os ensaios para a analise de 6leo na seguinte
monografia: “Ensaios fisicos e fisico-quimicos para gorduras e 0leos. Os ensaios descritos s&o:
determinacdo da densidade relativa,temperatura de fusdo, temperatura de solidificacdo, separacdo de
acidos graxos, indice de saponificacdo, indice de refracdo, indice de ésteres, indice de perdxidos,
viscosidade, indice de acidez. Constam ainda duas especificacdes técnicas de 6leos vegetais: 6leo de
amendoim e 0Oleo de gergelim, ambos séo 6leos fixos refinados. De maneira geral, a legislacdo nédo
apresenta especificidade para as caracteristicas fisico-quimicas decontrole de qualidade de oleos
vegetais com finalidade para uso externo.

Sabe-se que os lipideos podem ser oxidados por diferentes caminhos: reacdo hidrolitica,
oxidacdes enzimaticas, fotoxidacdo e auto-oxidacdo. Como contribuicdo, sugere-se que além da
neutralizacdo do 06leo e das enzimas presentes, apds a etapa de prensagem, seja adicionada a vitamina E
(alfa-tocoferol), que é um constituinte natural no 6leo da bocailva. Esse procedimento permitira a
preservacdo dosantioxidantes naturais, tais como o betacaroteno e os terpenos (RAMALHO & JORGE,
2006). Tal procedimento tem maior valor no caso do uso do 6leo no desenvolvimento de produtos

topicos.

5.2 Atividade antioxidante

Foi realizada a determinacdo do potencial antioxidante do 6leo da polpa da bocaiuva (DPPH e
ORAC), a determinacédo de fendis e carotendides totais.Os resultados encontrados estdo apresentados
na Tabela 10.

No ensaio do DPPH a equacéo da reta obtida com o padréo de rutina foi y= 1,91x +4,372 e com
coeficiente de determinacdo de 0,952.

Com o resultado obtido do %SRL foi calculado o ICsp, referente a concentracdo que apresenta
50% de inibicao do radical DPPH. O ICs obtido para o 6leo da polpa da bocaitva foi de 23,89. Roesler
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ecolaboladores (2007) realizou um estudo do potencial antioxidante de alguns frutos do cerrado,
porém, utilizou a casca, a polpa e a semente para os estudos. Os melhores resultados obtidos para o
ICsoforam: extrato aquoso e etanélico de casca de pequi (17,98e 9,44 pg.mL™) extrato etandlicode

sementes de cagaita (14,15 pg.mL™), extrato etandlico de sementes e casca de araticum ( 30,97 e 49,18

pg.mL™).

Tabela 10. Perfil da atividade antioxidante do 6leo da polpa da bocaitva

Determinacéo Valor obtido

DPPH ICs0 (ug.mI™) 23,89
Fenolicos Totais 9/100g de amostra 2,69 + 0,07
Atividade ORAC pumol/ g de amostra 283,93 + 4,27
Carotendides totais (mg eg. B-¢c/100g) 55,98 + 1,50

Resultados expressos como média + desvio padrdo (triplicata)

Quanto menor o valor de 1Csg, maior a acdo antioxidante do extrato, uma vez que pequena
quantidade de extrato é capaz de inibir a concentracao inicial do radical DPPH em 50%, ou seja, inibir
a oxidacdo do radical em 50%. O padrdo de &cido ascorbico apresenta ICsy de aproximadamente 0,49
pg.ml™ e o padréo da rutina de 4,14pg.ml™. O 6leo da polpa da bocaitva apresentou o valor de ICsg
igual a 23,89.

A determinacdo da atividade ORAC lipofilica consiste de método complementar muito utilizado
para confirmar a atividade antioxidante das amostras. O 6leo da polpa da bocailva obteveatividade
ORAC de aproximadamente 283,93 umol/g de amostraou 42,02 pM eq. Trolox®™ No levantamento
bibliogréfico realizado ndo foi encontrada andlise da acdo antioxidante para os Gleos da bocailva,
apenas para a polpa in natura, para o extrato alcodlico e o extrato seco da polpa da bocailva. No
trabalho realizado por Ferreira e colaboradores (2013), o resultado para o sequestro de radicais livres
do extrato seco foi de 68,61% (Tabela 11), porém no trabalho ndo é citado o valor do I1Csg, 0 que

dificulta realizar comparagdes com o presente trabalho.
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Tabela 11. Comparacdo da atividade antioxidante

Amostras Atividade Antioxidante*
Extrato Seco de Bocailva 68,61%
Bocailva Polpa 71,38%
**|_aranja Polpa 59,87%

** Maca polpa 88,30%

** Ameixa polpa 92,56%

** Kiwi polpa 96,09%

* % de Sequestro de radicais livres. ** Fonte: BERNARDESet al. (2011)

O resultado positivo obtido da atividade antioxidante por DPPH e atividade ORAC do 6leo da
polpa da bocailva, sdo reflexos da elevada quantidade de carotendides totais e fendis totais presentes
no mesmo. O 6leo da polpa em estudo apresentou o valor de fendis totais de aproximadamente de
2,699/100g, ou seja, 2690mg/100g, muito superior ao resultado obtido por Simas e colaboradores
(2011) da fracdo de acetato de etila da casca da Acrocomia aculeata, queencontrou valor de 304,32ug
EAG/mg de extrato de teores de fenois totais. O Oleo da polpa do pequi possui 209mg/100g de
fendlicos totais,valores superiores aos encontrados na maioria das polpas de frutas consumidas no
Brasil, como: acai (Euterpe oleracea), com 136,8mg/100g; goiaba (Psidium guayava), com
83,1mg/100g;morango  (Gingo biloba), com 132,1mg/100g; abacaxi (Ananas sativa), com
21,7mg/100g; graviola (Anona muricato), com 84,3mg/100g, e maracuja (Passiflora edulis), com
20,2mg/100g,sendo inferior apenas a acerola (Malpighia glabra), com580,1mg/100g, e a manga
(Mangifera indica), com 544mg/100g (KUSKOSKIet al., 2006;LIMA et al., 2008).

Os resultados obtidos indicaram que a polpa da bocailva é insumocom elevada capacidade
antioxidante, demonstrando acorrelacdo existente entre a quantidade de fenodlicos totais e a protecdo
antioxidante, com potencial de agdo em produtos antienvelhecimento.

Outro valor muito significativo encontrado no 6leo da polpa da bocailva em estudo foi a
concentracdo de carotendides totais. O resultado obtido nessa determinacéo foi de aproximadamente de
55,98 mg/100g. Ramos e colaboradores (2008) determinou o betacaroteno na polpa integral, obtendo o
valor de 49,0 + 2,0 pug.g’e Hiane& Penteado (1989) também analisaram a polpa de bocaitvapor
cromatografia em coluna aberta e obtiveram o valor de 59,41 + 11,09 pg.g—1. Ndo foi encontrada na
literatura a quantificacdo de carotendides totais no 6leo da polpa da bocailva. Para esses resultados da
polpa, RAMOS e colaboradores (2008) constatou que o teor de betacaroteno da polpa da bocaitva foi
superior ao encontrado em outros frutos do cerrado do pantanal sul-mato-grossense. Para as polpas

comestiveis de pindo(ArecastrumromanozoffianumBecc.), bacuri (Scheeleaphalerata Mart.), pequi
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(Caryocar brasiliense Camb.) e caraguata (BromeliabalansaeMez) foram detectados 36,6; 17,3; 14,7 e
0,5 pg.gde amostra imida de betacaroteno (RAMOS et al., 2008).

5.3 Avaliacdo da atividade fotoprotetora do 6leo da bocaiuva

Foram realizados testes preliminares para avaliar a acdo fotoprotetora do 6leo da améndoa, da
polpa da bocailva; da formulacdo edo Oleo incorporado a uma formulacdo.Os resultados estdo
apresentados nas Tabelas 12. O 6leo da améndoa apresentou FPS 1 com razdo UVA/B de -0,125 e ndo
foi disposto em tabela.

Tabela 12. Média dos valores obtidos para a avaliagdo da atividade fotoprotetora do éleo da polpa da
bocailva

AMOSTRA FPS Médio + DP (i.c) critico (nm) médio Raz&o média
UVA/B
FPS OLP 4,0+ 3,40 370 0,43
FPS FOR 70+ 1,65 377 0,85
FPS OLP + For 17,0+ 2,20 379 0,83

Legenda:FPSOLP = Fator de protecdo solar do 6leo da polpa; FPS FOR = Fator de protecédo solar da
formulacdo;FPS OLP + FOR = Fator de protecdo solar 6leo da polpa + formulacédo

Nas revisOes de literatura realizadas para a elaboracdo do presente trabalho, constatou-se que
ndo foi publicado trabalhos revelando a potencial acdo fotoprotetora do éleo de bocailiva. Embora o
presente trabalho tenha como objetivo principal o desenvolvimento de plataforma
nanotecnoldgicaempregando o dleo da bocailva, 0 conhecimento de tais propriedades é de fundamental
importancia para o desenvolvimento de formulacdes fotoprotetoras.Os resultados obtidos para a
avaliacdo da atividade fotoprotetora do 6leo da polpa de bocaiGva foram positivos e significativos,e
embora o valor obtido para o 6leo da polpa de FPS 4 ser baixo, a razdo UVA/UVB de 0,43, 0s
resultados demonstraram moderada (Quadro 1) protecdo a radiacdo UVA, que é satisfatorio. Essa
radiacdo possui maior penetrabilidade através da pele, promovendo os danos celulares (VELASCO et
al.,2011). O 6leo com a formulacdo obteve a razdo UVA/B de 0,83, obtendo-se na escala do Sistema
Boot’s Star Rating Rating a descricdo maxima (Quadro 1). Tal resultado indicou sinergia entre o 6leo
de polpa e formulagdo, uma vez que potencializou a agédo fotoprotetora.
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Quadro 1. Sistema Boot’s Star Rating Rating relacionado com a razdo UVA/B conforme

RevisedGuindle (in VELASCO et al, 2011).

Protecdo AntiUVA

Razdo UVA Estrelas Descrigao®
0,0 até <0,2 - Muito baixa
0,2até<0,4 * Moderada
0,4até<0,6 *x Boa

0,6 até <0,8 falaled Superior
0,8 até <0,9 Fxkx Méaxima
>0,9 Fkkkx Ultra

®Descricdo da relagdo da razdo UVA/B (protecdo a esta radiacdo) com a quantidade de estrelas

Para o desenvolvimento farmacotécnico de filtros solares acima de FPS 30, sabe-se que é

utilizado eleva quantidade de 6leos para promover a dispersdo dos filtros fisicos. A utilizacdo de 6leo

que tenha como propriedade a fotoprotecdo pode ser um excelente coadjuvante farmacotécnico, pois

também auxiliara na dispersdo do filtro fisico (SURMAN, 2009). Os resultados sugerem importante

sinergismo entre o 6leo da polpa da bocaiuva e a formulagdo em estudo.



5.4 Calculo EHL critico 6leo da améndoa e da polpa da bocaitva

Tabela 13.Formulagdes desenvolvidas com 6leo da améndoa da bocaitva como fase oleosa, em funcdo da determinacao do valor EHL.

% Mono-oleato % Monoestearato de Oleo  Agua

Amostra de sorbitano (9) sorbitano (9) (ml) (ml) E.H.L Aparéncia da Emulsdo Apos Centrifuga
1 90 0,45 10 0,05 1,0 8,5 5,73 Excelente Excelente

2 80 0,40 20 0,10 1,00 8,5 6,76 Boa Leve Separacéo
3 70 0,30 30 0,15 1,0 8,5 7,79 Grumos N.R

4 60 0,30 40 0,20 1,0 8,5 8,82  Grumos + Separacdo Fase N.R

5 50 0,25 50 0,25 1,0 8,5 9,85 Grumos + Separacédo Fase N.R

6 40 0,20 60 0,31 1,0 8,5 10,88  Grumos + Separacgédo Fase N.R

7 30 0,15 70 0,35 1,0 8,5 11,91  Grumos + Separacao Fase N.R
Referéncia Valor

EHL Mono-oleato de sorbitano 4,700
EHL Monoestearato de sorbitano 15,000

Legenda:
N.R. = Nao realizado
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Apo0s 0 preparo destas pré-emulsfes, aguardou-se o periodo de 24 horas para visualizar se havia ocorrido separacdo de fase e na sequéncia

realizou-se o teste na centrifuga, por 30 minutos a 3000 rpm. O EHL encontrado para o 6leo da améndoa da bocailva foi de 5,73. Na Tabela 14 estdo

apresentadas as formulacGes desenvolvidas com 6leo de améndoa como fase oleosa, em funcéo da determinacdo do valor EHL.

Tabela 14. Calculo EHL para o 6leo da polpada bocaitva
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Amostra  Mono-oleato (0) Monoestearato (9) Oleo Agua E.H.L Aspecto apos centrifuga
de de sorbitano % (p/p)
polioxietileno (p/p)
- sorbitan%
(P/p)
1 90 0,45 10 0,05 1,0 8,5 5,73 Poucos grumos, mais liquida, mas sem separacao
de
2 80 0,40 20 0,10 1,0 8,5 6,76 Houve separacgéo
3 70 0,35 30 0,15 1,0 8,5 7,79 Houve separacgéo
4 60 0,30 40 0,20 1,0 8,5 8,82 Houve separacgéo

Um dos sistemas de liberagcdo mais comuns para a aplicacdo tépica de medicamentos e cosméticos sdo as emulsdes. Essasem geral possuem

custo baixo para producédo, sdo bem aceitas pelos consumidores por suas caracteristicas fisico-quimicas e boa compatibilidade para incorporacdo de

insumos farmacéuticos e cosméticos. Para a producdo desses sistemas e a manutencdo de sua estabilidade, é necessariaa selecdo criteriosa de seus

componentes, visando obter e manter sua eficicia e seguranca. Suas caracteristicas devem incluir a facil aceitacdo ao consumidor, boa aparéncia

estética (MORALIS, 2006), e por serem sistemastermodinamicamente instaveis e com alta tensdo interfacial, a selecdo detensoativos adequados é de
suma importancia para a sua estabilizacdo (MORAIS, 2006; FORMARIZet al., 2005; ANSEL, POPOVICH & ALLEN, 2013).
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Emulsdes contendo 0Oleos vegetais sdo utilizadas como veiculos para diferentes tipos de
farmacos, especialmente as de aplicacdo topica. Além disso, muitos 6leos vegetais apresentam
atividade terapéutica. Dessa forma, faz se necessario o desenvolvimento de sistemas de liberacdo
adequados para esses 0leos. ZANIN e colaboradores (2002)determinou o célculo de EHL para
6leos de origem vegetal. O valor, para os 6leos avaliados foi de aproximadamente de6,76. Porém,
0 Oleo da polpa e da améndoa da bocailva apresentaram, no presente estudo, EHL inferior a este,
de 5,73 (Tabelas 13 e 14).

O equilibrio hidrofilo-lipofilico ou EHL consiste de abordagem metodoldgica
desenvolvida por Griffin, em 1954. Nessa abordagem, os tensoativos ou emulsivos s&o
classificados com base em sua constitui¢cdo quimica e a cada componente é atribuido um valor de
EHL, indicando a polaridade da substancia. Os tensoativos mais utilizados no desenvolvimento
de emulsdes possuem faixa usual de 1 a 20, sendo queaqueles com valores de EHL entre 3 e 6,
sdo altamente lipofilicos e produzem emulsdes do tipo agua em oOleo e aqueles entre 8 e 18
produzem emulsdes 6leo em &gua.

Além de classificar os tensoativos de acordo com sua polaridade, este sistema
desenvolvido por Griffin(1954) determina a quantidade dos mesmos necessarios para se
estabilizar uma emulsdo, por meio da compatibilizacdo do EHL do tensoativo com o da fase
oleosa (ANSEL, POPOVICH& ALLEN, 2013). Ostensoativos podem ser combinados em
propor¢Oes distintas e na soma final, aproxima-se do EHL em que a emulsdo apresentou-se
estavel.

Para o desenvolvimento de emulsGes cosmeéticas estaveis (auséncia de separacdo das

fases) formuladas com os 6leos do fruto da bocaitva, o EHL deve ser o mais proximo de 5,73.
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6 CONCLUSOES

O ¢leo da polpa da bocailva apresentou caracteristicasfisico-quimicas nobres, tais como,
alto teor de acidos graxos insaturados, compostos antioxidantes (fenois e carotendides) e agédo
fotoprotetora. Tais atributos revelam elevado potencial deste 6leo para aplicacdo no setor
farmacéutico e cosmeético, principalmente em formulagcGes com agdo antioxidante, cicatrizante,
hidratante, emoliente e fotoprotetoras.

O 6leo da améndoa da bocailvaapresentou composicao rica em acidos graxos insaturados,
com elevado potencial para o desenvolvimento de emulsdes, nanoemulsdes e nanocarreadores
lipidicos.

Recomenda-se que os parametros para os Oleos sejam estabelecidos e assim definir um
padrdo de qualidade para que os mesmos possam ser utilizados de forma comercial. Também se
recomenda que para utiliza-los na area farmacéutica e cosmética, a extracdo dos 6leos deve ser
realizada a frio, sem uso de solvente. Para que sejam de boa qualidade, todas as etapas devem ser
cuidadosamente avaliadas, para que ndo incorra no aumento da acidez do 6leo. Também se
recomenda que para o uso com finalidade cosmética, seja adicionada a vitamine E logo ap6s a

extracdo do 0Oleo, preservando 0s compostos naturais com acao antioxidante.
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CAPITULO I

SISTEMAS NANOESTRUTURADOS POLIMERICOS E CARREADORES LIPIDICOS
NANOESTRUTURADOS CONTENDO OLEO DA POLPA E OLEO DA AMENDOA DA
BOCAIUVA (Acromica aculeata)
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RESUMO

Diferentes produtos farmacéuticos e cosmeéticos nanoestruturados estdo disponiveisno mercado,
como os lipossomas, as nanoemulsbes, as nanoparticulas poliméricas e as nanoparticulas
lipidicas, ou ainda, na forma de estruturas inorganicas, tais como o dioxido de titanio e o dioxido
de zinco.O tamanho, em escala nanométrica, confere ao material propriedade fisico-quimica ou
bioldgica diferenciada quando comparadas aquelas relativas ao material convencional. Nesse
sentido, é possivel alcangar melhorias fisicas do produto como espalhabilidade e oclusividade;
modulacdo da permeacdo de principios ativos cosméticos por meio das diferentes camadas da
pele; protecdo quando incorporadas na formulagdo cosmética frente a degradacdo quimica ou
enzimatica, ou ainda, no direcionamento a sitio especifico na pele. Tendéncia no
desenvolvimento de formulagdes refere-se a utilizacdo de matérias-primas de origem vegetal que
possam agregar valor ao produto, que associem biodiversidade, tecnologia e inovacdo. A
composicdo do o6leo da bocaiuva, fruto exdtico da regido central do Brasil, apresenta elevado
potencial para a aplicacdo em produtos topicos nanoestruturados, (farmacéuticos e cosméticos)
com acdo hidratante, antienvelhecimento e fotoprotecdo. O 6leo da polpa da fruta constitui-se de
alto teor de acidos graxos insaturados, com predominancia de acido oleico, alcancando 60% de
sua composicao, além de betacaroteno e de fendis. O 6leo da améndoa apresenta, além do acido
oléico (40%), o acido laurico (13%) e acido palmitico (12%). No presente estudo foi possivel
desenvolver sistemas nanocarreadores lipidicos (NCL) utilizando como lipideo liquido os 6leos
extraidos do fruto da bocailva. Os NCIs contendo Oleo da polpa apresentaram diametro
hidrodindmico médio (DHM) de 127 + 3.80 nm, indice de polidispersividade (Pdl) 0.18 + 0.02 e
potencial zeta (P,) de -47.05 £ 7,10 mV e da améndoa 0 DHM de 131.3 £ 5,85 nm, Pdl de 0.16 +
0.00 e P, de -44.73 £ 0.60 mV. Adicionalmente, esses sistemas apresentaram acao direta no
aumento da fotoprotecdo em formulacbes base de FPS. Esses resultados demonstraram que 0s
sistemas desenvolvidos constituem plataforma tecnoldgica com potencial utilizagdo como
carreadores de farmacos lipossoliveis. Além disso, essa plataforma pode ser utilizada como
importante coadjuvante potencializador de formulagdes fotoprotetoras.

Palavras-chave: nanotecnologia; sistemas nanoestruturados; Oleo da polpa de bocailva e
nanotecnologia; 6leo da améndoa da bocailva; 6leo vegetal e sistemas nanoestruturados.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Nanocarreadores Lipidicos

Os nanocarreadores lipidicos (NCL) sdo a segunda geracdo das nanoparticulas lipidicas
que surgiram para aprimorar as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) (MULLER, 2007;
BELOQUI et al.,, 2016). As nanoparticulas soélidas utilizavam lipidios muito semelhantes
formando estruturas com alta organizacdo dos cristais, 0 que promovia baixo encapsulamento dos
ativos. A mistura de lipidios solidos e liquidos nos NCLs propiciou a formacdo de estrutura
menos ordenada e assim permitiu aumentar a quantidade de farmaco encapsulado (MULLER,
RADTAKE, WISSNIG, 2002). Dependendo dos lipidios utilizados é possivel originar trés
diferentes estruturas: mistura de glicerideos compostos por diferentes acidos graxos, conhecido
como NCL imperfeito; mistura de lipidios no estado s6lido com lipidios liquidos, conhecido
como NCL amorfo; dispersdo de 6leo em lipidio solido em agua, conhecido como “multiplo
NCL” (Figura 1) (UNER, RADTKE, WISSING, 2007; JENNING, MADER, GOHLA, 2000).

=

Lipidio amorfo

CLN imperfeito CLN amorfo

Lipidio solido

Oleo nanocompartimentado

Maltiplo CLN

Figura 1. Diferentes carreadores lipidicos nanoestruturados.

Fonte: MULLER, RADTAKE, WISSNG, 2002.
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No NCL imperfeito, a mistura de diferentes &cidos graxos promove aumento da distancia
entre as cadeias dos glicerideos, ocasionando imperfei¢cdes no cristal. Estas imperfeicdes acabam
por gerar mais espago para acomodar o ativo, aumentando a taxa de encapsulamento (UNER,
RADTKE, WISSING, 2007;JENNING, MADER, GOHLA, 2000).

No NCL amorfo, a alta quantidade de 6leo misturado ao lipidio sélido formam particulas
amorfas, cuja estrutura evita a expulsdo do ativo das particulas no processo de estocagem, ja que
ndo existe a transicdo do lipidio para o estado beta (UNER, RADTKE, WISSING, 2007;
JENNING, MADER, GOHLA, 2000). A principal caracteristica na sua formacdo é de alguns
lipidios ndo recristalizarem ap06s o resfriamento. No entanto, devido ao excesso de solubilidade
das moléculas de 6leo no lipidio s6lido no NCL amorfo, pode ocorrer separacdo de fase, com
formacdo de nanocompartimentos de Oleo na matriz lipidica sdélida (UNER, RADTKE,
WISSING, 2007; JENNING, MADER, GOHLA, 2000).

O sistema carreador lipidico nanoestruturado passou a ser difundido na virada do milénio,
ganhando forga em diversas universidades do mundo com linhas de pesquisas (MULLER, 2007).
Estes sistemas sdo aplicados no campo da tecnologia farmacéutica para a liberacdo modificada de
farmacos, tratamento tépico de enfermidades e para a liberacdo transdérmica de farmacos
(BELOQUI et al., 2016; MENG et al., 2016; GUO et al., 2015; LUFTI, 2014;KHALIL et al.,
2014; MANEA et al., 2014; LIU et al., 2014; VITORINO et al., 2014; WANG et al., 2014;
GOMES et al., 2014).

Dentre essas aplicacfes podemos citar: NCL contendo melatonina para tratamento de
cancer de mama; NCL com nocodazol para tratamento de cancer; NCL com meloxicam para
liberacdo topica; NCL contendo quercetina; NCL contendo &cido alfa lipdico (acdo antioxidante).
NCL contendo minoxidil e finasterida (tratamento de alopécia) farmacos (SABZICHI et al.,
2016; LUFTI, 2014; KHALIL et al., 2014; MANEA et al., 2014; LIU et al., 2014; VITORINO et
al., 2014; WANG et al., 2014; GOMES et al., 2014).Niculae e colaboradores (2014)realizou
estudo sobre a influéncia do 6leo vegetal na sintese de nanoparticulas com amplo espectro de
protecdo e 0 mesmo verificou que 6leos vegetais com acdo fototoprotetora sdo excelentes lipidios
bioativos para a formacdo de nanoparticulas. As propriedades quimicas do 6leo de améndoas e da
polpa da bocaitiva demonstram que estes podem ser excelentes bioativos para o desenvolvimento

de novas plataformas tecnoldgicas para o campo da nanotecnologia. Como os 6leos podem sofrer
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oxidacdo apoOs exposicdo ao ar e ao calor (oxidacdo e fotodegradacdo), a nanoestruturacdo
empregando esse Oleo permitird sua protecdo e maior estabilidade dos produtos desenvolvidos.
Entre os sistemas propostos no presente trabalho, as caracteriza¢fes fisico-quimicas permitirdo
avaliar qual o melhor sistema a ser empregado para o desenvolvimento das novas estruturas de

nanoparticulas.

1.1.1 Técnicas de obtencéo dos carreadores lipidicos nanoestruturados

Para o preparo de nanoparticulas lipidicas solidas existem cinco métodos principais:
microemulsdo a quente, emulsificacdo e evaporacdo do solvente, difusdo de solvente, spray-
drying e homogeneizacdo de alta pressdo. A partir destas outras técnicas surgiram:
homogeneizacdo a quente e a frio, emulsificacdo-difusdo, emulsificacdo-ultrassonificacao
(MANJUNATH & VENKATESWARLU 2006; SURESHet al., 2007).

Dentre essas técnicas, uma das mais utilizadas é a da homogeneizacdo a alta pressdo
(quente ou a frio), em que a dispersdo de particulas € submetida a pressao de 100 a 2000 bar.N&
técnica na qual a homogeneizacdo ocorre a quente(Figura 2), o principio ativo € dissolvido no
lipidio fundido e na sequéncia essa mistura é adicionada a solu¢do aquecida de tensoativos sob
alta agitagdo (ex. Turrax®), formando uma pré-emulséo. Essa pré-emulsdo é que sera submetida
ao homogeneizador a alta pressdo. Geralmente, se faz necessario passar a pré-emulsao por trés a
cinco ciclos no homogeneizador. Essa metodologia é mais utilizada para o encapsulamento de
ingredientes ativos com carater lipofilico, ja que, aqueles com caracteristicas hidrofilicas podem
migrar para a fase aquosa, resultando em baixa eficiéncia de encapsulacio (ATTAMA,
REICHEL, MULLER-GOYMANN, 2008; CHENet al., 2006; SURESH et al., 2007).

Na técnica a frio(Figura 2), o componente ativo € dissolvido no lipidio fundido com ou
sem a presenca de tensoativos e essa mistura € imersa em gelo seco ou nitrogénio liquido para ser
solidificada. Apds sua solidificacdo ocorre a moagem das particulas em moinho, obtendo
microparticulas que serdo dispersas em solucéo de tensoativos.Essa dispersdo entédo, € submetida
a homegeneizagdo a alta pressdo em temperatura ambiente ou a temperatura inferiores. Essa
técnica é indicada para ativos hidrofilicos, bem como, ativos termosenssiveis (MARCATO&
DURAN, 2008).
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Homeogeneizagioa
alta prassio & quents

Composto ativo

Adigga
Lipidao Solide fundido

Dispersar

Solugdo da tansoatives
Apgitar

| Pré Emulciio Quente

v

Homogeneizacio sob a alta pressio

Manoparticulas Lipidicas

Figura 2. Representagdo esquematica da HAP a quente e a frio

1.2 Sistemas poliméricos nanoestruturados

As nanoparticulas poliméricas, constituidas por matérias biodegradaveis, sdo sistemas
carreadores de farmacos com diametro inferior a 1 um, que se apresentam mais estaveis aos
fluidos biol6gicos e durante o armazenamento (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Existem dois tipos de nanoparticulas poliméricas: as nanocapsulas, que possuem nucleo
oleoso, onde o farmaco pode estar dissolvido e/ou adsorvido a parede polimérica; e a nanoesfera,
nesta estrutura ndo encontramos 6leo em sua composicao e o farmaco estéa retido ou adsorvido na
matriz polimérica.

Diferentes métodos de obtencdo da nanoparticula polimérica sdo descritos na literatura, e
esses sdo classificados de maneira geral de acordo com o método da polimerizacdo, seja ela in
situ de mondmeros dispersos ou na precipitacdo de polimeros pré-formados. Apds a formacao da
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nanoparticula polimérica, sua superficie pode ser modificada quimicamente, possibilitando a
obtencgéo de plataforma multifuncional para diferentes aplicagfes (SCHAFFAZICK et al., 2003;
FARAJI & WIPF, 2009). Essa modificacdo da superficie pode direcionar as particulas para sitio
de acdo especifico. Além dessa vantagem, a nanoestruturacdo permite o aumento da estabilidade
dos principios ativos, frente a fotodegradacdo e oxidacdo, além da propria fluidez que contribui
para melhor espalhabilidade sobre a pele.

As principais desvantagens desse sistema nanoestruturado envolve a presenca de solvente
organico residual usado no processo de producdo destas particulas, citotoxidade dos polimeros,
dificuldade no escalonamento do processo de producdo (MARCATO & DURAN, 2008),
instabilidade em meio aquoso, pois pode ocorrer agregacao e fusdo das particulas apds longo
periodo de armazenamento (ABDELWAHED et al., 2006), contaminacdo microbioldgica e
hidrolise polimérica ndo-enzimatica (TEWA-TAGNE, BRIACON, FESSI, 2007).

1.2.1 Técnicas de obtencao sistemas nanoestruturados poliméricos

Existem varias técnicas para a preparacdo de nanoparticulas poliméricas, que podem ser
dividas em duas metodologias principais: polimerizacdoin situ de monémeros dispersos, como
por exemplo, o cianoacrilatos de alquila e a técnica da precipitacdo de polimeros pré-formados,
utilizando como matéria-prima, por exemplo, o poli-acido latico, ou a poli-epson-caprolactona
(ALONSO, 2004; GUTERRES, SCHAFFAZICK, POHLMANN, 2007; DURAN, MATTOSO &
MORAIS, 2006).

Na técnica de polimerizacdo in situsdo utilizados mondmeros, que sdo submetidos ao
processo de polimerizacdo para dar origem ao polimero. Pode originar nanoesferas, quando a
polimerizacdo ocorre em emulsdo, ou nanocapsulas, quando as mesmas ocorrem por meio de
polimerizacdo interfacial (GUTERRES, SCHAFFAZICK, POHLMANN, 2007; DURAN,
MATTOSO & MORAIS, 2006).

Na metodologia utilizando os polimeros pré-formados, esses estdo previamente formados
e as técnicas de preparo mais conhecidas sdo: nanoprecipitacao, deposicdo interfacial do polimero
pré-formado, emulsificacdo-evaporacdo de solvente e o método de salting-out. Dentre essas, a
mais utilizada é a nanoprecipitacéo, descrita em 1989 por Fessi e colaboradores.

De maneira geral, a nanoprecipitacdo baseia-se na mistura de fase organica (contendo um
solvente organico, 6leo, tensoativo lipofilico e polimero insollveis no 6leo e na dgua) miscivel

em fase aquosa (contendo tensoativo hidrofilico). A fase organica é injetada na fase aquosa,
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promovendo a precipitagdo do polimero com a reducéo da solubilidade na mistura de solventes
(GUTERRES, SCHAFFAZICK, POHLMANN, 2007; DURAN, MATTOSO & MORAIS, 2006).
O solvente é removido sob pressdo reduzida e a suspensao é concentrada por meio da evaporacao

do excesso de agua no sistema (FESSI et al., 1989).

1.3 Regulamentacao

Em 1959, no encontro da Sociedade Americana de Fisica, Richard Feynman proferiu a
palestra intitulada “Ha muito espago 14 embaixo”, referindo-se a nossa visao macroscéopica, mas
certamente “miope”, que ndo imaginaria uma fita de DNA de quase 1 metro de comprimento,
dentro de um nucleo de uma célula. Nessa palestra, Feynmann levantou a possibilidade de
projetar e criar novos materiais a partir da manipulacdo de dtomos e moléculas (CADIOLI &
SALLA, 2006; MARANHAO, 2008) e a importancia da microscopia para esse avanco.

Conceitualmente os pesquisadores adotaram a seguinte definicacdo para a nanotecnologia:
estudo de manipulacdo da matéria numa escala atbmica e molecular que inclui o
desenvolvimento de materiais ou componentes, que esti associada a diversas areas como a
quimica, fisica, medicina, farmacia, engenharia de alimentos, engenharia de materiais, eletrénica
dentre outras.

O oprincipio basico da nanotecnologia envolve a elaboracdo de estruturas e
novosmateriais a partir dos atomos (os tijolos bésicos da natureza). E uma area promissora, mas
ainda incipiente, em seus primeiros passos. Porém, tem demonstradoresultados surpreendentes.
Diversos paises, como Japdo, Estados Unidos, China e inclusive o Brasil, criaram linhas de
pesquisas publicas prioritarias, visando novas descobertas cientificas que utilizam como
instrumento a nanotecnologia.

Em 30 de setembro de 2013, a agéncia U.S Food and Drug Administrationlangou plano
regulador de pesquisas na area de nanotecnologia para promover o desenvolvimento responsavel
de produtos regulamentados pela FDA ou nanomateriais. O programa estabelece as ferramentas,
métodos e dados para auxiliar na tomada de decisdo na regulamentacédo e reas de interesse.Em
14 de junho de 2011 a FDA publicou um guia de orientacdo aos fabricantes, fornecedores,

importadoras e partes interessadas no seguimento de nanomateriais e também no més de junho de
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2014, esse mesmo 6rgdo langou um guia para indudstrias que utilizam nanomateriais em produtos
cosmeéticos, no qual ressaltam a importancia da segurancga toxicoldgica desses, uma vez que a
diminuicdo do tamanho da particula, conduz a é&rea de superficie maior, alterando
significativamente a biodisponibilidade no sitio de acdo (FDA, 2014). Todavia, ndo é um marco
regulatorio, e sim alguns parametros importantes para o setor, como por exemplo, o tamanho que
a particula deve apresentar.

Na area farmacéutica, a nanotecnologia vem cada vez mais ocupando as bancadas dos
laboratdrios, na busca de aperfeicoar e desenvolver novos medicamentos, buscar solucBes para
aumentar a biodispobilidade de fa&rmacos no organismo, dentre outros. Um campo que vem sendo
explorado, também, com insumos presentes no mercado, sao os lipossomas e os nanolipidios
cosméticos.Além de atuarem no aumento da permeacdo cutanea, auxiliam na protecdo dos

insumos e melhoram espalhabilidade, dentre outras caracteristicas.
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2 OBJETIVOS

i) Preparar as nanoparticulas poliméricas e os carreadores lipidicos nanoestruturados contendo os
0leo da polpa e da améndoa da bocaiuva
i) Avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas poliméricas e dos carreadores

lipidicos nanoestruturados



3 MATERIAL

3.1 Equipamentos

Agitador magnético com aquecimento, Quimis®, Q261;

Agitador ULTRA Turrax®, IKA T 50;

Balanca analitica, Shimadzu®, precisdo 1 mg — 220g, AUW;

Banho maria ultratermostatico, Novatécnica®, 281NT

Centrifuga, VWR™ — Modelo Galaxy 16D

Estufa com graduacéo de temperatura entre 0 a 100°C, Nova Etica®
Evaporador rotatério, Bucchi®

Homogeneizador de alta pressdo, Alitec A10®

Peagdmetro, Quimis®

Zetasizer Nano Zs — Malvern Instruments, Malvern®

3.2 Matérias-primas, solventes e reagentes

Acetona P.A. Synth®;

Agua purificada Milli-Q®;

Lauril Sulftato de S6dio G.F., Merck®

Lecitina de Soja P6, G.F., (Lecithin), Mapric®;

Polimero de metiloxirano com oxirano G.F. (Lutrol micro 68 MP®), Basf;
Monoestearato de sorbitano G.F, J.T. Baker;

Monooletado de sorbitano G.F. (Monoestearato de sorbitano ), J.T. Baker;
Oleo da polpa de bocaiuva, Cocal Brasil®;

Oleo da améndoa da bocaiuva, G.F.,Cocal Brasil®;
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Palmitato de Cetila, Mapric®;
Poli(e-caprolactona), P.A.,Sigma Aldrich®;

Triglicérides de acido céprico-caprilico, G.F.,Mapric®

68



69

4. METODOS

4.1 Preparacdes dos sistemas nanoestruturados poliméricos contendo o 6leo da polpa e o

6leo da améndoa da bocaiuva

Para a obtencdo dossistemas nanoestruturados poliméricoscontendo o 6leo da polpa ou o
6leo da améndoa da bocaiuva foi utilizado o método de precipitacdo de polimero pré-formado
que consiste na adicdo, sob agitacdo da fase organica contendo: o Poli(e-caprolactona) (PCL);a
acetona; o 6leo proveniente da polpa ou da améndoa e o monoestearato de sorbitan sobre fase
aquosa contendo polissorbato 80 (Tabela 1).A eliminacdo do solvente e parte da 4gua foiefetuada
empregando evaporador rotatério e o volume da suspensdo foi ajustado em baldo volumétrico
(BECK et al., 2004).

Tabela 7.Férmula de referéncia para a elaboracdo das nanoparticulas poliméricas (obtidas pelo
método de precipitacdo contendo o 6leo da polpa e da améndoa para volumefinal de 10, 50 e 100
mL).

FASE ORGANICA

Volume (mL)
10,0 50,0 100,0
Componente
Massa (g) plv
Poli(e-caprolactona) 0,1000 0,5000 1,0000
Monoestearato de sorbitan 0,0770 0,3850 0,7770
TACC 0,3333 1,6665 3,3330
Acetona (mL) 27,000 135,00 270,00
FASE AQUOSA
Massa (g) plv
Polissorbato 80 0,0770 0,3850 0,7770
Agua purificada Milli-Q® 53,000 265,00 530,00

Legenda: TACC: triglicérides de acido caprico caprilico
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A partir dessa formulagdo base apesentada na Tabela 1 foram delineadas algumas
formulacdes alternativas para o estudo exploratério. Os estudos preliminares (exploratérios)
tiveram o objetivo de observar o tamanho médio da particula e o potencial zeta em funcao da
variacdo da concentracdo do 0Oleo da polpa e do 6leo da améndoa, bem como, da adicdo do
triglicérides de acido caprico caprilico. Os demais componentes da férmula: poli(e-caprolactona),
acetona, polissorbato e agua permaneceram com concentracado fixa.

Na Tabela 2 estdo apresentadas as variagdes em massa (g) dos componentes triglicérides
de &cido céprico/caprilico (TACC) e o 6leo da polpa ou 6leo da améndoa, para a obtencdo de

sistemas nanoestruturados poliméricos.

Tabela 2. Propostas para o desenvovimento sistemas nanoestruturados poliméricosobtidas pelo
método de precipitacdo, contendo o 6leo polpa e 6leo da améndoa da bocaiuva para massa final
de 10g.

Componente Formula base NP1 NP2 NP3 NP4
Fase oleosa

Poli(e-caprolactona) 0,1000 0,1000 0,1000 0,1000 0,1000

Mono-oleato de Sorbitano 0,0770 0,0770 0,0770 0,0770 0,0770

TAAC 0,3333 0,1665 0,0000 0,1665 0,0000

Oleo da dleo polpa 0,0000 0,0000 0,0000 0,1665 0,3333

Oleo da améndoa 0,0000 0,1665 0,3333 0,0000 0,0000

Acetona 27,0000 27,0000 27,0000 27,0000 27,0000
Fase aquosa

Tween 80 0,0770 0,0770 0,0770 0,0770 0,0770

Agua purificada Milli-Q® 53,0000 53,0000 53,0000 53,0000 53,0000

Legenda: TACC: triglicérides de &cido caprico caprilico

4.2 Preparacdes dos carreadores lipidicos nanoestruturado contendo o 6leo da polpa e o

6leo da améndoa da bocaiuva

A partir da formulagéo de referéncia apresentada na Tabela 2, foram propostas algumas
formulacBes para o estudo exploratorio utilizando o 6leo da polpa e o 6leo da améndoa da
bocaiuva (Tabela 3). Essas formulagGes foram alteradas no que se refere as concentragdes dos

seguintes insumos: triglicerides de acido caprico caprilico, lecitina de soja pd, lecitina de soja
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liquida, Span®, 6leo de polpa da bocaiuva, 6leo da améndoa da bocaiuva, lauril sulfato de sédio e
Tween®. N&o foram alteradas as concentragdes do palmitato de cetila, Lutrol micro 68MP® e
agua. A Tabela 3 apresenta as variacdes das concentracfes utilizadas para o desenvolvimento
farmacotécnico das formulacdes dos carreadores lipidicos nanoestruturados.

Os componentes da fase oleosa foram pesados na propor¢cdo conforme a Tabela 3, para
obter 200 g da preparacdo. Em um béquer de 250 ml foi pesada a fase oleosa constituida de:
palmitato de cetila (acido graxo saturado); o triglicérides dos &cidos céprico/caprilico (&cido
graxo insaturado); o 6leo da polpa ou 6leo da améndoa da bocaiuva e a lecitina de soja. A fase
oleosa foi aquecida com auxilio de uma placa de aquecimento até a temperatura de 85°C(HAN et
al., 2008). Em outro béquer de 250 mL, foram transferidas a 4gua, o Lutrol® e 0 Monoestearato
de sorbitano (Fase Aquosa). A fase aquosa foi homogeneizada com auxilio do agitador
magnético a 500 rpm, a 85,0°C por aproximadamente 5 minutos (até completa dispersdo dos
tensoativos). A fase aquosa foi dispersa na fase lipidica, sob agitacdo mecéanica (8000 rpm)
utilizando agitador Turrax®, de modo a formar uma pré-emulséo (TEERANACHAIDEEKUL et
al., 2008). Esta pré-emulsdo foi submetida & homogeneizacao a alta pressdo, utilizando trés ciclos
sucessivos a 500 bar (HAN et al., 2008). A massa final de cada lote foi de 200 g.

Tabela 3. Formulacdo de Referéncia para Estudos Preliminares do Carreador Lipidico
Nanoestruturado

Formulacéo de Referéncia para Estudos Preliminares
Carreador Lipidico Nanoestruturado

Componente % (p/p)
Fase Oleosa (g)

T.AC.C 4,0

Palmitato de Cetila 6,0

Lecitina de Soja p6 1,0
Fase Aquosa (g)

Laurilsulftato de sédio 1,0

Poloxamer 188® 2,5

Monoestearato de sorbitano 2,5

Agua purificada Milli-Q® q.s.p 100g

Legenda: TACC: triglicérides de acido caprico caprilico
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Tabela 4. Proposta para o desenvolvimento de sistemas carreadores lipidicos nanoestruturados
contendo o 6leo da polpa e 0 6leo da améndoa da bocaiuva.

Formulacéo Base NCL1 NLC2 NCL3 NCL4 NCLA1 NCLA2
Componentes % (p/p)

Fase Oleosa
TAAC 2 2 0 0 0 0
Palmitato de Cetila 6 6 6 6 6 6
Lecitina de soja liquida 0 0 0 0 2 2
Lecitina de soja p6 1 1 1 1 0 0
Monoestearato de sorbitano 0 0 0 0 4,5 4,5
Oleo da polpa da Bocaiuva 2 0 4 0 4 0
Oleo de améndoas 0 2 0 4 0 4

Fase Aquosa

Laurilsulfato de sédio 1 1 1 1 1 1

Lutrol micro 68 MP® 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Monoleato de sorbitano 2,5 2,5 2,5 2,5 0,5 0,5
Agua purificada Milli-Q® 83 83 83 83 79,5 79,5

Legenda: TACC: triglicérides de acido caprico caprilico

4.3 Caracterizacao fisico-quimica dos sistemas nanoestruturados poliméricos e carreadores
lipidicos contendo o 6leo da polpa e o 6leo da améndoa da bocaiuva: estudo exploratério

4.3.1 Determinacao do diametro hidrodinamicomédio (DHM) e indice de polidispersividade
(1P)

Os DHM das particulas obtidas a partir da matriz de ensaios foram determinados
imediatamente ap6s a homogeneizacdo a alta pressdo. Para a determinacdo foi utilizada a
espectroscopia de correlacdo do féton, (PCS) empregando o Zetasizer ZS90 (Malvern
Instruments, Malvern, Reino Unido) a 25,0° C e angulo de 90 ° (n = 10). O PCS produz o
diametro médio (meédia z), a partir da intensidade de luz ponderada de tamanho da populacéo e da
preparacdo, e o indice de polidispersividade (Pl) como medida para a largura da distribuicdo de
tamanho de particula (TEERANACHAIDEEKUL et al., 2008).

4.3.2 Potencial zeta (P2)
O Zetasizer ZS 90 (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido) também foi utilizado

para medir o potencial zeta (ZP). As medicGes foram realizadas em agua destilada, com a sua
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condutividade ajustada para 50 mS/cm pela adicdo de NaCl, a fim de evitar flutuagbes do ZP
causada pela diferenca na condutividade (n=3). O pH ser& ajustado para 5,5 + 0,2 por adigdo de
HCI 0,01 N ou solucdo 0,01 N de NaOH. As medicdes foram realizadas empregando forca de
campo de 20V/cm. A conversdao da mobilidade eletroforética do ZP foi realizada utilizando a
equacdo de Smoluchowski Helmholtz(ZHANG et al., 2010).

4.4 Estabilidade preliminar dos sistemas nanoestruturado polimérico e carreadores

lipidicos nanoestruturados contendo o 6leo da polpa e o éleo da améndoa da bocaiuva.

A Avaliacdo preliminar da estabilidade (AEP) consiste na realizacdo do teste na fase
inicial do desenvolvimento de um produto. Para tanto, condi¢bes extremas de temperaturas sao
empregadas para verificar possiveis reacdes entre seus componentes ou de sinais que demonstrem

alterages significativas no sistema, bem como o teste de centrifugacdo (BRASIL,2004).

4.4.1 Centrifuga

Para realizar este teste foram utilizados 0,5 g de cada sistema nanoestruturado obtido,
colocados em eppendorf e submetidos & centrifugacdo  (Centrifuga, VWR™ — Modelo Galaxy
16D) em 3000 rpm, por trinta minutos e vinte segundos para desaceleracdo, em temperatura
controlada (25 + 2°C) com
Apo6s 0 ensaio o0s sistemas nanoestruturados foram analisados de acordo com o0 aspecto e
classificadas da seguinte maneira:
i) Normal (N)
i) Levemente modificada (LM)
iii)  Modificada (M)
iv) Intensamente modificada (IM)
Neste teste 0 produto deve permanecer estavel e se houver qualquer sinal de instabilidade é
necessario a reavaliacdo do sistema (BRASIL, 2004; TADROS, 2004; PRESTES et al., 2007;
RIBEIRO, KHURY & GOTTARDI, 1996).
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4.4.2 Estresse térmico

Cerca de 5g de cada um dos sistemas nanoestruturados obtidos foram acondicionadas em
frascos plasticos transparentes de poliestireno submetidos ao aquecimento em banho maria
ultratermostatico (Novatécnica®, 281NT) no intervalo de temperatura controlado entre 40,0-
60,0° C, com progressao de elevacéo de 5,0° C/30 minutos.

Apl6s serem submetidos ao estresse térmico e finalizado o ensaio, 0s sistemas
nanoestruturados foram analisados de acordo com o aspecto e classificadas da seguinte maneira:
V) Normal (N)

vi) Levemente modificada (LM)
vii)  Modificada (M)

viii)  Intensamente modificada (IM)

4.4.3 Estabilidade normal dos sistemas nanoestruturado polimérico e carreadores lipidicos
nanoestruturados contendo o dleo da polpa e o 6leo da améndoa da bocaiuva

O Teste de estabilidade normal (TEN), também conhecido como estabilidade acelerada ou
exploratoria, tem como objetivo fornecer informacgdes para avaliar a estabilidade do produto,
tempo de vida util e compatibilidade da formulacdo com o material de acondiocionamento. O
teste em geral é conduzido por 90 dias, onde as amostras sdo submetidas a diferentes condigdes
de temperatura e as varidveis analisadas sao: aspecto, cor, odor, pH e viscosidade aparente.

Os sistemas nanoestruturado polimérico e carreadores lipidicos nanoestruturados
contendo o 6leo da polpa e o 6leo da améndoa da bocaiuva foram avaliados por 90 dias, sendo as
leituras realizadas nos tempo igual a 24 horas(TO0), 7 dias (T7), 21 dias (T21) e 60 dias (T60) e
90 dias (T90). As amostras foram armazenadas em temperatura ambiente (25,0 + 2,0° C), em
geladeira (5,0 + 2,0°C) e em estufa (37 + 2,0°C) e luz solar indireta (25,0 + 2,0° C)(BRASIL,
2004; PRESTES et al., 2007) e as variaveis analisadas foram: aspecto, cor, odor (caracteristicas
organolépticas) e valor de pH.As formulaces deverdo permanecer estaveis no periodo do teste
(BRASIL, 2004), caso contrario, os sistemas deveriam ser reavaliados ou descartados para a
continuidade dos estudos.

Apos cada leitura nos tempo (TO, T7, T21, T60 e T90) os sistemas nanoestruturados

foram analisados de acordo com o aspecto e classificados da seguinte maneira:



Normal (N)
Levemente modificada (LM)
Modificada (M)

Intensamente modificada (1IM)
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo fisico-quimica dos sistemas nanoestruturados poliméricos contendo o

6leo da polpa e o 6leo da améndoa da bocaiuva

5.1.1. Didametro hidrodindmico médio, indice de polidispersividade e potencial zeta

Os sistemas nanoestruturados poliméricos contendo o 6leo da polpa e o 6leo da améndoa
da bocaiuva foram caracterizadas determinando o didmetro de particula, o indice de
polidispersividade e o potencial zeta, sendo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Média dos resultados: potencial zeta, didmetro hidrodindmico médio e
polidispersividade para os sistemas naoestruturados poliméricos (NP) NP1, NP2, NP3, E NP4.

Analise Realizada Média = DP Média = DP Média = DP Média = DP
NP1 NP2 NP3 NP4
Potencial Zeta (mV) -27,3+£0,7 -239+ 0,9 21,1+ 23 -224+23
P'ame”o medio (nm) 2716 +0,1 227.7+154 2439 +124  1925+82
Indice de 027 + 0,08 0,10 +0,07 026 +009  013+0.05

Polidispersidade

Todas as suspensbes das nanoparticulas poliméricas apresentaram DHM menor que
272nm. A formulacdo NP1 obtéve o menor potencial zeta (- 27.35 £ 0.7mV),0 maior diametro
médio de particula (271.65 = 0.1 nm) e o maior indice de polidispersividade (0.274). As
formulacGes NP2, NP3 e NP4 apresentaram potencial zeta similar sendo -23.95; -21.1 e -22.4
mV, respectivamente. O menor didmetro de particula obtido foi o da formulacdo NP4
(192,55nm). As formulagbes NP1 e NP3 foram as que tiveram a substituicdo parcial do
triglicérides de acido caprico caprilico (NP1 = 0.1665g de TACC + 0.1665g do 6leo da améndoa
e NP3= 0.1665g de TACC + 0.1665g do oleo da polpa). No entanto, as formulacdes NP2 e
NP4foram desenvolvidas com a substituicdo total do triglicérides de &cido caprico caprilico,
utilizando o 6leo de améndoa (NP2) e o 6leo da polpa (NP4). As formulagdes NP2 e NP4 foram

as nanoparticulas que obtiveram o menor diametro médio (NP2= 227,75 e NP4 192,55nm), bem
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como os menores indices de polidispersividade (0.274 e 0.120, respectivamente). No trabalho
realizado por Schaffazicke colaboradores (2003), a formulacdo desenvolvida com Poli(e-
caprolactona)e o Miglyol 810® (6leo composto por triglicérides de acido caprico e caprilico),
apresentou didmetro médio de particula de 271,9 £ 55,40 nm. Com esses resultados podemos
inferir que a substituicdo total do triglicérides de acido caprico e caprilico pode ser realizada com

a utilizacao dos 6leos extraidos do fruto da bocaiuva.

5.1.2 Avaliacéao preliminar da estabilidade do sistema nanoestruturado polimérico contendo
0 6leo da polpa e 0 6leo da améndoa da bocaiuva

Os sistemas apds o teste de centrifugacdo e estresse téermicoforam classificados conforme
0 aspecto que apresentaram: (N) normal; (LM) levemente modificada; (M) modificada e (IM)

intensamente modificada (Tabela 6).

Tabela 6. Avaliacdo preliminar da estabilidade dos sistemas nanoestruturados

poliméricos (NP) imediatamente ap0s a preparacao.

Formulacdes Centrifugacao Estresse térmico
Aspecto

NP1 N LM

NP2 N N

NP3 N N

NP4 N N

5.1.3 Teste de Estabilidade Normal
A Tabela 7 apresenta os resultados do Teste de Estabilidade Normal dos sistema

nanoestruturado polimérico contendo o 6leo da polpa e o éleo da améndoa da bocaiuva.
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Tabela 7. Teste de Estabilidade Normal dos sistemas nanoestruturados polimericos (NP) contendo o 6leo da polpa e o 6leo da améndoa da

bocaiuva
Variaveis/ Geladeira(5,0 + 2,0° C) Temp. Amb.(25,0 + 2,0° C) Estufa(45,0 +2,0° C) L.S. Ind.(25,0 +£2,0° C)
Formulacéo
Tempo (dias)

1 7 15 30 60 9 1 7 15 30 60 9 1 7 15 30 60 9 1 7 15 30 60 90
Aspecto
NP1 H N N N N N N N N N N N N N N N N LM N N N N N N
NP2 H N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
NP3 H N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
NP4 H N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
Odor
NP1 C N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
NP2 C N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
NP3 C N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
NP4 C N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
Cor
NP1 LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE
NP2 LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE
NP3 LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE
NP4 LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE LE
pH
NP1 55 56 57 57 58 58 55 56 58 59 61 60 58 60 61 60 62 63 55 56 56 57 58 60
NP2 53 53 54 54 55 55 54 55 55 56 57 57 55 56 57 59 60 61 53 53 54 55 55 57
NP3 56 56 56 57 58 58 56 57 59 60 61 62 58 62 62 64 65 67 56 56 58 59 63 65
NP4 55 55 56 57 58 58 55 56 56 57 58 58 57 57 58 59 60 61 55 55 56 57 58 59

LE :Leitoso C: caracteristico H:homogéneo N : normal Temp. Amb. : temperatura ambiente; L. S. Ind. : Luz solar indireta
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Nas Figuras 3, 4, 5 e 7 estdo apresentados os graficos das variagdes do potencial
hidrogeniénio dos sistemas nanoestruturados poliméricos, quando submetidos a diferentes

condicdes de armazenamento, por 90 dias, com leituras intermitentes.

5,9

5,8

5,7

o //
5,5 // —F1
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>3 F3
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5 . . . . . . 1
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—F4

Tempo (dias)

Figura 3. Variacdo do pH das formulacdes: NP1, NP2, NP3 e NP4quando submetidas a
refrigeragdo . O NP1 teve uma variagdo de pH A% = de 5,45%; NP2 pH A% = 3,77%;
NP3 pH A% = de 3,57% e NP4 pH A% = 5,45.
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Figura 4.Variacdo do pH das formulagdes: NP1, NP2, NP3 e NP4quando
submetidas a temperatura ambiente. A formulacdo NP1 teve uma variagdo de
pH A% =9,09; NP2 pH A% =7,45; NP3 pH A% = 10,71 e NP4 pH A% = 5,45
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Estufa
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Figura 5. Variagdo do pH das formulagdes: NP1, NP2, NP3 e NP4quando submetidas a
estufa.NP1 pH A% =14,5; NP2 pH A% = 15,09; NP3 pH A% = 19,60 ¢
NP4 pH A% =10,90
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Figura 6. Variagdo do pH das formulaces: NP1, NP2, NP3 e NP4quando submetidas a luz
solar indireta. NP1 pH A% = 9,09; NP2 pH A% = 7,54; NP3 pH A% =16,07 ¢
NP4 pH A% = 7,27

Como podemos visualizar nas Figuras 3, 4, 5 e 6, houve aumento de pH em todas as
formulacdes das nanoparticulas poliméricas. As maiores variagdes foram constatadas na condicao
de armazenamento na estufa, este resultado ja era consoante com o resultado esperado, pois a
elevacdo da temperatura reflete diretamente na estabilidade fisica, fisico-quimica e quimica de
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insumos cosméticos e formas farmacéuticas. Sob temperatura ambiente, luz solar indireta e
refrigerador as variagdes do pH (A%) foram menores, mas todas as leituras realizadas e
apresentadas na Tabela 7mantiveram-se na faixa de pH fisiol6gico compativel com a pele (6,0 a
7,2) (BABY et al., 2008; CASTELI et al., 2008). Entretanto, estas variacbes nao foram
perceptiveis visualmente pelo analista e o0s outros aspectos fisico-quimicos avaliados
permaneceram inalterados .No trabalho realizado por BIANCHIN et al., 2015 dispersoes
lipofilicas de poli (epsilon-caprolactona) e poli-sorbato 80 foram combinadas com 4 diferentes
materiais solidos: monoestearato de sorbitano , palmitato de cetila, acido esteérico ou colesterol,
e 4 o6leos : triglicéridos céprico / caprilico , 6éleo mineral, metoxicinamato de octilo ou &cido
oleico. Os valores de pH das formulacGes variaram entre 4,87 e 6,76, com uma tendéncia para
valores mais baixos quando o &cido oleico foi utilizado como material lipofilo liquido. O estudo
sugeriu que os resultados baixos aos valores do pH se devem a interacdo do grupos amonio
formados por protonagdo dos atomos de nitrogénio da molécula do farmaco em estudo com o
grupo carboxilato formado por doacdo de protons a partir do acido oleico (BIANCHIN et al.,
2015).

5.2 Caracterizacgao fisico-quimica dos carreadores lipidicos nanoestruturados contendo o

6leo da polpa e o0 6leo da améndoa da bocaiuva

5.2.1 Diametro hidrodinamico médio, indice de polidispersividade e potencial zeta
Os carreadores lipidicos nanoestrutuados contendo o éleo da polpa e o éleo da améndoa
da bocaiuva foram caracterizados determinando-se o didmetro de particula, o indice de

polidispersividade e o potencial zeta, sendo apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 8. Média de trés leituras do potencial zeta, didmetro e polidispersividade para os sitemas carreadores lipidicos nanoestruturados
(NCL).

Caracterizacao carreadores lipidicos nanoestruturados

Formulagéo NCL1 NCL2 NCL3 NCL4 NCLAl NCLAZ2
Analise

Potencial Zeta (mV) -455+3.1 -49,4 + 6.7 -470 +7.1 -447+0.6 -34,7+15 -34,4+135
Diémetro (nm) 1458 + 6,5 1445 145 127,7+ 3.8 131,3 + 5.8 111.3+ 2.7 127.7 +13.3
Polidispersividade 0,16 +0.05 0,16 +0.02 0,18 +0.02 0,16 + 0.02 0,29+ 0.01 0,26 +0.03

Legenda: NCL1 (TCCA:OPB); NCL2 (TCCA:OAP); NCL3 (OPB); NCL4 (OAB):; NCLAL (OPB + MoS); NCLA2 (OAB+ MoS) - OPB:

6leo da polpa da bocaiuva; OAB: 6leo da améndoa da bocaiuva; MoS: Monoestearato de Sorbitano

Na formulacdo de referéncia NCLA1 foi acrescido o éleo da polpa da bocaiuva, para isso reduziu pela metade a proporcao do TACC
(4%), para acrescentar em partes iguais o 6leo da polpa e TAAC (2:2%), e ndo foi adicionado o 6leo da améndoa.

Na formulacdo NCLAZ2adicionou-se o 6leo de améndoa e TAAC na propor¢do de 2:2%, e ndo foi adicionado o éleo da polpa da
bocaiuva.Nasformulagdes NCL 003/004, NCLAL e NCLAZ2, ndo foadicionado o triglicérides de acido céaprico caprilico e aumentou-se a
quantidade de oOleo de polpa e améndoa na formulagdo. Porém, ndo foi preparada formulacdo contendo mistura dos éleos da polpa e da
améndoa. Nas formulacdes adaptadas foram adicionados o Span® 60, reduziu-se a concentragdo de Tween® 80 e a lecitina de soja em pé foi
substituida pela lecitina de soja liquida.
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As formulagdes NCLAL e NCLA2 apresentaram valores de potencial zeta igual a -34.75
e — 34.45 mV, respectivamente. Portanto, esses valores foram inferiores, em modulo, aos obtidos
para as formulagcbes NCL1, NCL2, NCL3 e NCLA4(entre -44.73 e -49.42mV). As formulacdes

NCLA1 e NCLA2foram preparadas utilizando Mono-oleato de sorbitano, lecitina de soja liquida

e menor quantidade de Monoestearato de sorbitano quando comparada as formulagbes NCL1 a
NCL4. Considerando que as formulacbes NCL1 a NCL4 apresentaram propor¢do de fase
aquosa: fase oleosa de 9:1, os tensoativos com caracteristicas hidrofilicas, mais polares,
resultariam em formulacdes mais estaveis. O Mono-oleato de sorbitano possui EHL=4,7, sendo
assim, esse tensoativo seria 0 mais indicado para formulacGes com caracteristicas A/O. Dessa
forma, o indice de polidispersividade elevado das formulagdes NCLA1 e NCLA2pode ser
decorrente dos tensoativos utilizados. O menor didmetro médio obtido foi para a FA 001 e o
indice de polidispersividade foi mais elevado nas formulacdo NCLA1 e NCLAZ2. Nos resultados
relativos ao indice de polidispersividade, valor igual ou menor a 0,200 pode indicar uniformidade
adequada no tamanho das particulas (KOVACEVIC et al., 2011).

Conceitualmente, as emulsdes sdo consideradas fisicamente instaveis quando:

)] A fase interna ou dispersa tende a formar agregados de goticulas;

i) Grandes goticulas ou agregados de goticulas surgem na superficie ou depositam-se no
fundo, formando uma camada concentrada na fase interna;

iii) Todo o liquido ou parte do liquido da fase interna separa-se e forma uma camada distinta
na superficie ou no fundo do frasco (ALLENet al., 2007). Nas nanoparticulas, esses
fendbmenos de instabilidade também s&o observados.

De acordo com a equacéo de Stokes (Lei de Stokes = O movimento de um corpo em um

meio viscoso €é influenciado pela acdo de uma forca viscosa, Fv, proporcional a velocidade, v, e

definida pela relacdo Fv = bv) a velocidade de separacdo da fase dispersa de uma emulsdo pode
estar relacionada a fatores como tamanho de particulada fase dispersa, diferenca de densidade
entre as fases e viscosidade da fase externa(ALLEN, POPOVICH, ANSEL,2007).

Dessa forma, para aumentar a estabilidade de uma emulséo, o tamanho do globulo ou
particula deve ser reduzido ao menor tamanho possivel. Na técnica de homogeneizacéo a quente
uma dispersdo de particulas (pré-emulsdo) € impulsionada a alta pressdo, de 100 a 2000 bar,

atraveés de uma cavidade estreita em alta velocidade (100km/h) ao encontro de uma barreira. Esse
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choque com a barreira, possibilita a formacéo das nanoparticulas, que € uma particula de tamanho
muito reduzido, em que aumenta-se a estabilidade do sistema (MARCATO & DURAN, 2008).
Outro ponto importante envolve a diferenca de densidade entre as fases interna e externa, deve
ser minima e a viscosidade da fase externa deve ser razoavelmente alta (ALLEN, POPOVICH,
ANSEL,2007).

Com o objetivo de aumentar a estabilidade da formulagéo, adionou-se o Lutrol Micro 68
MP®, cuja funcdo é aumentar a viscosidade externa da formulacdo do carreador lipidico
nanoestruturado. Esta substancia (polaxamer) consiste de mistura polidispersa, de complexo de
macromoléculas nao ionicos, de massa molar entre 760 — 9510 g/mol e apresenta EHL acima de
20 e pode ser utilizado para aumentar a solubilidade em &gua de substancias oleosas,
hidrofébicos. Além disso, esse componentepode aumentar asolubilidadede duas substancias com
diferentes hidrofobicidades. Por essa razdo, esses polimeros sdo normalmente utilizados em
aplicacdes industriais, cosméticos e produtos farmacéuticos.Adicionalmente, estudos divulgados
na literatura, demonstraram que o Lutrol Micro 68 MP®diminui a coalescéncia de emulsdes, ou

seja, auxilia para que ndo ocorra a agregacao das particulas.

Aqueous phase

Thicker shear plane

S
b
22 T
=2 Bn’
Figura 7. llustracdo da acdo dos blocos dos polimeros na estrutura da micela.
Fonte: BASF_Lutrolmicro.
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Outro componente da formula de fundamental importancia € o lauril sulfato de sodio.
Esse tensoativo aniénico sulfonato, cuja parte lipofilica tem carga negativa confere carga
negativa aos carreadores lipidicos nanoestruturados(PEIXOTO, 2013).A carga negativa na
superficie dos carreadores interfere diretamente na estabilidade da formulacdo e uma vez que
existe disponibilidade de carga, ocorre 0 movimento de repulsdo entre as particulas, evitando a
formagéo de aglomerados.

A lecitina de soja, outro componente utilizado na formulacdo, também é um agente
emulsionante. A lecitina de soja é um sub-produto do processo de fabricacdo do 6leo da soja,
constituida de um grande nimero de acidos graxos, lipidio, proteinas, pigmentos e fosfolipidio de
diferentes estruturas moleculares, com a fosfatidilcolina representando de 10 a 20% (MERTINS,
2004). Essa matéria-prima € muito utilizada na industria alimenticia e farmacéutica, pois é
considerada agente tensoativo ndo toxico, que auxilia na formacéo da emulséo.

O lipidio solido palmitato de cetilaé um éster de alcool e acidograxo, de cadeia longa,
saturada e ceroso. Essascaracteristicas conferem elevado grau de compatibilidadecom a pele,
toque seco e ndo-oleoso. E bastante estavel ao processo de oxidagdo, uma vez que apresenta
baixo indice de iodo (MICHALUN & MICHALUN, 2010). O palmitato de cetila é muito
utilizado no desenvolvimento de emulsdes, pois aumenta a viscosidade da fase externa da
emulsdo, aumentando a estabilidade das mesmas. No desenvolvimento dos carreadores lipidicos
nanoestruturados, o palmitato do cetila é o lipidio sélido (&cido graxo saturado) utilizado para a
formacdo da matriz molecular imperfeita (FANG et al., 2008; PARDEIKE, HOMMOSS &
MULLER, 2009).

A utilizacdo de lipidos sélidos e liquidos, como matrizes para a preparacdo de sistemas
nanométricos de liberacdo de farmacos assegura muitas vantagens em relacdo a outros materiais,
em especial:biocompatibilidade, baixa citotoxicidade, controle modificado na liberagdo do
farmaco e producdo em escala industrial (PEDERSEN et al., 2006; CAVALI et al.,1997;
MULLER, PETERSON, PARDEIKE, 2007).

O oleo da polpa e da améndoa da bocaiuva apresentarambons resultados na formacédo de
carreadores lipidicos nanoestruturados, demonstrando que podem ser alernativa de origem
vegetal para formacdo de tais estruturas.Além da rica composi¢éo de acidos graxos, a presenca de
terpenos e carotenoides, demonstra que o Oleo dabocaiuva pode ter finalidade cosmeética e

terapéutica. A logao Dersani®, muito utilizada em hospitais para tratamento de escaras, consiste
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de locdo oleosa a base de A.G.E. (acidos graxos essenciais) com vitaminas A e E, que revitaliza e
mantém o equilibrio hidrico da pele, melhorando sua elasticidade. O principal acido graxo é o
acido linoleico, que auxilia na prevencdo da formacdo de escaras e contribui para o
restabelecimento da integridade da pele (BRUZI & MENDES, 2011), sua composi¢cdo muito
assemelha-se ao Oleo da améndoa da bocaiuva. Novos estudos podem ser conduzidos em

formulagdes acrescidas do 6leo da améndoa da bocaiuva para avaliar a eficacia dermoterapéutica.

5.2.2 Avaliacao preliminar da estabilidade dos carreadores lipidicos nanoestruturados

Os resultados da avaliacdo preliminar da estabilidade estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Avaliagdo preliminar da estabilidade das formulacBes carreadores lipidicos
nanoestruturados (NCL)

Formulagdes Centrifugacao Estresse térmico
Aspecto
NCL1 N N
NCL2 N N
NCL3 N N
NCL4 N N
NCLA1 N LM
NCLA2 N LM

Legenda: N: normal LM: ligeiramente modificado NCL1 (TCCA:OPB); NCL2
(TCCA:OAP); NCL3 (OPB); NCL4 (OAB); NCLA1 (OPB + MoS); NCLA2 (OAB+
MoS) - OPB: 6leo da polpa da bocaiuva; OAB: 6leo da améndoa da bocaiuva;

MoS: Monoestearato de Sorbitano

As formulacbes NCLAL eNCLAZ2 apresentaram instabilidade ap6s o teste de estresse
térmico. Essas duas formulacBes foram desenvolvidas a partir dos resultado obtidos para o
calculo do EHL critico para o 6leo da polpa e 6leo da améndoa da bocaiuva. No calculo do EHL
critico realizado no capitulo 1, a melhor emulséo foi obtida na proporcao de 9:1 Mono-oleato de
sorbitano e Monoestearato de sorbitano . Esse resultado nos fornece dado importante, de que o

processo de emulsionamento convencional ndo reproduz nos sistemas nanoestruturados lipidicos.

5.2.3 Teste de Estabilidade Normal

A Tabela 10 apresenta os resultados do Teste de Estabilidade Normal das formulacdes
carreadores lipidicos nanoestruturados.



Tabela 10. Estabilidade Normal dos sistemas carreadoros lipidicos nanoestruturados (NCL).

Condicdes de Armazenamento

T.E.N. Refrigerador Tem Amb Estufa
(5,0£2,0° C) (25,0 £ 2,0° C) (45,0 £ 2,0° C)

Luz Solar Indireta

(25,0 + 2,0° C)

Variaveis 1 7 15 30 60 7 15 30 60 7 15 30 60
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NCL2 H
NCL3 H
NCL4 H
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Legdenda: L.A = Levemente azulada (apés leve agitacdo no frasco) C= caracteristico H= homegéneo Legenda: NCL1 (TCCA:OPB); NCL2
(TCCA:OAP); NCL3 (OPB); NCL4 (OAB); NCLAL (OPB + MoS); NCLA2 (OAB+ MoS) - OPB: 6leo da polpa da bocaiuva; OAB: o6leo

da améndoa da bocaiuva;
MoS: Monoestearato de Sorbitano
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As Figuras 8, 9, 10 e 11 apresentam graficamente as variacdes do potenciais
hidrogenidnicos (pH) dos carreadores lipidicos nanoestruturados quando submetidos as
condicdes de armazenamento (refrigerador, temperatura ambiente, estufa e luz solar indireta)

em um determinado intervalo de tempo (1 a 90 dias, com leituras intermediarias).

Refigerador

6,5
6
— ———FR3
/>< e FR4
5,5

e F A 1

pH

5 T T T T T T 1
1 7 15 30 60 90

Tempo (dias)

Figura 8.Variacdo do pH das formulagdes: NCL1, NCL2, NCL3, NCL4, NCLAl e NCLA2
quandosubmetidas a refrigeracdo. A formulagdo NCL1 teve variagdo de pH A% =ph = 7,6;
NCL2 pH A% =9,6 NCL3 pH A% = 7,4; NCL4 pH A% =9,2; NCLA1 pH A% =15,7 ¢
NCLA2 pH A% = 12,06

7

Temperatura ambiente

-

6,5
——FR1
// —_—FR2
E 7/

——FR4

5,5 FA1
s EA D

5 T T T T T T 1
1 7 15 30 60 90
tempo (dias)

Figura 9.Variacdo do pH das formulages: NCL1, NCL2, NCL3, NCL4,NCLAl1 e NCLA2
quando submetidas a temperatura ambiente. A formulagdo NCL1 teve variagdo de pH A% =
7,6;

NCL2 pH A% = 9,6; NCL3 pH A% =3,7, NCL4 pH A% =7,4; NCLA1 pH A% = 14,0 ¢
NCLA2 pH A% = 15,5
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’ Estufa
6,5
——FR1
——FR2
pH 6 ——FR3
——FR4
S / —FA1
z o
1 7 15 30 60 90
Tempo (dias)

Figura 10. Variacdo do pH das formulagfes: NCL1, NCL2, NCL3, NCL4, NCLAle
NCLAZ2 quando submetidas a Estufa. A formulagdo NCL1 teve variagdo de pH A% = 26,9;
NCL2 pH A% = 25,0; NCL3 pH A% =20,3; NCL4 pH A% = 18,5 ; NCLA1 pH A% =10,5¢
NCLA2 pH A% = 13,7.

7 . .
Luz solar indireta
6,5
e FR 1
/ —FR2
6 / FR3
= FR4
e A ]
5,5 ~
e A 2
5 T T T T T T 1
1 7 15 30 60 90

Figura 11. Variacdo do pH das formulagfes: NCL1, NCL2, NCL3, NCL4,

NCLAL e NCLA2 quando submetidas a luz solar direta. A formulacdo NCL1 teve variacdo
de pH A% = 7,6; NCL2 pH A% = 9,6; NCL3 pH A% =7,4; NCL4 pH A% = 11,1; NCLAI pH
A% =8,7 e NCLA2 pH A% = 8,6

As maiores variacdes foram constatadas na condicdo de armazenamento na estufa e
esse resultado era previsto. A elevacdo da temperatura reflete diretamente na estabilidade
fisica, fisico-quimica e quimica de insumos cosméticos e formas farmacéuticas. Sob a

temperatura ambiente, luz solar indireta e refrigerador as variagdes do pH (A%) foram
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menores, mas todas as leituras realizadas e apresentadas na Tabela 10 mantiveram-se na faixa
de pH fisiologico compativel com a pele (6,0 a 7,2) (BABY et al., 2008; CASTELI et al.,
2008). Entretanto, essas variagdes ndo foram perceptiveis visualmente pelo analista e 0s
outros aspectos fisico-quimicos avaliados permaneceram inalterados.

Considerando os resultados obtidos € possivel observar que ambos os sistemas
apresentaram estabilidade semelhante.Porém, o sistema lipidico além de apresentar DHM
menor, entre 111 e 145 nm, sua preparacdo nao inclui a adi¢do de solventes organicos. Além
disso, 0 método de homogeneizacdo a alta pressdo permite a obtencdo desses sistemas em
escala industrial. Dessa maneira, os sistemas poliméricos foram excluidos para a proxima

etapa. Essa etapa refere-se as avaliac@es de citotoxicidade e de fotoprotecéo.
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6 CONCLUSOES

O oOleo da polpa e o Oleo da améndoa do fruto da bocaiuva permitiram o
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados inovadoreslipidicos e poliméricos, com
potencial atividade antioxidante e de fotoprotecéo.

Os sistemas nanoestruturados poliméricos (NP1, NP2, NP3 e NP4) revelaram diametro
hidrodindmico médio (DHM) entre 192,55 + 8,25 e 271,65 + 0,1,indice de polidispersividade
(IP) entre 0,109 + 0,077 e 0,274 + 0,08 eo Potencial zeta (P;) entre -21,1 + 2,30 e -27,35 *
0,7.

Os sistemas nanoestruturados lipidicos (NCL1, NCL2, NCL3, NCL4, NCLA1 e
NCLAZ2) revelaram DHM entre 111,35 + 2,70 e 145,8 + 6,54 , IP entre 0,16 € 0,29 + 0,01 e
Potencial zeta (P,) entre -34,45 + 13,5 e -49,42 £ 6,75.

O pH dos sistemas nanoestruturados lipidicos NCL1, NCL2, NCL3, NCL4, ndo
apresentaram alteracdes significativas quando armazenadas sob refrigeracdo, a temperatura
ambiente e sob luz indireta, por periodo de 90 dias.

O pH dos sistemas nanoestruturados poliméricos NP1, NP2, NP3 e NP4 ndo
apresentaram alteracGes significativas quando armazenadas sob refrigeracdo, a temperatura
ambiente e sob luz indireta, por periodo de 90 dias.

Considerando os resultados obtidos, conclui-se que os sistemas com maior potencial
de aplicacdo em preparacdes dermocosméticas sdo: NCL3 e NCL4, contendo apenas os 6leos

de bocaiuva, sem a adig&o dos triglicérides dos &cidos céprico e caprilico.
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OLEO DA POLPA E OLEO DA AMENDOA DA BOCAIUVA (Acrocomia aculeata):

Avaliacao do potencial citotoxico e fator de protecao solar in vitro
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RESUMO

O envelhecimento da pele € um processo complexo composto por fendmenos sequenciais que
promovem alteragdes estruturais e funcionais. Existem diferentes vias que conduzem ao
fotoenvelhecimento e os seus mecanismos ainda ndo foram totalmente elucidados. Porém,
sabe-se que a formacdo de espécies reativas de oxigénio (radicais livres), a indugdo de
metaloproteinases na matriz e o fato do crescimento (TGF-p) refletem aspectos centrais desse
processo. Conhecendo, mesmo que parcialmente, oprocesso do envelhecimento, 0s seus
fatores intrinsecos e extrinsecos relacionados aos radicais livres, e a exposicdo solar, €
possiveljustificar a intensidade das pesquisas edas descobertas de novos insumos com
potencial atividade antioxidante, bem como, produtos que possuem acdo fotoprotetora. Esses
tém papel fundamentalno combate aos radicais livres e conseqiientemente no retardo do
envelhecimento precoce. A exposicdo da pele a radiacdo UV (RUV) induz a expressdo,
principalmente, de metaloproteinases e essas proteinas sdo capazes de degradar
completamente colageno dérmico. Nessa etapa do trabalho foi avaliada a atividade
fotoprotetora do sistema carreador lipidico nanoestruturado contendo o 6leo da polpa da
bocailva (NCL3), da améndoa da bocaitva (NCL4), e o potencial citotoxico da formulacéo
NCL3. Com o propdsito comparativo, os ensaios foram conduzidos utilizando formulagéo de
referéncia (NCLB), cuja composicdo ndo tinha os 0Oleos da bocaiuva e o lipidio liquido
utilizado foi o TCCA. Os sistemas foram aditivados dos filtros quimicos: octrocrileno e
avobenzona. Na avaliacdo da atividade fotoprotetora in vitro dos sistemas nanocarreadores
lipidicos, o melhor resultado foi aquele para o sistema carreador lipidico nanoestruturado
contendo o Oleo da améndoa da bocaiuva, aditivada do filtro quimico (NCL8). O fator de
protecdo solar (FPS) de 14 da formulacdo base aumentou 31 quando adicionou-se ao sistema
20% p/p da NCL8. Para o sistema carreador lipidico nanoestruturado contendo apenas o 6leo
da améndoa, o resultado também foi satisfatorio, obtendo-se FPS de 27. As formulacbes
NCLB e NCL3 apresentaram a mesma primeira concentracdo ndo citotoxica (0,098%) e a
formulacdo NCL7 (contendo o OCT/AVO) apresentou a primeira concentracao citotoxica em
0,024%, demonstrando faixa menor de seguranca para aplicacdo em culturas celulares.
Considerando a composicdo quimica dos 6leos da bocaiuvaapresentados no Capitulo 1, rico
em acidos graxos, oligoelementos, terpenos e B-caroteno, acredita-se que ha elevado potencial
de utilizacdo dos 6leos desse fruto em formulacdes de uso tdépico com acdo antioxidante, e
coadjuvante de formulacdo para dispersdo de filtros quimicos, promovendo o0 aumento da
acao fotoprotetora.

Palavras-chaves: nanocarreador lipidico, sistemas carreadores lipidicos nanoestruturados,
6leo da améndoa da bocaiuva, 6leo da polpa da bocaiuva, fotoprotecéo, citotoxicidade
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Pele e envelhecimento cutaneo: aspectos gerais

A pele é 0 maior e mais extenso 6rgao do corpo humano e determina o limite com o
meio externo. Atinge 16% do peso corporal e exerce multiplas funcBes, entre as quais
podemos citar: a regulacdo térmica, a prevencdo da perda de agua transepidermal, a defesa
organica, o controle do fluxo sanguineo, a protecdo contra diversos agentes exdgenos e
funcdes sensoriais (calor, frio, pressdo, dor e tato). E constituido basicamente por trés
camadas: epiderme, derme e hipoderme Figura 1.(HADI et al., 2015;JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004; BOER et al., 2016).

Poro Corpusculo gle%nédcglaa
sudoriparo e feissner Pélo
\ \ Camada cornea

Epiderme (queratinizada)
Terminagao
nervosalivre

Derme- : : ‘ Glandula
N sudoripara

Musculo eretor
do pélo

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Veia Foliculo piloso
Figura 1.  Estrutura  Histolégica da  Pele. Acessado em  07/07/2016

(http://www.auladeanatomia.com/novosite/sistemas/sistema-tegumentar)

A camada mais externa é a epiderme, composta por tecido epitelial pavimentoso
queratinizado. A epiderme é constituida pelas seguintes camadas: basal, espinhosa, granulosa
e cornea. A camada basal também é conhecida como germinativadevido a sua intensa
atividade mitética, sendo esta responsavel pela constante renovacdo da epiderme. Algumas

das funcBes da camada basal sdo: camada espinhosa, com células poligonais, cuboides ou
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ligeiramente achatadas, tem como funcdo a manutencdo da coeséo das células da epiderme e
resisténcia ao atrito;camada granulosa, rica em matriz extracelular, importante para torna-la
impermedvel a agua e outras moléculas;camada Lucida, presentes na pele glabra, ela
apresenta células achatadas, de aspecto hialino, contendo enzimas auto-digestivas,
responsaveis pela destruicdo de suas organelas citoplasmicas e seus nicleos; camada cérnea,
com a presenca de células achatadas, mortas e sem nucleo, cujo citoplasma € repleto de
queratina, rica em ligagdes dissulfeto (S-S).

A epiderme, além dessas camadas importantes, apresenta trés tipos de células:
melandcito, que produz o pigmento melanina; langerhans, células de defesa; e merkel, que
agem como receptores tateis.

A outra camada é a derme, constituida de tecido conjuntivo. Esse tecido € rico em
fibras colagenas e elasticas, na qual a mesma encontra apoio; vasos sanguineos e linfaticos;
nervos e terminacGes nervosas. Pode apresentar espessura variavel e tem como principais
funcdes a resisténcia, (por meio da papila dérmica) e a elasticidade da pele. As papilas
dérmicas facilitam a nutricdo das células epidérmicas pelos vasos sanguineos da derme
(HADGRAFT, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Por ultimo, a hipoderme. Camada mais profunda da pele, formada por tecido
conjuntivo frouxo, que une de maneira pouco firme a derme aos érgdos subjacentes. Possui
camada variavel de tecido adiposo, que proporciona protecao contra o frio (GOLDSMITH,
1990; EDWARDS & MARKS, 1995; BECHELLI & CURBAN, 1975; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

A pele diz muito sobre a identidade e a maneira com a qual o individuo se apresenta
ao mundo, com toda a sua beleza, cor, marcas e cicatrizes. Na velhice, por exemplo, sdo as
rugas que expressam no rosto senil,0 passar do tempo,ejustamente por querer manter a
aparéncia mais jovial que as pesquisas na area de antienvelhecimento sdo incessantes,
motivando consumidor e produtor na busca por tecnologias inovadoras.

O envelhecimento da pele € um processo complexo composto por fendmenos
sequenciais que promovem alteracdes estruturais e funcionais. Existem muitas vias que
conduzem ao fotoenvelhecimento e esses mecanismos ainda ndo sdo muito bem elucidados,
porém, sabe-se que a formacao de espécies reativas de oxigénio (radicais livres), a inducéo de
metaloproteinases na matriz e o fato de crescimento (TGF-P) refletem aspectos centrais do
envelhecimento da pele (TYLMAN et al., 2016; DOREN, 2015; PITTAYAPRUEK et
al.,2016; IMOKAWA & ISHIDA, 2015; NEWTON et al.,2015; REHMAN, KONDO &
SHIMIZU, 2015; TEWARI et al., 2014; LESIAK et al., 2016).
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Os tecidos conjuntivos sdo compostos por células e matriz extracelular, a qual consiste
de substancia fundamental e fibras. A matriz extracelular é composta principalmente de
colageno | e 11, elastina, proteoglicanos e fibronectina. Na pele exposta a radiacdo UV, pode-
se observar a desorganizagdo das fibras de colageno, aumento da producdo de elastina com
depdsitos prejudiciais, diminuicdo da quantidade de colagenio | e Il e a juncdo dermo-
epidérmica e achatada, além de sua funcdo também ser afetada (TYLMAN et al., 2016;
DOREN, 2015; PITTAYAPRUEK et al.,2016; IMOKAWA & ISHIDA, 2015; NEWTON et
al.,2015; REHMAN, KONDO & SHIMIZU, 2015; TEWARI et al., 2014; LESIAK et al.,
2016).

A nivel molecular, a pele envelhecida é acompanhada por maior producdo de
metaloproteinase, levando a degradacdo da matriz extracelular. As metaloproteinases de
matriz (MMPSs) sdo enzimas proteoliticas que tém a capacidade para degradar o colageno,
fibras elasticas e outras proteinas localizadas dentro do tecido conjuntivo. A sua atividade
biolégica é modulada principalmente por inibidores tecidulares de metaloproteinases de
matriz (TIMP) (TYLMAN et al., 2016; DOREN, 2015; PITTAYAPRUEK et al.,2016;
IMOKAWA & ISHIDA, 2015; NEWTON et al.,2015; REHMAN, KONDO & SHIMIZU,
2015; TEWARI et al., 2014; LESIAK et al., 2016; HAAKE et al.,2004) As MMPs séo
classificadas como colagenases, gelatinases, estromelisinas e MMPs do tipo membrana. Com
base na sua estrutura e especificidade do substrato, que podem ser categorizadas em cinco
subgrupos principais: (1) colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13); (2) as gelatinases
(MMP-2 ¢ MMP-9); (3) estromelisinas (MMP-3, MMP-10 e MMP-11); (4) matrilisinas
(MMP-7 e MMP-26); e (5) do tipo membrana (MT) MMPs (MMP-14, MMP-15, e MMP-16).
As MMPs estdo envolvidas em muitos eventos fisiologicos e patolégicos proteoliticas
incluindo embriogénese, cicatrizacdo de feridas, inflamagdo, angiogénese e cancer. Em
numerosos estudos foi demonstrado que a exposi¢cdo da pele a radiacdo UV (RUV) induz a
expressao, principalmente, de trés metaloproteinases: colagenase, gelatinase de 92 KD e a
estromelisina 1. Essas proteinas sdo capazes de degradar completamente o colageno dérmico.
O processo ¢€ iniciado por MMP-1 (colagenase-1). A MMP-1 cliva o colageno tipo I, que é
posteriormente degradado por outras enzimas. Apds clivado, o colageno | desnatura-se
formando a gelatina que é degradada pela MMP-2 e MMP-9 (COTRIM et al. 2002;
STAMENKOVIC, 2000). Tewari e colaboradores (2014),evidenciou que a MMP-1, MMP-3 e
MMP-9 sdo enzimas colagenoliticas UV-indutivel primarias de iniciacdo da degradacdo de

colagneos fibrilares, na pele humana.



104

Além das metaloproteinases, a literatura recenterelata a catepsina e a progerina como
as mais novas proteinas envolvidas no processo do envelhecimento. As catepsinas sdo um
grupo de proteases com atividades colagenoliticas e elastinolitica, mas o seu papel na pele
envelhecida pela luz é apenas parcialmente conhecida. Progerinaconstitui forma anormal de
lamina A. Em estudos recentes, essa proteina é conhecida por sua participagdo no processo de
fotoenvelhecimento da pele.

Outra via de envelhecimento é o complexo de TGF-B / Smad. Factor de crescimento
transformante-beta (TGF-P) ¢ o principal regulador da sintese de colageno na pele. Tem sido
relatado que a irradiacdo UV também prejudica a sinalizacdo TGF-B / Smad regulando
negativamente a transcri¢do. Lesiak e colaboradores (2016), realizou estudo para comparar 0s
efeitos da exposicdo RUV (radiacdo UV)em férias de curto periodo e o tempo de duragdo da
exposicdo a radiagcdo UV, na expressdo de MMP-8, B1 TGF ¢ Smad2, em bidpsias de pele
humana. Nesse estudo, os autoresconcluiram que a diminuicdo na expressdo de TGF-B1 e
Smad2 consiste de biomarcador persistente do fotoenvelhecimento da pele, enquanto que o
aumento da expressdo de MMP-8, em queratindcitos, pode ser considerado como marcador da

exposicao aguda ao sol.

1.2 Radicais Livres e 0 Envelhecimento Cutaneo

O envelhecimento cutaneo pode ser acelerado (envelhecimento precoce) com reacbes
de oxidagBes quimicas e enzimaticas, que envolvem a formagdo de radicais livres (RL). Os
radicais livres por atuarem na desidrogenacdo, hidroxilagdo e na glicacdoprotéica podem
ocasionar danos ao DNA (HIRATA, 2004).

Os RL sdo espécies quimicas na forma de &tomo ou moléculas, que possuem elétron
desemparelhado (elétrons ndo pareados) na sua 6rbita mais externa. Essa situacdo implica em
alta instabilidade energética e cinética, e o objetivo desse eletron desemparelhado é se manter
estavel. Para isso, precisam doar ou retirar um elétron de outra molécula (WICKENS, 2001,
KOHEN, 1992),e dessa formaocorre o dano celular (Figura 2).

Muitas formas de cancer sdo consideradas como o resultado de reagdes entre radicais
livres e DNA, promovendo mutacGes que podem afetar negativamente o ciclo celular e,
potencialmente, levar a malignidade (Mei-Ren et al., 2016; BIANCHI E ANTUNES, 1999).

Além disto, os radicais livres que promovem o processo de envelhecimento, tambémforam
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relacionados com as doencas cardiacas, mal de Parkinson e Alzheimer (VELLOSA et. al.
2007).

Células Células Células com
normais atacadas por estresse
radicais livres oxidativo

Figura 2. Demonstracao do ataque de radicais livres as células normais e o efeito do Estresse

oxidativo. Acessado em 24/05/2016 (http://www.ortomoleculardrhigashi.med.br)

A formacdo de RL conduz ao estresse oxidativo, processo no qual reacbes em cadeia
originardo alteracdes em proteinas extracelulares e a modificagdes celulares. O maior dano
causado pelo estresse oxidativo é a peroxidacdo dos acidos graxos constituintes da dupla
camada lipidica. Esses fendmenos podem inclusive levar a morte celular (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997). A principal fonte endégena de radicais livres é o proprio oxigénio.Na
reacdo de oxidagdo nas mitocondrias, estima-se que de 1 a 2% dos elétrons sdo perdidos
durante o transporte, originando a formacdo de superoxido (O, e conseqlientementea outras

como o peroxido de hidrogénio e radicais hidroxilas (HIRATA et al. 2004).

Complexo I

NADH + HY —=NaD* 0, -
sucdnato ——----=fumarato

Complexo | Complexo IV

Complexo Il

ADP+Pi  ATP
Figura 3. Transporte de elétrons mitocondrial. Acenssado em 17/05/2016

(‘'http://dc151.4shared.com/doc/LkbLVHPA/preview.html)
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Algumas mitocondrias podem apresentar deficiéncias enzimaticas na cadeia
respiratdria, liberando quantidades excessivas de radicais livres para o citoplasma, expondo o
nucleo e outros componentes celulares ao oxigénio reativo (SHARMA& MORGAN, 2001).

Outros processos endogenos também sdo fontes de radicais livres: fagocitose durante o
processo de inflamacéo, ativagdo do metabolismo de &cido araquiddnico e enzimas.

A enzima xantina oxidase, que converte a xantina em &cido Urico, também converte o
oxigénio em superdxido, ja a enzima oxido nitrico sintase(NOS) pode produzir radicais nitro
(NO) diretamente na pele.

Fatores exdgenos importantes como fontes de radicais livres sdo: radiacdo ultravioleta
e alguns fatores ambientais; pesticidas, fumaca de carro, cigarro, medicamentos,
sedentarismo.

Os danos celulares sdo tdo grandes quando “atacados” pelos radicais livres, que o
nosso organismo possui dois importantes sistemas de defesa: enzimaticos e a dos
antioxidantes de baixo peso molecular.

Os sistemas enzimaticos incluem a superdxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase que detoxificam, respectivamente, os radicaisperdxido, perdxido de hidrogénio e
hidroperoxidos lipidicos. Durante o metabolismo oxidativo normal nas mitocondrias, as
enzimas da matriz manganés superéxido dismutase (MnSOD) e glutationa peroxidase,
eliminam os radicais livres produzidos (HIRATA et al, 2004).

O sistema de defesa ndo enzimatico inclui os carotenoides, o acido ascorbico
(vitamina C hidrossoluvel); a-tocoferol (vitamina E lipossoltvel), ubiquinol (coenzima Q-10)
e substancias quelantes de ions metélicos. Com o decorrer da idade, h4 um declinio na
eficiéncia desses sistemas de protecéo e isso pode indicar que a geracéo dos radicais livres e a
gueda dessas defesas, tem papel significativo no envelhecimento.

Conhecendo, embora com limitacdes, o processo do envelhecimento, os seus fatores
intrinsecos e extrinsecos relacionados aos radicais livres, e a exposicdo solar, pode-se
entender o porqué de tantas pesquisas para a descobertas de novos insumos com potencial
atividade antioxidante, bem como produtos que possuam agdo fotoprotetora. Essestém papel
de fundamental importancia no combate aos radicais livres e,consequentemente, no retardo ao
envelhecimento precoce.

Considerando a composicdo quimica dos Oleos da Bocailva, apresentados
anteriormente no capitulo 1, rico em acidos graxos,oligoelementos, terpenos e beta-caroteno,

acredita-se que haelevado potencial de utilizacdo dos 6leos desse fruto em formulagdes de uso
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topico com acdo antioxidante e fotoprotetora. Nesse ultimo caso, sua fungdo é decoadjuvante
de formulacédo para dispersao de filtros quimicos, promovendo acdo sinérgica fotoprotetora.
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2 OBJETIVOS

i) Preparacdo dos sistemas carreadores lipidicos contendo o 6leo da polpa ou
améndoas da bocaiuva;

i) Preparacdo dos sistemas carreadores lipidicos contendo o dleo da polpa ou
améndoas da bocaiuva aditivadas de filtro quimico;

iii) Avaliacdo do potencial citotoxico dos sistemas carreadores lipidicos
nanoestruturados contendo o dleo da polpa da bocailva comparado a
formulacdo de referéncia;

iv) Avaliacdo da fotoprotecdoin vitro dos sistemas carreadores lipidicos

nanoestruturados contendo o dleo da polpa da bocailva e da améndoa da

bocaillva
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3 MATERIAL

3.1 Equipamentos

Agitador de Tubos vortex, labdancer, IKA®;

Agitador Magnético com aquecimento, modelo Q261, Quimis®;
Agitador magnético com aquecimento, Quimis®, Q261

Agitador Mecanico, modelo T25 basic, KikaLabortechnik®;
Agitador ULTRA Turrax®, IKA T 50

Balanca analitica (precisdo 1mg-220g), Shimadzu®;

Balanca semi-analitica ,Shimadzu®;

Centrifuga Excelsa Baby | 206, Fanem®

Centrifuga, VWR™ — Modelo Galaxy 16D

Cubetas de quartzo, com 1cm de caminho 6tico;

Embalagens de vidro com tampas de plastico capacidade de 100 g
Embalagens pléasticas de PVVC opacas com capacidade de 30g, Vepakum;
Espectrofotdmetro UV-2000S Labsphere®

Espectrofotdmetro UV-VIS Evolution 600"

Espectrofotdmetro, GENESYS™, Rochester, USA, SPECTRONIC®20
Estufa com graduacéo de temperatura entre 0 a 100° C, Nova Etica®
Estufa com graduacéo de temperatura entre 0 a 100° C, Nova Etica®;
Filtro 142 WW MILLIPORE®;

Homogeneizador de alta pressdo, Alitec A10®

Geladeira, Electrolux®, Infinity DF80X

Peagametro, Quimis®

Placa aquecedora com agitacdo, Quimis®

Placa de poli-metilmetacrilato (PMMA)

Potencidmetro, Quimis®

Purificador de Agua, Milli Q®

Termo-Higrometro 7666 - Incoterm®



Termodmetro decimal, escala de 0 a 100° C, Modelo 5097, Incoterm®
Ultracentrifuga, - Modelo Galaxy16D, VWRTM®

Zetasizer Nano Zs — Malvern Instruments, Malvern®

3.2 Matérias-primas, solventes e reagentes

Acetona P.A. Synth®;

Avobenzona, G.F.,

Agua purificada Milli-Q®;

Fibroblato Humano, Corning Inc, New York)

Lauril Sulftato de Sédio G.F., Merck®

Lecitina de Soja P6, G.F., (Lecithin), Mapric®;

Polimero de metiloxirano com oxirano G.F. (Lutrol micro 68 MP®), Basf;
Monoestearato de sorbitano G.F. (Span60®), J.T. Baker;

Monooletado de sorbitano G.F. (Monoestearato de sorbitano ), J.T. Baker;
MTT, 3-(4,5 dimetil-2-tiazol)2-,5-difenil-brometo de tetrazélio, Basf
Octocrileno, G.F.,

Oleo da polpa de bocaitiva, Cocal Brasil®;

Oleo da améndoa da bocaitva, G.F.,Cocal Brasil®;

Palmitato de Cetila, Mapric®;

Poli(e-caprolactona), P.A.,Sigma Aldrich®;

Triglicérides de acido caprico-caprilico, G.F.,Mapric®

110
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4 METODOS

4.1 Preparacao dos sistemas carreadores lipidicos nanoestruturados contendo o 6leo da

polpa da bocaitva

Para a realizagdo dos ensaios descritos nos objetivos i)Avaliacdo “in vitro” da
atividade antioxidante dos sistemas carreadores lipidicos nanoestruturados contendo o 6leo da
polpa da bocailva comparado a formulacdo de referéncia; ii) Avaliacdo do potencial
citotoxico dos sistemas carreadores lipidicos nanoestruturados contendo o éleo da polpa da
bocailva comparado & formulacdo de referéncia e iii) Avaliacdo do FPS in vitro ,foram
preparadas as formulacdes nanocarreadoras lipidicas conforme descritas na Tabela 1, tendo
como referéncia base as formulac6es inicialmente propostas na Tabela 4 (Capitulo 2).

Os componentes da fase oleosa foram transferidos na proporcao conforme a Tabela 1,
para obter quantidade final de 100 g. Em um béquer de 250 ml foi preparada a fase oleosa
constituida de: palmitato de cetila (&cido graxo saturado); o triglicérides dos acidos
caprico/caprilico (acido graxo insaturado); o 6leo da polpa ou 6leo da améndoa da Bocaiuva e
a lecitina de soja. Nas formulacdes aditivadas com filtros quimicos (octocrileno +
avobenzona, propor¢do 7:3) esses foram adicionados na fase oleosa. A fase oleosafoi
aquecida com auxilio de placa de aquecimento até a temperatura de 85°C(HAN et al., 2008).
Em outro béquer de 250 mL, foram transferidas a 4gua, o Lutrol® e o Monoestearato de
sorbitano  (Fase Aquosa). A fase aquosa foi homogeneizada com auxilio do agitador
magnético a 500 rpm, a 85,0°C por aproximadamente 5 minutos (até completa dispersdo dos
tensoativos). A fase aquosa foi dispersa na fase lipidica, sob agitacdo mecanica (8000 rpm)
utilizando agitador Turrax®, de modo a formar uma pré-emulsdo (TEERANACHAIDEEKUL
et al., 2008). Esta pré-emulsdo foi submetida a homogeneizacdo a alta pressdo,utilizando

cinco ciclos sucessivos a 500 bar (HAN et al., 2008). A massa final de cada lote foi de 100 g.
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Tabela 1. Formulagdes nanocarreadoras lipidicas contendo o 6leo da polpa da bocaiuva, ou

6leo da améndoa da bocaiuva e aditivadas com octocrileno/avobenzona

Fase lipidica % (p/p)

TACC 4,0 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Palmitato de Cetila 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Lecitina de soja po 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Oleo da polpa da bocaitva 0,0 0,0 4,0 00 40 0,0
Oleo da améndoa da bocaitva 0,0 0,0 0,0 4.0 0,0 4.0
OCT/AVO 7:3 0,0 1,0 0,0 0,0 1,0 1,0
Fase Aquosa % (p/p)
Lauril sulfato de sodio 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Lutrol micro 68 MP® 2,5 2,5 25 25 25 25
Monoestearato de sorbitano 2,5 2,5 2,5 25 25 25
Agua Purificada Milli-Q® qsp 83 82 83 83 82 82

Legenda: TACC: triglicerides de acido céprico caprilico; Avo: avobenzona ; Oct:

Octrocrieleno

A formulacdo de referéncia proposta na Tabela 3 (Capitulo 11) foi contemplada nessa
etapa de trabalhopara comparar com o desempenho das formulacdes acrescidas dos dleos em
estudo, sendo essa, denominada nessa etapa de NCL B (nanocarreador lipidica branco). Além
disso, com base na formulacéo de referéncia (NLC B), foram adicionados os filtros quimicos
(octocrileno e avobenzona), sendo denominado de NCL B + UV. As formulagdes
selecionadas para estudo no Capitulo 11 foram (NLC 3 e NCL 4). Nessas foram acrescidos 0s
filtros quimicos e assim designados de NCL 7 e NLC 8 respectivamente.

A caracterizacdo fisico-quimica das formulagdes foi realizada de acordo com o0s
procedimentos descritos no item 4.3 do Capitulo I1.

As formulacdes nanoparticulas poliméricas ndo foram desenvolvidas nesta fase do
trabalho. As raz0es para exclusdo destas sdo: utilizacdo de solventes organicos no seu preparo,

elevado tempo desprendido no processo e baixo rendimento.
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4.2 AvaliacGes do potencial citotoxico

O método utilizado para avaliacdo do potencial citotoxico foi MTT. O ensaio do MTT
¢ um metodo colorimétrico que tem como objetivo quantificar a atividade mitocondrial por
meio da reducdo do sal 3-(4,5 dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazdlio (MTT), de
cor amarela, resultando na formacdo de cristais de formazan, de cor parpura, em células
metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983).

O ensaio foi realizado em parceria com a empresa Chemyunion de acordo com a

metodologia descrita a seguir, para as amostras NLC Branco, NLC 3e NLC 7.

4.2.1 Cultura de Fibroblastos

Fibroblastos Humanos criopreservados foram semeados em garrafas de 75 cm2
(Corninglinc, NewYork, NY), cultivados e expandidos até pelo menos a quinta passagem, em
estufa Umida a 37°C empresenca de 5% de CO,, utilizando meio de cultura especifico. Ao
atingirem aproximadamente 80-90%Deconfluéncia, as células foram tripsinizadas (Trypsin-
EDTA solution), neutralizadas, centrifugadas (220x g) por 10 minutos, contadas em camara
de Neubauer e semeadas em placas 96 pocos (Nunc, USA)para posterior incubagdo com o
produto-teste e avaliacdo do potencial citotéxico (CHEMYUNION, 2016).

4.2.2. Determinacdo da viabilidade celular (citotoxicidade)

A viabilidade celular foi determinada por método colorimétrico que utiliza o corante
MTT (3-(4,5dimethyl thiazole-2yl)-2,5 diphenyltetrazoliumbromide) (Sigma Chemical, St.
Louis, Mo.), queconverte-se de brometo de tetrazolium amarelo (MTT) para formazan azul
pela enzima succinatodesidrogenase mitocondrial nas células viaveis. Fibroblastos humanos
foram semeados na densidade delx104 células/poco em placas de 96 pocos (Nunc, Roskilde,
DM). Os produtos-testes NCL BRANCO, NCL 3 e NCL 7 foram dissolvidos no meio de
cultura e adicionados a placa em uma diluigdo seriada na faixa de 0,0004 a 50,0%(p/v). A
cultura foi incubada por um periodo de 48 horas e 0 MTT foi entdo adicionado a cultura
naconcentracdo de 5 mg/mL (50 pL/pogo) a qual foi incubada por mais 4 horas. A
absorbancia de cadapoco foi determinada a 570 nm em um leitor de microplacas. A taxa de

morte celular foi expressa emporcentagem, conforme Equacéo 1 abaixo:
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% células mortas = 100 — absorbancia da amostra (poco tratato) Q)

absorbancia do controle

Tabela 2. Escala para classificagdo do potencial citotoxico estabelecido

intralaboratorialmente para ativos e produtos cosméticos:

>50% Citotoxicidade importante
>25% a <50% Citotoxidade moderada
<25% Citotoxicidade negligivel ou pouco
importante

4.3 Avaliacdo do fator de protecgdo solar in vitro

A eficécia fotoprotetora in vitro da i) formulacdo base e ii)formulacdo base aditivada
comdiferentes NLCs, foram avaliadas pelo espectrofotdmetro equipado com detector tipo
esfera de integragdo (UltravioletTransmittanceAnalyzer®, UV-2000S, Labspheres, US). As
amostras foram aplicadas separadamente na face rugosa das placas de PMMA (poli-
metilmetacrilato), na quantidade de 0,75 mg/cm®. Esperou-se a secagem o filme formado, em
temperatura ambiente (22,0 £ 2,0°C), por 30 minutos. As NLC’s foram adicionadas na
concentragdo de 20% na formulagéo base (Tabela 4).

Com as amostrasTabela 3 devidamente secas nas placas, realizaram-se as leituras
diretamente no equipamento, em nove pontos distintos, obtendo-se entdo os valores de
absorbancia (UV). O software do equipamento (UV2000), a partir dos valores obtidos das
absorbéancias, calculou o Fator de Protecdo Solar in vitro, o0 comprimento de onda critico (%c)
e a razdo UVA/UVB. (COMITE DE LIAISON DES INDUSTRIES DE LA PARFUMERIE,
2007; COUTEAU et al.., 2007; FERRERO et al., 2006; FERRERO et al., 2010; PISSAVINI
etal., 1993; SPRINGSTEEN et al., 1999; VELASCO et al., 2008).



Tabela 3. Avaliacgdo da eficacia fotoprotetora
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FB 0
FB + NLC B 20
FB + NLC B/UV 20
FB+NLC3 20
FB +NLC 4 20
FB + NLC 7 20
FB +NLC8 20

Legenda: FB. Formulacdo base

Tabela 4. Formulagdo Base FPS - ~ FPS 15

Composicéo INCI Concentracéo (p/p)
%

Parsol MCx Ethylhexyl Methoxycinnamate 3

Nipagin Methylparaben 0,1

Tinosorb S Bis-Ethylhexyloxyphenol 1,5
Methoxyphenol Triazine

Eusolex 4360 Benzophenona-3 3

Dry Flo PC Aluminium Starch 3
Ostenylsuccinate

Tween 80 Polysorbate 80 0,75

Nipazol Propilparaben 0,1

Didxido/Oxido de Néo aplicavel 1,8

Zinco

Agua Purificada gsp 100 ml
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdes fisico-quimicas dos nanocarreadores lipidicos

Os sistemas carreadores lipidicos nanoestruturadoscontendo o 0Oleo da polpa ou
améndoas da bocaiuva, aditivadas ou ndo com os
filtros quimicos foram caracterizados determinando-se o didmetro médio (DHM) de

particula, o indice de polidispersividade (PI), potencial zeta e pH.

Tabela 5. Caracterizacéo fisico-quimica dos nanocarreadores lipidicos

Andlises realizadas

Potencial zeta pH DHM Pdl
Formulacéo 50uS/Cm Meio
original
NCL B 51,7£2,42  -50,7£1,56 7,5 144,4+0,920 0,228+0,005
NCL B UV 46,9+1,76  -50,6+1,98 7,4 188,442,166 0,229+0,007
NCL3 58,7+0,90  -64,6+4,20 6,4 114,442,004 0,427+0,016
NCL4 47,8+2,13  -52,3+1,80 6,0 156,0+1,422 0,256+0,005
NCL7 63,545,73  -65,1+3,61 5,8 106,941,636 0,353+0,032
NCLS8 52,5+0,64  -56,7+2,46 5,6 185,242,138 0,248+0,012

As formulagOes apresentaram valores semelhantes para o potencial zeta e didmetro
médio quando comparados aos ensaios realizados no capitulo 2 para NCL 3 e NCL 4. Esse
resultado foi obtidopara lote do 6leo e condicdo de preparacéo diferentes. Nessa etapa a pré-
emulsdo foi submetida a cinco ciclos no homogeneizador a alta pressdo. Portanto, pode
observar a robustez do processo.

As formulagdes contendo o filtro quimico NCL B UV e NCL 8, tiveram seu diametro
aumentado em comparacdo com a formulacdo original. A formulagdo NCL 7 teve seu
tamanho reduzido. Lacatusu e colaboradores ( 2014), em estudo com 0leos vegetais, também
relatou valores menores de nanocarreadores desenvolvidos com 06leo de abobora. A

formulagcdo sem filtro quimico apresentou didmetro de 137,2nm e encapsulado com
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OCT/AVO, apresentou o diametro de 108,5 nm. Segundo o artigo, esse decaimento do
didmetro da particula, pode ser justificado pelo rearranjo da matriz lipidica durante o processo
de encapsulacdo (LACATSU et al., 2014).

O pH das formulacdes contendo os 6leos da boaciuva, apresentavam valor mais acido
em relacdo a formulacdo desenvolvida apenas com triglicerides de acido caprico caprilico. No
trabalho realizado por Bianchin e colaboradores(2015), os autores sugeriram que os resultados
menores de pH se devem as interagdes do grupos aménio formados por protonacdo dos
atomos de nitrogénio da molécula do farmacocom o grupo carboxilato formado por doacédo de
protdos a partir do acido oleico (BIANCHIN et al., 2015). O 6leo da polpa e da améndoa da
bocaiuva sdo ricos em &cido oleico, podendo, dessa maneira, justificar a reducdo do pH
quando comparado ao NLC B.

Lacatusu e colaboradores(2014),0bservou que a polidispersividade teve variagdo entre
0,147 e 0,288. O Pdl nessa etapa de trabalho, para NCL 3 e NCL 7, apresentaram valor
superior a faixa considerada adequada, diferente também dos valores observados no capitulo
2, para NCL 3. A auséncia de uniformidade para essa leitura pode estar relacionada ao fato do
6leo vegetal da polpa da bocaiuva ser obtido por extrativismo vegetal endo ser submetido a
qualquerprocesso quimico para sua purificacdo. Dessa forma, espera-se que o Oleo

contenha““pequenos fragmentos” do mesocarpo (polpa) influenciando essa caracteristica.

5.2 Avaliacao da citotoxicidade

Foram realizados os ensaios de citotoxicidade para a formulacdo NCL branco, NCL
6leo da polpa (NCL 3) e NLC o6leo da polpa + os filtros quimicos OCT/AVO (NCL7). A
principio foram selecionadas essas formulacdes com base nos resultados apresentados para o
FPS do 6leo da polpa expostos no capitulo 2, nos quais, o éleo da polpa apresentou fator de
protecdo solar superior ao 6leo da améndoa. A seguir estdo apresentados os resultados obtidos
no ensaio de citotoxicidade Figuras 4 (NCL Branco),5(NCL 3) e 6 (NCLY7).
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 4, e seguindo a classificagdo da
Tabela 2, o sistema nanoestruturado NCL BRANCO apresentou citotoxicidade importante na
faixa de concentracdo de 50 a 0,78% (p/v), a qual foi responsavel por reducdo de até 95,71%
da viabilidade celular. A partir da concentragdo de 0,39 a 0,0004% (p/v) a NCL Branco
apresentou citotoxicidade pouco importante ou negligivel, mantendo a viabilidade celular
préxima ou superior a 100%, quando comparada ao controle, sendo a concentracdo de 0,098%
(p/v) a primeira concentracdo nado-citotoxica. Desta forma, o sistema nanoestruturado NCL
BRANCO é seguro para aplicacdo em culturas celulares em concentracdes abaixo de 0,098%
(p/v). Considerando-se a faixa de concentracdo testada de 0,39 a 0,0004% (p/v), a qual
exprime citotoxicidade negligivel ou pouco importante.

Na Figura 5, seguindo a classificacdo da Tabela 2, é possivel visualizar que o sistema
carreador lipidico NCL 3 apresentou citotoxicidade importante na faixa das concentracfes de
50,0 a 0,39% (p/v),a qual foi responsavel por reducdo de até 95,89% da viabilidade celular. A
partir das concentragfesde 0,195 até a concentracdo de 0,0004% (p/v), NCL 3 apresentou
citotoxicidade pouco importanteou negligivel, mantendo a viabilidade celular préxima ou
superior a 100% quando comparada ao controle,sendo a concentracdo de 0,098% (p/v) a
primeira concentracdo nao-citotoxica do produto NCL 3. O produto-teste NCL 3 € seguro
para aplicagdo em culturas celulares em concentragdes abaixo de 0,098% (p/v), considerando-
se a faixa de concentracdo testada de 0,195 a 0,0004% (p/v), a qual exprime

citotoxicidadenegligivel ou pouco importante.
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A Figura 3 e a Tabela 2 revelam que o sistema carreador lipidico NCL 7 apresentou
citotoxicidade importante na faixa das concentragdes de 50 a 0,098% (p/v). Nesse caso, a
reducdo foi de até 96,30% da viabilidade celular. A partir das concentrac6es 0,049% (p/v) até
aconcentracdo de 0,0004% (p/v), a NLC 7 apresentou citotoxicidade pouco importante ou
negligivel, mantendo a viabilidade celular préxima ou superior a 100% quando comparada ao
controle. A concentracdo de 0,024% (p/v) foi a primeira concentracdo ndo-citotoxica para a
preparacdo NCL 7. O sistema carreador lipidico NCL 7 é seguro para aplicacdo em culturas
celulares em concentracdes abaixo de 0,024% (p/v), considerando-se a faixa de concentracédo
testada de 0,049 a 0,0004% (p/v), a qual exprime citotoxicidade negligivel ou pouco
importante.

As preparacdesNCL 3 e NCL Branco apresentaram a mesma primeira concentracao
ndo citotoxica em 0,098% (p/v). A NCL Branco apresentou intervalo pouco citotdxico ou
negligivel ligeiramente maior, a partir de 0,39% a 0,0004% e, a preparacdo NLC 3, a partir de
0,195% (p/v) a 0,0004% (p/v).

No estudo realizado por Winter e colaboradores (2016), no ensaio in vitro utilizando
linhagens celulares do tipo VERO (células aderentes — macaco — morfologia de fibroblasto) e
L 1210 (ndo aderentes, linfocitos), os autores obtiveram melhores resultados para viabilidade
celular nas nanoemulsdes e nos carreadores lipidicos nanoestruturados as nanoparticulas
lipidicas s6lidas.Os resultados sugerem que o uso demonoestearato de glicerila (GMS)
permite a obtencdo de preparacdo com maior citotoxicidade para as células quando
comparado ao triglicéridesde acido caprilico caprico.As células VERO apresentaram maior
viabilidade celular em todas as formula¢des quando comparadas as células L1210. Estudos in
vivo também foram conduzidos nesse mesmo trabalho para determinar a toxicidade dos
nanoparticulas lipidicas. Os animaisforam tratados com as trés formulacdes por 14 dias,
porvia intraperitoneal.Ndo foram observadas mortes e poucas diferencas de pesonos animais
durante o tratamento. A ndo alteracdo significativa devarios indicadores tais como o peso do
corpo e parametros bioquimicos apontam que as nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores
lipidicos nanoestruturados ndo induzem a toxicidade, ao contrario dos efeitosobservado in
vitro.O artigo ressaltou a importancia da composi¢do lipidica na toxicidade, demonstrando
que as linhagens celulares sdo muito maissensiveis do que os animais ao GMS. Outro ponto
importante ressaltado no artigo refere-se aos resultados conflitantes para os ensaio in vitro e in
vivo. Tal resultado pode evidenciar que 0s ensaios in vitro ndo sdo parametros para

estabelecer faixa de concentracdo de uso. Dessa maneira, deve-se realizar o ensaio in
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vivo(WINTERet al., 2016) que ndo foi o objetivo do presente trabalho. Sage, (1982)
demonstrou que o0 GMS ndo apresenta citotoxicidade dérmica em coelhos.

O fibroblasto é uma célula constituinte do tecido conjuntivo e responsavel pela sintese
das proteinas importantes como 0 colageno e a elastina, além dos componentes de matriz
extracelular, glicosaminoglicanos e as glicoproteinas. O estudo de citotoxicidade no presente
trabalho, foi conduzido em células de fibroblastohumanas (aderente) e demonstrou que néo
houve diferenca significativa quando o TACC foi substituido pelo 6leo da polpa da bovaiuva.
A citotoxicidade superior em comparacdo as preparagdes contendo os filtros era esperada.
Esses resultados ndo refletem a concentracdo que se deve utilizar em produto para uso tépico,
sendo que para definir esta concentracdo é necessario a conducao de ensaios in vivo. O ensaio
in vitro foi importante como base comparativa da preparacdo inicial contendo, 6éleo
consagrado em formulacdes de uso topico, 0 0 TACC, e das preparagdes contendo o 6leo da
polpa de bocaivua, vegetal proveniente de um fruto do cerrado. Os resultados foram similares
para ambas as preparacoes.

5.3 Avaliacao da fotoprotecéo in vitro

Foram realizados testes preliminares para avaliar a acdo fotoprotetora dos sistemas
nanocarreadores lipidicos contendo o 6leo polpa da bocailva ou o 6leo da améndoa, bem
como estes sistemas aditivados dos filtros quimicos octocrileno e avobenzona (OCT/AVO

7:3). Os resultados estdo apresentados nas Tabela 6.

Tabela 6. Avaliacdo da atividade fotoprotetora das formulacGes carreadoras

lipidicas nanoestruturadas

AMOSTRA Fps Médio + DP (%c) critico (nm) Razédo média
UVA/B
FB 14+ 2,65 375 0,627
FB + (NCL B) 12 £2,58 373 0,565
FB + NCL B UV 18 +2,40 374 0,561
FB + NCL 3 19+2,25 373 0,550
FB + NCL 4 27+2,10 373 0,562
FB + NCL 7 16 £ 2,35 374 0,568

FB + NCL 8 31+2,60 374 0,564
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A formulacdo base apresentou fator de protecédo solar (FPS) igual 14. Apoés a adicdo de
20% (p/p) da NCL B, houve reducéo desse fator (FPS 12)e aumento do FPS,quando adicinou-
se a NCL B UV (FPS 18). O maior aumento do fator de protecdo solar foi obtido para as
formulacBes desenvolvidas com o 6leo da améndoas da bocaiuva. EsSe resultado nédo era
esperado, pois na avaliacdo preliminar do fator de prote¢do dos dleos (capitulo 1), o 6leo da
améndoas da bocaiuva apresentou reduzido fator de protecdo solar (FPS 1), e reduzida razao
UVA/B (-0,125). De forma contrastante, o 6leo da polpa da bocaiuva, apresentou, em estudo
anterior, FPS de 4 e razdo UVA/B de 0,43. Esses resultados sugerem que as propriedades
fisico-quimicas das substancias nanoestruturadas sdo alteradas de tal forma, que ndo é
possivel realizar comparacdo com o estado inicial da matéria sem a realizacdo de ensaios que
0S comprove.

Substancias que possuem anéis aromaticos em suas moléculas como as propiofenonas,
derivados do &cido cafeico, lignanas e flavonoides apresentam semelhancas estruturais aos
filtros UV, que sdo empregados em fotoprotetores de uso tdpico. Produtos naturais séo ricos
em moléculas como essas. O extrato de Kaenpferia galanga e a quercetina foram avaliadas
guanto ao potencial de fotoestabilizacdo dos filtros UV e demonstraram resultados
satisfatorios . Gonzales e colaboradores (2007) solicitaram patente de formulacdo de uso
topico utilizando Kaenpferia galanga como fotoestabilizador.

Nikolic e colaboradores (2011) conduziu estudo para avaliar a interacdo sinérgica
entre nanoparticulas lipidicas e filtros UV organicos, com aumento dodesempenho
fotoprotetor.Esse estudo demonstrou que os valores de FPS apresentaram-se 45% mais
elevados quando os filtros UV organicos foram incorporados em NCLcom cera de carnauba,
em comparagdo com a referéncia de nanoemulsdo e NCL decera de abelhas. Os dados
demostraram que o efeito sinérgico de NCL e filtros solares incorporados depende ndo sé no
estado sélido do lipido, mas também do seu tipo.

Dessa forma, os resultados preliminares obtidos no presente trabalho sugerem que os
sistemas nanocarreadores lipidicos obtidos com o 6leo da améndoa da bocaiuva promovem
melhor interacdo com a formulacdo fotoprotetora em estudo.A NCL 3 também apresentou
sinergia com a formulacdo fotoprotetora, elevando de 14 para 19. Porém, houve decaimento
da fotoprotecdo quando a NCL 7 foi adicionada.

Ensaios adicionais devem ser realizados para avaliar se a formula¢do nanocarreadora
lipidica desenvolvida com o Oleo da améndoa da bocaiuva promove, por

exemplo,fotoestabilizagdo superior a nanoparticula desenvolvida com o 6leo da polpa.
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6 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos, elucidou-se que o sistema nanoestruturado contendo
0 Oleo de polpa de bocaiuva e o sistema contendo triglicérides de acido caprico e caprilico
apresentaram concentracdo ndo-citotoxica igual a 0,098% (p/v). Essa comparacdo permitiu
concluir que o 6leo de polpa de bocaiuva pode ser utilizadocomo alternativa em preparacdes
dermocosmeéticas nanoestruturadas. Tendo em vista a composicao do 6leo de améndoa, isento
de terpenos e betacarotenos, o sistema lipidico nanoestruturado contendo 6leo de améndoa
apresenta potencial citotoxico, no maximo, igual ao sistema lipidico nanoestruturado
contendo 6leo de polpa de bocaiuva. O sistema lipidico nanoestruturado contendo 6leo de
polpa de bocailva e os filtros quimicosoctocrileno e avobenzonarevelou citotoxicidade maior
guando comparado aos sistemas lipidicos nanoestruturados, isentos de filtros, conforme
esperado.

Quanto a atividade fotoprotetora, os sistemas carreadores lipidicos nanoestruturados
contendo o 6leo da améndoa e o 6leo da polpa da bocaiuvaquando adicionados na formulacéo
base (FPS 14), emconcentracdo de 20% p/p, apresentou aumentorespectivamente de92,8% e
35,7 %.

Tais resultados demonstraram interacdo sinérgica entre a formulacdo fotoprotetora e o
sistema lipidico nanoestruturado contendoo 6leo de améndoa. Dessa maneira, essesistema
carreador lipidico nanoestruturado, aditivado com os filtros quimicos (NCLS8), constitui
inovacdo com aplicacdo industrial. Essas caracteristicas permitem a solicitacdo de patente da
invencao.

Para o Brasil, a invencdo proporciona uma oportunidade econémica e excelente
mecanismo para a inducdo de politicas publicas, no @mbito social, com capacidade de

promover a inclusdo de comunidades agrarias na cadeia produtiva do pais.
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