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RESUMO
Introducdo: A pele é um importante 6rgdo do corpo humano, que, ao servir de

interface entre 0 meio interno e externo como forma de protecdo, esti
constantemente exposta a diversos fatores estressantes. Os produtos naturais se
destacam por suas propriedades compativeis com 0 manto dérmico e sua
composicao tanto terapéutica quanto protetora da pele. O 6leo de Rosa Mosqueta
(Rosa aff rubiginosa) tem sido tradicionalmente utilizado no combate ao
envelhecimento cutdneo, como agente clareador da pele, redutor de cicatrizes e
como agente cicatrizante. Embora seja facilmente encontrado em farmacias no
Brasil, poucos estudos foram desenvolvidos comprovando a eficacia desse 6leo nos
cuidados da pele e de feridas. Objetivo: avaliar a qualidade e a seguranca de
formulagBes topicas (emulsGes e microemulsdes) desenvolvidas com 6leo de rosa
mosqueta para uso na pratica clinica.

Metodologia: Foram elaboradas duas emulsées contendo 30% de Oleo de Rosa
Mosqueta pelo método de inversdo de fases, apenas diferindo em relacdo a
presenca ou auséncia do antioxidante sintético BHT (2,6-Di-tert-butyl-p-cresol). As
emulsdes, juntamente com uma amostra do 6leo puro foram acondicionadas em
frascos airless e mantidas em camara climética a 40°C e 35% de UR e submetidas a
testes de estabilidade acelerada por 90 dias durante os quais foram avaliados
parametros organolépticos, microbiolégicos, fisicos e quimicos. Também foram
desenvolvidos diagramas de fases pseudoternario para fins de elaboracdo de
microemulsdes de Oleo de Rosa Mosqueta, empregando-se método de baixa
energia, usando como tensoativo o Tween 80 e testando-se dois cotensoativos
diferentes: glicerina e propilenoglicol. As melhores microemulsdes foram
armazenadas por sete dias em estufa a 40°C e 35% de UR e avaliadas quanto ao
pH, condutivimetria, granulometria e estudo microbiolodgico. Tanto as emulsdes como
as microemulsdes foram submetidas a testes de seguranca (irritabilidade, viabilidade
celular, perfil inflamatorio), teste de permeacao cutanea in vitro em modelo de célula
de Franz e potencial cicatrizante ex vivo. As analises de permeacdo foram
realizadas em HPLC, utilizando como analito de interesse o &cido linoleico.
Resultados: Foi possivel desenvolver uma emulsdo com 30% de 6leo de Rosa
mosqueta, cujas caracteristicas organolépticas mantiveram-se estaveis por 90 dias
armazenadas em camara climatica. O 6leo incorporado nas emulsGes preparadas

com antioxidante sintético teve sua atividade antioxidante preservada ao longo do



tempo de armazenamento, enquanto o Oleo puro apresentou degradacao
significativa desse parametro a partir do 15° dia de armazenamento. A emulséo
preparada sem antioxidante sintético apresentou perda significativa da atividade
antioxidante, comparavel ao O6leo puro. Quanto ao desenvolvimento da
microemulsdo, o uso de glicerina foi mais eficiente em comparacdo ao
propilenoglicol, permitindo a incorporacdo de até 5% de Oleo. O 6leo puro e a
emulséo ndo apresentaram sinais de irritagdo no teste HET-CAM (Hen's egg test
chorionallantoic membrane), toxicidade celular ou acao inflamatdria, assim como a
microemulsdo. No estudo de permeacdo nenhuma das formulacdes testadas
apresentou absorcao, indicando acédo local. A emulsdo contendo 30% de Oleo de
Rosa mosqueta foi mais eficiente para promover a penetracdo do acido linoleico até
a derme quando comparado com o 6leo puro e a microemulsdo. Embora sem
diferencas significativas, o estudo de cicatrizacao ex vivo mostrou maior densidade
de colageno no grupo tratado com a microemulsdo de Rosa mosqueta, juntamente
com aumento significativo na liberagado de TGFp.

Conclusdo: A emulsdo contendo 30% de Oleo de Rosa Mosqueta e as
microemulsdes elaboradas com glicerina contendo 1,25% e 2,5% de O6leo
apresentaram boa estabilidade e qualidade microbiologica, e foram consideradas
seguras para uso cutaneo. A emulsédo foi mais eficiente para estimular a penetracéo
de acido linoleico nas camadas mais profundas da pele. Embora nédo tenha facilitado
a penetracdo do &cido linoleico, a microemulsdo de rosa mosqueta aumentou a
liberacdo de TGFB e densidade de coldgeno em lesbBes confeccionadas em pele
humana.

Palavras-chave: emulsdes, 0leos vegetais, Rosa mosqueta, plantas medicinais,

tecnologia farmacéutica.



Abstract

Introduction: The skin is an important organ of the human body that, serving as an
interface between the internal and external environment for protection, is constantly
exposed to various stress factors. Natural products stand out for their properties that
are compatible with the dermal mantle and their composition, which is both
therapeutic and protective for the skin. Rose Hip Oil (Rosa aff rubiginosa) has
traditionally been used to combat skin aging, as a skin lightening agent, a scar
reducer, and a healing agent. Although it is easily found in pharmacies in Brazil, few
studies have been conducted to prove the efficacy of this oil in skin and wound care.
Objective: To evaluate the quality and safety of topical formulations (emulsions and
microemulsions) developed with rose hip oil for use in clinical practice.

Methods: Two emulsions containing 30% rose hip oil were prepared using the phase
inversion method, differing only in the presence or absence of the synthetic
antioxidant BHT (2,6-Di-tert-butyl-p-cresol). The emulsions, along with a sample of
pure oil, were placed in airless containers and kept in a climate chamber at 40°C and
35% relative humidity, undergoing accelerated stability tests for 90 days, during
which organoleptic, microbiological, physical, and chemical parameters were
evaluated. Pseudoternary phase diagrams for the preparation of rose hip oll
microemulsions were also developed, employing a low-energy method, using Tween
80 as a surfactant and testing two different cosurfactants: glycerin and propylene
glycol. The best microemulsions were stored for seven days in an oven at 40°C and
35% relative humidity and were evaluated for pH, conductimetry, granulometry, and
microbiological study. Both emulsions and microemulsions were subjected to safety
tests (irritability, cell viability, inflammatory profile), in vitro skin permeation tests on
Franz cell models, and ex vivo healing potential. Permeation analyses were
performed in HPLC, using linoleic acid as the analyte of interest.

Results: It was possible to develop an emulsion with 30% rose hip oil, whose
organoleptic characteristics remained stable for 90 days when stored in the climate
chamber. The oil incorporated into the emulsions prepared with the synthetic
antioxidant maintained its antioxidant activity over the storage time, while the pure oil
showed significant degradation of this parameter from the 15th day of storage. The
emulsion prepared without synthetic antioxidant lost significant antioxidant activity,
comparable to pure oil. Regarding the development of the microemulsion, the use of

glycerin was more efficient compared to propylene glycol, allowing the incorporation



of up to 5% oil. The pure oil and the emulsion showed no signs of irritation in the
HET-CAM (Hen’s egg test chorionallantoic membrane), cellular toxicity, or
inflammatory action as so the microemulsion. In the permeation study, none of the
tested formulations showed absorption, indicating a local action. The emulsion
containing 30% rose hip oil was more effective in promoting the penetration of linoleic
acid into the dermis compared to pure oil and the microemulsion. Although without
significant differences, the ex vivo healing study showed a greater collagen density in
the group treated with the rose hip microemulsion, along with a significant increase in
TGFp release.

Conclusion: The emulsion containing 30% rose hip oil and the microemulsions
containing 1.25% to 2.5% showed good stability and microbiological quality and were
considered safe for cutaneous use. The emulsion was more effective in stimulating
the penetration of linoleic acid into the deeper layers of the skin. Although it did not
facilitate the penetration of linoleic acid, the rose hip microemulsion increased TGF[3
release and collagen density in lesions created on human skin.

Key words: Emulsions, vegetable oils, medicinal plants, pharmaceutical technology
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INTRODUCAO

A pele humana é um importante 6rgdo do corpo humano, responsavel por
conferir protecdo, homeostase e reconhecimento do mundo externo. Possui alta
capacidade de regeneracdo e € reconhecida como primeira barreira imunoldgica
contra microrganismos e agentes quimicos e fisicos.

Sua funcdo de barreira depende de um pleno equilibrio entre proliferacéo
celular e producdo de uma camada lipidica rica em acidos graxos e queratina, o que
confere uma permeabilidade seletiva a pele, sendo impermeével a maioria dos
compostos polares. Por servir de interface entre o meio interno e o externo, esta
sempre exposta a diversos fatores estressantes, sejam fisicos ou quimicos.
Poluicdo, luz ultravioleta, frio, calor, contato com produtos quimicos sado constantes
estressores a que o tecido cutaneo necessita se adaptar e desenvolver meios de
protecdo. O proprio envelhecimento, que leva a perda progressiva de colageno
cutdneo provoca uma série de transformacfes que resultam em enfraquecimento
dessa camada de protecao.

Por essa razao, diversos produtos tém sido desenvolvidos com o objetivo de
oferecer auxilio ao tecido cutdneo em seus processos metabdlicos, seja para
restauracdo do manto lipidico, seja para sintese de colageno ou protecdo contra 0s
fatores fisicos como o fotoenvelhecimento. Dentre esses, 0s produtos naturais tém
se destacado por suas propriedades compativeis com o manto dérmico e sua
composicdo tanto terapéutica quanto protetora. O uso de 6leos naturais confere a
pele uma camada de protecdo que reduz a perda de agua e a desidratacdo da
derme. Por outro lado, sua constituicdo rica em acidos graxos e outros componentes
mostram atividade na proliferagéo celular e no estimulo da sintese de metabdlitos
importantes para a manutencao de sua estrutura fisica(1).

A Rosa Mosqueta é uma planta comum nas regides montanhosas do Chile e
da Argentina e seu O6leo tem sido tradicionalmente utilizado no combate ao
envelhecimento cutaneo, clareador da pele, redutor de cicatrizes e como agente
cicatrizante. Embora seja facilmente encontrado em farméacias no Brasil, poucos
estudos foram desenvolvidos comprovando a eficacia desse 6leo nos cuidados da
pele e de feridas. Em 2016, publicamos um trabalho com evidéncias pré-clinicas de

gue o 6leo de Rosa Mosqueta atua no processo cicatricial, estimulando o influxo de
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neutrofilos para o tecido e estimulando a proliferacdo celular para a granulacdo da
ferida(2). Ensaios pré-clinicos com a Rosa Mosqueta, tanto no uso topico quanto
oral, tem demonstrado sua seguranca e indicam eficacia enquanto agente anti-
inflamatoério e cicatrizante. Ainda assim, pouco se sabe sobre sua capacidade de
permeacdo na pele e os mecanismos histoquimicos envolvidos em sua atividade
bioldgica.

Por esse motivo, este trabalho se propde a investigar a seguranca e eficacia
do uso do Oleo de Rosa Mosqueta no tecido cutaneo, avaliando seu potencial
irritativo e toxico para as células da derme, sua capacidade de penetracédo cutanea e
sua atividade histoquimica no processo cicatricial. Adicionalmente, propde o
desenvolvimento de formas farmacéuticas a partir do 6leo de Rosa Mosqueta, desde
que Oleos fixos sdo facilmente degradados e tém sua atividade biolégica reduzida ao
longo do tempo. Teoriza-se, também, que a aplicacdo do 6leo por meio de uma
forma farmacéutica semissolida ou por meio de uma microemulsdo seria eficiente
para melhorar a penetracdo cutdnea dos componentes do Oleo e manter sua
qualidade por mais tempo.

De forma a deixar a leitura mais didatica, o leitor encontrara este trabalho
dividido em 6 capitulos: 1° - revisdo da literatura sobre os componentes da pele e
sobre as caracteristicas da Rosa Mosqueta; 2° - Desenvolvimento e estabilidade de
uma emulsao contendo 30% de 6leo de Rosa Mosqueta e estudos de seguranca in
vitro; 3° - Desenvolvimento e estabilidade de microemulsfes de Rosa Mosqueta e
estudos de seguranca in vitro; 4° - Estudo de permeacéo in vitro do 6leo, da emulsdo
e da microemulsdo de Rosa Mosqueta; 5° - Estudo de cicatrizacdo ex vivo
comparando a atividade do 0leo, da emulséo e da microemulséo de Rosa Mosqueta.

Ao final, espera-se que as pecas deste trabalho sejam perfeitamente
encaixadas na construcdo de um conhecimento que ndo serd o todo, mas uma

chave a mais da ciéncia para o conhecimento desse 6leo na aplicagéo cutanea.
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1. A PELE, UM MANTO DE PROTECAO

A pele € o maior 6rgéo do ser humano, representando de 8% a 16% do peso
total. Responsavel por manter a integridade da forma corporal, mantém uma
interface de continuidade com as mucosas gastrointestinal e geniturinario. Esse €&
um o6rgdo imprescindivel & sobrevivéncia humana, uma vez que sua superficie
queratinizada controla tanto a entrada de microrganismos e substancias do meio
externo para o interno, quanto a perda de fluidos do meio interno para o externo,

assegurando a homeostase do organismo(3).

1.1.1 Pele: componentes e estruturas acessorias

Para exercer suas funcbes, um complexo sistema de camadas e estruturas
anexas (Cf. Figura 1) garantem uma diversidade estrutural e funcional da pele,
desde que esse Orgdo esta frequentemente exposto a diversos estressores
ambientais, como luz solar e radiacdo térmica, flutuacdes de humidade, energia

mecanica e agressodes biologicas e quimicas(4).

Poros

Pelo

\ \ \ Estrato basal

Estrato corneo— "L

EPIDERME E £ /
Papila dérmica : ‘
i_ Musculo eretor
DERME ! & dos pelos
| I 4 1
Glandula___1 v‘\“»i'a”y — Capilares
sudoripara | ;
= ~ Glandula sebacea
HIPODERME - =
[}

Fibra nervosa
Foliculo piloso e

Células de defesa

Figura 1 Esquema apresentando as camadas da pele e estruturas anexas. Fonte: Pixabay
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E composta principalmente por fibras de colageno, fibras elastica® e reticulina,
permeadas por substancia fundamental amorfa a fim de formar a matriz extracelular
(MEC)(5,6). A substancia fundamental, rica em glicosaminoglicanas e moléculas
estruturais de proteoglicanas confere hidratacdo a pele pela alta capacidade do
acido hialurénico de se ligar a agua (7). Dessa forma, a MEC fornece um esqueleto
para a migracdo celular, mantétm a forma adaptavel da pele e seu grau de
resiliéncia, devido a presenca das fibras elasticas e coldgeno, o que previne a
descontinuidade do tecido cutaneo as tracoes(7).

Estruturalmente, a pele esta dividida em duas camadas: a derme, a camada
onde estdo ancoradas as estruturas anexas da pele; e epiderme, a camada mais
externa, que confere protecao contra as intempéries do meio.

Apesar de ndo ser considerado um componente estrutural da pele, o tecido
subcutédneo, ou hipoderme esta intrinsicamente relacionado a sua funcdo e
anatomia(4), visto que une a derme aos tecidos adjacentes a0 mesmo tempo que
garante flexibilidade (Cf. Figura 2). E composto por matriz extracelular e tecido
adiposo cujo peso varia em quantidade a depender da regido do corpo e do
metabolismo do individuo, funcionando como isolante térmico e um “amortecedor”

para forcas trauméaticas na protecdo dos 6rgaos internos(3).

Fibra
nervosa

Glandula

Hipoderme sudoripara

Vasos sanguineos

Figura 2 Representagao esquematica da hipoderme por onde emergem a vascularizacéo e
inervagcdo cutéaneas. Fonte: https://educacao.umcomo.com.br/

2 Fibras elasticas possuem um componente fibrilar denominado fibrilina € um componente amorfo
denominado elastina, cuja combinacéo resulta em fibras onduladas e flexiveis que proporcionam
elasticidade a pele(5).
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A seguir, sdo apresentadas, com mais detalhes, as camadas que constituem

o tecido cutaneo:

1. Derme: Sobre a hipoderme, encontra-se a derme, uma camada de tecido
conjuntivo de origem embrionaria mesodérmica, com espessura que varia
dependendo da regido anatbmica, chegando a um maximo de 3mm na planta dos
pés(3). E rica em MEC, sendo habitada por uma variedade de células imunoldgicas
inatas, incluindo células dendriticas, macréfagos, mastécitos, células T e células
linfociticas(6). Além dessas, conta com uma populacdo de fibroblastos, responsaveis
pela producdo e depdsito de componentes da MEC, fibrocitos, miofibroblastos e
adipdcitos(4,8).

A derme tem a funcdo de acomodar e reforcar a epiderme, além de ancorar
0s sistemas vascular, neural, linfatico e as estruturas anexas, promovendo uma base
capaz de absorver forcas mecanicas e prevenir cisalhamento(7). E dividida em duas
subcamadas: Reticular, que se assenta diretamente no tecido subcutaneo e é
relativamente acelular e avascular quando comparada as outras camadas. E
composta por fibras mais densas, especialmente de colageno tipo 1, que confere
resisténcia a tensao(5). Ja a camada Papilar é mais delgada e moldada contra as
cristas e sulcos da epiderme. Consiste em fibras de colageno menores e distribuidas
de modo mais frouxo do que a derme reticular e € constituida principalmente por
colageno dos tipos Il e IV, sendo que a abundante presenca de plexos de vasos
sanguineos e linfaticos permite a regulacdo da perda de calor (5). As fibras de
reticulina, formadas por colageno tipo Ill, formam uma rede que permite o
intercambio de calor e materiais entre a derme e a epiderme, além de ajudar a ligar
as duas camadas por meio das cristas interpapilares da pele(5).

E na derme, ainda, que emergem os receptores do sistema nervoso simpético
responsaveis pela motricidade vascular, controle glandular e pelas unidades
pilossebaceas (piloerecéo). Ja os receptores do sistema nervoso espinhal somatico
controlam o0s receptores sensoriais, permitindo ao organismo tornar-se consciente
do mundo externo e de suas mudancas através da pele(3). Na derme encontram-se

ancorados as estruturas anexas da pele:
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v Glandulas sebaceas: sdo glandulas acinosas e halécrinas®, caracterizadas por
ductos revestidos de epitélio estratificado que geralmente desembocam nos foliculos
pilosos, conhecido como unidade pilossebacea(3). Permanecem quiescentes
durante a infancia e, durante a puberdade, sob a influéncia dos hormbnios sexuais,
assumem a funcdo de secretar uma mistura complexa de lipidios contendo

trigliceridios, acidos graxos livres e colesterol (3,5).

v Glandulas sudoriparas: situam-se tanto na derme superficial quanto profunda
e se distribuem amplamente em toda a sua extensdo(3). Sao tubulosas e
enoveladas, dividindo-se em dois tipos: écrinas, cujos ductos se abrem diretamente
na pele com a finalidade de termorregulacdo. S&o estimuladas por inervacao
colinérgica do sistema autbnomo e funcionam em resposta a estimulos térmicos e
emocionais. O suor, inicialmente, é hipotbnico, mas aumenta em tonicidade a
medida que a sudorese se torna mais intensa, devido a excrecao de ions de sédio,
metabdlitos e algumas proteinas como produto final de um ultrafiltrado
sanguineo(3,5,9). As glandulas apdcrinas estdo associadas aos foliculos pilosos,
localizadas na derme mais profunda das axilas, escroto, prepucio, pequenos labios,
mamilos e regido perianal, apresentando um componente social e emocional(3,5).
Estimuladas pela inervagdo adrenérgica do sistema nervoso autbnomo e por
hormbénios sexuais, sua excrecdo € composta por lipidios e produtos de

decomposicdo bacteriana principalmente em situacdes de tenséo(3,9).

v Foliculos Pilosos: os pelos sdo constituidos por filamentos intermediarios de
queratina arranjados em microfibrilas embutidas em uma matriz. Crescem a partir de
invaginacdes tubulares dindmicas da epiderme revestidas por células epiteliais (Cf.
Figura 3). Durante o ciclo de crescimento, os foliculos pilosos estendem-se mais

profundamente na derme(5).

b Glandulas haldcrinas sdo caracterizadas por excretarem como produto, o contetido de suas células,
resultando em morte celular. As células perdem o nlcleo e sofrem degradacdo, resultando na
deposicao de 6leo na pele(5).
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Figura 3 Esquema representando a unidade pilossebacea. Fonte:
https://brasilescola.uol.com.br.

Os foliculos pilosos servem como local de hemostasia para o sistema
imunologico, criando estruturas de memoria para resposta de células T e afastando
células do sistema imunolégico inato capazes de desencadear processos

inflamatorios. Isso garante a protecao local e a manutencéo do foliculo capilar(6).

2. Epiderme: a epiderme, assim como as estruturas anexas da pele (unhas,
pelos, glandulas), possui sua origem a partir da ectoderme do epitélio
embrionéario(4). Embora seja a camada mais externa da pele, engana-se quem
pensa exerca uma funcdo meramente passiva. Sua composicao celular estratificada
migra de um epitélio cubodide para um epitélio pavimentoso a medida que se

superficializa (Cf. Figura 4) ao longo de suas cinco regioes:

Cornedcitos
Queratindcitos

P

CAMADA CORNEA |
CAMADA LUCIDA
CAMADA GRANULOSA [ r ¥ & S
-

CAMADA ESPINHOSA
CAMADA BASAL [

Melandcitos

Células de
Langerhans

Figura 4 Esquema apresentando as cinco camadas da epiderme. Fonte:
extratosdaterra.com.br
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v Estrato basal ou germinativo: consiste em um epitélio cubdide/colunar baixo
diretamente ancorado sobre a derme, onde se forma a lamina basal. A lamina basal
consiste em uma lamina lucida clara de 20nm de espessura, por onde passam
filamentos de ancoragem com origem na prépria camada basal; e uma lamina
densa, composta por filamentos de glicoproteinas e colageno tipo IV. Os filamentos
da lamina lacida passam por dentro da lamina densa a fim de ancorar a epiderme a
derme. As bolhas na pele ocorrem por quebra desses filamentos de aderéncia(5). E
nessa camada onde 0s queratinécitos se proliferam, migrando para as camadas
superiores a medida que amadurecem. Aqui, os marcadores de replicacdo celular
sdo abundantes, assim como organelas de células ativas, como mitocondrias,

complexo de Golgi, reticulos endoplasmaético e ribossomos(8).

v Estrato espinhoso: aqui, 0s queratindcitos comecam a obter um formato
ligeiramente achatado com um nucleo central e feixes de filamentos de queratina
chamados tonofilamentos como prolongacdes citoplasméaticas, conferindo um
aspecto espinhoso(3). Os tonofilamentos sdo ancorados por integrinas que formam
pontes intercelulares responsaveis por promover a adesdo entre os queratindcitos,
originando uma estrutura chamada desmossomo(10). O processo de mitose ja esta

reduzido e comecam a aparecer granulos celulares(b).

v Estrato granuloso: nessa regido, 0os queratindcitos adquirem um aspecto mais
achatado e comecam a expulsar granulos de lipidios para o espaco intercelular, que
se depositam entre as células e atuam como barreira impermeavel que protege
contra a perda de 4gua e garante a absorcéo seletiva(8). A medida que suas células
sdo “empurradas” para a superficie, passam a apresentar um acumulo de querato-

hialina sobre a rede de filamentos no interior da célula(10).

v Estrato lucido: nesse estrato, 0s queratindcitos adquirem uma forma
achatada, organizados em fileira simples, perdem seu nucleo e suas organelas
citoplasmaticas por agdo de enzimas lipossomais. As células permanecem unidas

pelos desmossomos e seu citoplasma mostra numerosos filamentos de queratina(8).

4 Estrato cérneo: quando chegam ao estrato cérneo, os queratindcitos ja sao

considerados células mortas e passam a ser denominados corneodcitos. S&o
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organizados de forma sobreposta, com citoplasma cheio de queratina. Nas camadas
mais superficiais, essa queratina se aglutina aos tonofilamentos formados ainda no
estrato espinhoso(5,8). Isso forma uma matriz de querato-hialina que, juntamente
aos granulos lipidicos, confere a pele a capacidade de reter 98% de seu contetdo

aguoso, uma funcéo fundamental para a manutencéo da vida(10).

Nem todas as areas da pele apresentam todos os estratos epidérmicos, ja
gue areas mais finas prescindem dos estratos granuloso e lucido(3).

O gqueratinocito é a principal célula presente na epiderme, correspondendo a
95% de todos os tipos celulares e tem a funcdo de formar uma barreira fisica
impermeavel tanto por sua disposi¢cao sobreposta quanto por sua funcéo de produzir
e revestir o epitélio com queratina(11).

Além dos queratindcitos, outros tipos celulares estdo presentes na epiderme.
Os melanécitos sao responséveis por produzirem melanina e o distribuirem as
células circunvizinhas, conferindo a cor natural da pele e protecao contra a radiacao
UV(8,10). As células de Langerhans séo células gigantes, estreladas, e originam-
se como mond@citos no sangue. Migram para a epiderme a fim de promover a defesa
imunoldgica local, encontrando e apresentando antigenos as células de defesa
especializadas(6,10).

Além desses grupos celulares, a epiderme conta com a presenca de
receptores Merkel, localizados na juncdo da epiderme com a derme ligado a um
neurénio sensorial(5). Os receptores Merkel tém a capacidade de se adaptar
lentamente a estimulos em um pequeno campo de sensagdo, 0 que permite a
localizagdo fina do tato e pressdo constante sobre a pele(5,10). Aléem deles,
terminagBes nociceptivas ndo encapsuladas conferem a pele alta sensibilidade
fina(3).

1.1.2 As funcdes da pele

Tradicionalmente, a fisiologia da pele pode ser dividida em trés principais
categorias: funcdo de barreira, imunidade e termorregulagcdo. Mais recentemente,
tem-se destacado a fungdo metabdlica e endocrina do tecido cutaneo,

especialmente da epiderme(4,5).
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v Funcdo de barreira: essa é talvez a funcdo mais importante do tecido
cutaneo, fornecendo uma interface que separa 0 meio interno do meio
externo. A compreensdo de seu funcionamento é essencial para o
desenvolvimento de formulagbes farmacéuticas topicas. A disposicao
firmemente sobreposta dos queratindcitos e cornedcitos, cujos espacos Sao
preenchidos pela matriz de querato-hialina (Cf. Figura 5), rica em ceramidas,
colesterol e acidos graxos fornecem uma barreira quase impermeéavel contra

microrganismos (12,13).
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Figura 5 Representacédo da camada cornea mostrando corneocitos sobrepostos
cimentados pela matriz querato hialinica. Fonte: eucerin.com.br.

A permeabilidade seletiva do manto hidrolipidico protege contra
desidratacdo e perda de eletrdlitos, pois, devido a sua caracteristica lipofilica,
€ relativamente impermeavel a moléculas polares como agua, sodio, potassio
e outros ions. Por outro lado, mostra-se relativamente permeavel a alcoois
anfifilicos, sendo que essa permeabilidade ird depender da area do corpo.
Face e dorso das médos sdo mais permeaveis, enquanto a palma das maos e
pés permitem bem menos passagem de substancias(12). Em adigédo, a
producdo de melanina protege as células cutédneas contra os efeitos

deletérios da radiacédo ultravioleta(7).
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v" Imunidade: A barreira lipidica produzida pelos queratindcitos possui mais do
que apenas lipidios, mas também enzimas proteoliticas, proteinas estruturais
e peptideos antimicrobianos que influenciam diretamente a funcéo de barreira
da pele. Os corpos lamelares presentes nos queratinécitos sao responsaveis
por liberar, na matriz extracelular, enzimas e citocinas como catelicidina, IL-
37, B-defensina 2 humana, entre outros, que atuam como primeira barreira
imunolégica e mantém a hemostasia com o microbioma da pele(14). Em
adicdo, a presenca de células do sistema imune, como as células de
Langerhans, mastdécitos, células T, entre outras, confere um eficiente sistema
de defesa ao tecido cutaneo, promovendo a rapida limpeza tecidual diante de

lesdes de continuidade e de estressores quimicos ou biol6gicos(6).

v' Termorregulacdo: a pele recebe um fluxo sanguineo maior que o necessario
para suas fun¢des metabdlicas pois funciona como um radiador a partir do
qual o sangue aquecido (apOs passar por tecidos metabolicamente mais
ativos), ao entrar em contato com 0 meio mais externo, libera calor por
conveccao(5,12). A vasta rede de capilares presente na derme sofre dilatacédo
ou constricdo de acordo com estimulos neuroenddécrinos provocados pela
condicdo do meio externo, estando intrinsecamente relacionado ao sistema
nociceptivo presente no tecido cutaneo(12). Em adicdo, as glandulas
sudoriparas sofrem acédo dessa mesma rede sensitiva, promovendo liberacao

de agua, calor e eletrélitos para o meio(9).

v Funcdo metabdlica e enddécrina: na Ultima década, tem-se tornado mais
evidente que a pele, especialmente a epiderme, possui uma forte capacidade
metabdlica e enddcrina(4). Ela é responsavel pela sintese de vitamina D e
horménios androgénicos a partir de precursores gonadais ou
adrenais(7,15,16). A pele humana atua na ativacao, inativacéo e producao de
inimeros hormonios, fundamentais para o funcionamento cutaneo, mas
também para o organismo como um todo. Alguns exemplos sao 0s hormdnios
paratiredideo, melatonina, serotonina, esteroides, dentre outros(17,18). Sendo
assim, alteracbes hormonais podem alterar, diretamente, a saude da pele e

sua funcéo de barreira.
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1.2. ROSA MOSQUETA: UM PROMISSOR AGENTE RESTAURADOR

1.2.1 Distribuicéo geografica e botéanica

A Rosa Mosqueta (Rosa aff rubiginosa ou Rosa eglanteria) € uma espécie de
rosa selvagem originaria da Europa Central e Oriental, que cresce espontaneamente
na regido Sul do Chile e nos andes argentinos, introduzida durante a colonizacao
espanhola(19). E amplamente empregada na industria alimenticia e cosmética por
suas caracteristicas organolépticas e sua composi¢cédo(20,21) além de compor a lista
de fitoterapicos oficiais da European Pharmacopeia(22).

E importante frisar a presenca de trés tipos de rosas selvagens no Chile:
Rosa eglanteria ou Rosa rubiginosa, Rosa moschata e Rosa canina. A Rosa
rubiginosa, popularmente conhecida como Rosa Mosqueta, de que trata este
trabalho, caracteriza-se por ser arbustiva, chegando a uma altura maxima de 1,2
metro (m), de flores rosadas solitarias ou agrupadas em 2 ou 3 unidades, cujo fruto

varia do vermelho ao alaranjado (Cf. Figura 6)(23).

Figura 6 Desenho de exsicata de Rosa aff rubiginosa, mostrando semente, flor e fruto.
Fonte: plantasmontelindo/home/rosal-silvestre

Frequentemente, Rosa rubiginosa e Rosa canina sdo apresentadas como
uma mesma espécie, porém algumas diferencas devem ser destacadas: enquanto o
0leo da Rosa canina, mais comum ao longo dos paises do leste europeu, possuli
cerca de 71% de &cidos graxos, com maior quantidade de acido oleico e linoleico, a

Rosa rubiginosa, conhecida como Rosa Mosqueta, apresenta uma proporcao de
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78% de acidos graxos insaturados em seu 0leo, apresentando menores quantidade
de acido oleico, o que lhe confere menor carater comedogénico(24). Entretanto, a
principal diferenca entre ambas as espécies, esta no fato de que esta Ultima possui
quantidades substanciais de acido trans-retindico, tornando-a mais interessante para

aplicacdes cutaneas(19,24).

1.2.2 O 6leo de Rosa Mosqueta: constituintes e propriedades clinicas

O 6leo de Rosa Mosqueta é um 0Oleo fixoc extraido de suas sementes que
varia do alaranjado ao amarelo ouro, contendo compostos fendlicos, cuja atividade
antioxidante exerce algum papel terapéutico. Contudo, é devido a presenca (entre
0,01 e 0,1%) de acido-trans-retindico, conhecido como tretinoina, que o 0Oleo de
Rosa Mosqueta tem sido indicado para controle dos sintomas da psoriasis e
dermatites, para acelerar o processo cicatricial e para melhora do aspecto da
pele(25).

Ainda, o Oleo de Rosa Mosqueta possui concentracbes de carotenoides,
especialmente licopeno(26), vitamina C(27,28), polifendis, flavondides(27), acido
linoleico (entre 43 e 49%), acido linolénico (entre 32 e 38%), acido oleico (entre 14 e
16%); acidos graxos saturados: acido palmitico (entre 3 e 5%), acido palmitoleico
(entre 0,1 e 5%), acido estearico (entre 1 e 2%), outros acidos graxos como laurico,
miristico, araquidbnico, gadoleico e behénico (entre 0 e 1%)(29,30).

Estudos pré-clinicos(2,31,32) realizados em ratos mostraram inibicdo da
atividade inflamatéria crébnica ao mesmo tempo em que promoveu a limpeza da
ferida e o desenvolvimento de um tecido de granulacdo e epitelizacdo mais
avancados e maturacao tecidual mais acelerada com acentuada remodelacdo de
colageno. Mafnan-Gonzales e colaboradores (2017) mostraram que a ingestao de
0leo de Rosa aff rubiginosa atua na reducéo da secrecdo e expressao de citoquinas
inflamatorias além de atuar como antioxidante nos hepatécitos de camundongos(33).

Chrubasik e colaboradores(34) (2008) em revisdo sistematica de literatura

identificaram a necessidade de estudos clinicos para avaliar o potencial do uso da

¢ Oleos fixos sdo misturas de substancias lipidicas obtidas normalmente por prensagem a frio ou sob extracdo
por solventes a partir de semente; sdo ricos em acidos graxos e mantém forma liquida em temperatura
ambiente(40).
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Rosa Mosqueta em aplicacdes topicas. Mollezi e Albedafio(35) (2002) indicam a
Rosa Mosqueta no tratamento de cicatrizes hipertréficas, queloides, radiodermatites,
Ulceras, queimaduras e feridas. Em estudo clinico in vivo pacientes com cicatriz
hipertrofica relataram melhora da textura, elasticidade e aparéncia geral da
cicatriz(36). JA na pele integra, uma emulsdo contendo 20% de Oleo de Rosa aff
rubuginosa melhorou significativamente a hidratacdo, as propriedades viscoelasticas

e reduziu em 7% a presenca de rugosidades(37).

1.2.3 Atividade Biolégica dos constituintes do 6leo de Rosa Mosqueta

Como visto anteriormente, 0 6leo de Rosa Mosqueta € rico em acidos graxos,
carotenoides, polifendis, vitamina C, &cido trans retindico e outros graxos essenciais.
Compreender sua funcéo bioldgica € de fundamental importancia para justificar seu
uso cutaneo, direcionar os estudos de eficacia e de incorporacdo em formulacdes

farmacéuticas.

1.2.3.1 Acidos Graxos

Acidos graxos formam uma classe de compostos que consistem em uma
longa cadeia alifatica hidro-carbonada e um grupo carboxila terminal (-COOH)
(38,39).

O nome &cido graxo refere-se aos acidos monocarboxilicos ou dicarboxilicos
que podem ser liberados por hidrélise de gorduras ou 6leos naturais(40). Podem ser
de cadeia curta (4 a 6 carbonos), cadeia média (7 — 12 carbonos) ou cadeia longa
(16 — 22 carbonos). Podem ser classificados como saturados, de consisténcia sélida
a temperatura ambiente, ou insaturados, adquirindo forma liquida a temperatura
ambiente(41).

Embora os mamiferos sejam capazes de sintetizar acidos graxos, alguns
deles s6 podem ser adquiridos através da dieta, como os &cidos linoleico e
linolénico, devido a auséncia da enzima delta9-dessaturase. Esses sdo chamados
acidos graxos essenciais(38,41). A Rosa mosqueta possui alta concentracdo desses
dois acidos graxos essenciais, além do acido graxo monoinsaturado oleico e em

menores quantidades, de acidos graxos saturados, como o acido palmitico, laurico e
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miristico. A Figura 7 apresenta um fluxograma de classificacdo desses principais

acidos graxos encontrados no 6leo de Rosa Mosqueta.
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Figura 7 Fluxograma de classificacdo dos acidos graxos essenciais. Fonte: Imagem da propria
autora.

Os &cidos graxos essenciais possuem trés funcdes bioldgicas principais:
compde estruturalmente as membranas celulares; atuam como precursores de
mensageiros intracelulares; participam da geracédo de adenosina trifosfato (ATP) ao
serem oxidados(38). Os acidos graxos essenciais linoleico e linolénico atuam como
precursores para a sintese de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, como
0 acido araquidénico, eicosapentaenoico, docosaexaenoico, que atuam na
integridade e fluidez das membranas celulares e sintese de eicosanoides como
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanod(41).

Os acidos graxos essenciais também tém sido relacionados ao aumento de
influxo de neutrdfilos, produgéo de 6xido nitrico e ativacdo de fatores de transcrigdo
nas primeiras 24h apos injurias teciduais seguido pela inibicdo desses mesmos
fatores para resolucdo do processo inflamatorio. Essa acdo bioquimica mostra-se

favoravel ao processo de reparo tecidual, j& que a ativacdo do processo inflamatorio

4 Esses sdo metabdlitos do 4cido araquiddnico que atuam diretamente na resposta inflamatdria local diante de
injurias teciduais, ativando a agregacao plaquetdria, vasodilatacdo e influxo de células de defesa para o tecido.
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garante a limpeza local, favorecendo o estimulo para a proliferacdo de novas
células(42,43).

Além disso, o &cido linoleico dentre outros acidos graxos sao fundamentais
para a queratinizacdo e manutencdo da funcdo de barreira da pele, auxiliando o
estrato corneo na formacéo da matriz lipidica impermeavel(43—-45), enquanto o acido
oleico atua conferindo emoliéncia e lubrificancia a formulacfes farmacéuticas de uso
topico(39).

1.2.3.2 Acido trans retinoico

O éacido trans retindico € um isébmero geométricoe da familia dos retindis
(Vitamina A) (Cf. Figura 8). Os retindis atuam nas fung¢Bes de crescimento,
diferenciacdo celular e transformacdes epiteliais e compreendem uma série de
derivativos, como retinaldeido, acido retindico e retinil éster e seus derivativos
sintéticos(46—48).

HsC CHs CHs CHj

CHs Retinol

ACIDO TRANS-RETINOICO

A VTS

> 07 ToH
ACIDO C/5-RETINOICO

Figura 8 Estrutura trans do retinol formando o &cido trans retindico ou tretinoina. Seu
isdmero cis corresponde a isotretinoina. Fonte: Imagem da prépria autora.

Os retindis, quando usados sistemicamente, aumentam a sintese de colageno
e reduzem a producdo de colagenase, a enzima que degrada o colageno. No

b

epitélio, ligam-se a proteina ligante de acido-retindico celular CRABP-II e atuam

€ A isomeria geométrica cis-trans é um tipo de isomeria espacial que avalia e compara a posicdo no espaco de
ligantes de dois dtomos de carbono em uma cadeia a partir de um plano imagindrio entre os carbonos
envolvidos. Ocorre em moléculas alifaticas com dupla ligagdo ou em compostos ciclicos.
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aumentando a sintese de fibronectina, estimulando os fibroblastos e a migracdo
epidérmica para a reepitelizacdo(49).

O éacido trans retindico ou tretinoina tem sido um dos retindis mais
investigados e esta implicado na producéo e deposi¢do de fibras coldgenas tipo | e
Il na derme papilar, contribuindo para aumentar a espessura da pele, inclusive
estimulando células quiescentes para colagénese em peles envelhecidas e
danificadas, além de aumentar a densidade das fibras de ancoragem na membrana
basal da epiderme, melhorando o colageno tipo IV e prevenindo a degradacdo de
colageno quando usado topicamente(48-50).

Seu uso na pratica clinica tem sido bem estabelecido como agente
antienvelhecimento, conferindo melhora no aspecto cutaneo. Doses de 0,025% a
0,1% mostraram-se eficazes para melhorar a vascularizacdo cutanea e aumentar a
espessura da pele(51), especialmente da camada granular da epiderme, para
reduzir a producao de melanina, o que resulta em clareamento da pele e reducédo de
areas de hiperpigmentacdo, protecdo contra danos provocados pela radiacao
ultravioleta, reducdo de sulcos e melhora na organizacdo da camada coOrnea da
pele(52).

1.2.3.3 Acido Ascorbico (Vitamina C)

O &cido ascorbico ou vitamina C é hidrossoltvel e termolabil que se encontra
na natureza em duas formas: reduzida ou oxidada (acido deidroascoérbico). Ambas
as formas sdo ativas, porém esta Ultima € menos encontrada nos produtos de
origem natural. No organismo, ocorre a transformacdo do acido ascorbico para sua
forma oxidada e vice-versa, funcionando como um sistema oxirredutor(53).

O acido ascorbico também € importante na biossintese das catecolaminas,
atua no funcionamento do sistema imunoldgico, € fundamental na integridade das
paredes dos vasos sanguineos, atua na absorcdo do ferro, além de ser essencial
para a formacao das fibras colagenas existentes em praticamente todos os tecidos
do corpo humano (derme, cartilagem e 0ssos). Também esta associado a reducéo
da secrecao de citocinas inflamatorias, como o fator de necrose tumoral (TNF), IL —
23 e proteina C reativa (PCR)(53,54).

Na pele, o acido ascorbico funciona como um co-fator para duas enzimas

essenciais na biossintese de colageno: lisil e prolil hidroxilases. Essas enzimas sao
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responsaveis por catalisar a hidroxilacdo dos residuos prolil e lisil nos polipeptideos
colagenos, que permite a formacdo e estabilizacdo da tripla hélice de colageno,
secretado para o espaco extracelular na forma de procoldgeno. Em seguida, o
procolageno é transformado em tropocolageno e, ainda sob influéncia das enzimas
lisil e prolil hidroxilases, sofre um rearranjo espacial para a formacédo das fibras
colagenas. Como co-fator, a vitamina C previne a auto-inativagcdo dessas duas
enzimas ao impedir a oxidagdo do ferro, contribuindo para a manutengcdo da
atividade de sintese e estabilidade da trama colagena(55,56).

Além disso, tem sido demonstrado que a vitamina C também regula a sintese
de colagenos tipo | e lll pelos fibroblastos na derme humana. Estudos tem
demonstrado que a presenca de acido ascoérbico tdpico é capaz de estimular a
proliferacdo celular e sintese de colageno independentemente da idade celular,
provavelmente pelo estimulo a producdo de RNA-m dos colagenos | e Ill, bem como
de suas enzimas de conversdo e do inibidor tissular das metaloproteinases
matriciais’ do tipo 1, na derme humana(57,58). Por esses mecanismos, o acido
ascorbico tem sua contribuicdo no processo de manutencdo e restauracdo tecidual
do tecido cutaneo.

Em adicdo, tem sido demonstrado que o acido ascoérbico é capaz de reduzir a
producdo de melanina pelos melandcitos, inibindo a acdo da tirosinase, importante
enzima envolvida na melanogénese(56). Por essa razao, o acido ascoérbico também
tem sido utilizado para tratar quadros de hiperpigmentacdo e melhorar o aspecto da

pele.

1.2.3.4 Compostos fendlicos: Flavonoides

Os compostos fendlicos sdo encontrados na maioria das plantas como
metabolitos secundarios. Quimicamente, sdo compostos por anéis aromaticos
ligados a uma ou mais hidroxilas, agrupados em varias formas, apresentando-se, na

maioria das vezes, na forma de ésteres ou glicosideos. Os grupos mais abundantes

f As proteases da matriz extracelular sdo responsaveis por degradar tecido conjuntivo e s&o
estimuladas por diversos fatores. Entre eles, processo inflamatério, idade e fotoenvelhecimento. As
metaloproteinases sao responsaveis pela degradacéo do colageno(54)
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de compostos fendlicos incluem os flavonoides (quercetinas, catequinas, rutina,
etc.)(59). As atividades biolégicas dos compostos fendlicos ajudam a reduzir o
estresse oxidativo e promover a proliferagdo e migragao celular, estimulando a a
epitelizacdo e a deposicdo do colageno. Eles sdo capazes de agir tanto nos
processos inflamatdrios quanto nos processos proliferativos.

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem vegetal. No processo de cura, atuam
como antioxidantes, antimicrobianos e moduladores da resposta inflamatéria(60,61).
Estudos mostram que os flavonoides atuam no processo inflamatério inibindo a
proliferacédo de linfécitos T e a producéo de citocinas pro-inflamatorias (por exemplo,
Fator de Necrose Tumoral Alfa - TNFa e IL-1), modulando a atividade de enzimas na
via do &cido araquiddnico, como Fosfolipase A2, Ciclooxigenase (COX) e
lipoxigenase, e a enzima sintetizadora para 6xido nitrico, a Sintase de 6xido nitrico
induzido (iNOS). A atividade imunomoduladora dos flavonoides ajuda na resolucéo
mais rapida dos processos inflamatoérios e estimula a migracdo e proliferacdo de
fibroblastos(62—64).

1.2.3.5 Betacarotenos

Os carotenoides formam um grupo de pigmentos naturais de
aproximadamente 700 representantes, caracterizados por coloracdo amarela, laranja
ou vermelha e sédo encontradas em frutas, crustaceos, peixes. Os betacarotenos
possuem cor alaranjada e é um dos carotenoides que apresentam atividade pro-
vitamina A, sendo convertidos em retinol (Cf. Figura 9) nas células epiteliais do

intestino(65).



39

NADPH P
_— W e
% \Q
s
Retinol b
(=
Betacaroteno
S SN

dioxigenase

Figura 9 Esquema de biotransformacdo do betacaroteno em vitamina A nas
células intestinais. Fonte: Imagem da propria autora.

Além disso, atuam como antioxidante ndo enzimatico, neutralizando fisica ou
guimicamente as espécies reativas de oxigénio (EROS) e regulam o sistema de
defesa antioxidante ou o sistema de reparo de DNA(65,66). Dessa forma, tornam-se
de interesse clinico para o processo de reparacao tecidual e manutencao da saude

do tecido cutaneo.

Podemos, entdo, sumarizar os potenciais efeitos terapéuticos do 6leo de
Rosa Mosqueta segundo seus principais constituintes quimicos conforme a Figura
10 a sequir:
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Figura 10 Esquema da agao bioldgica cutanea dos principais constituintes quimicos do
Oleo de Rosa Mosqueta. Fonte: Imagem da prépria autora.

1.2.4 Qualidade do Oleo vegetal: da extracdo ao processamento

A qualidade das matérias primas vegetais pode ser alterada de acordo com o
tipo de solo, regido, clima e periodo de colheita, podendo haver diferencas na
presenca e quantidade de principios ativos(19). Der Walt (2016), estudando 6leo de
Rosa aff rubiginosa originadas da Africa do Sul relatou auséncia de é&cido trans
retindico em niveis identificAveis por Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC)(37).

O processo de extracdo também pode alterar as caracteristicas do oOleo,
degradando constituintes quimicos devido ao aquecimento ou aos solventes
utilizados. Como demonstrado por Concha et al. (2006) a extragdo do 6leo de Rosa
Mosqueta usando o método de presséao a frio das sementes garante um produto de
melhor qualidade e com maior concentracdo de seus principios ativos,
especialmente preservando o acido trans retindico(67). Ja Franco e colaboradores

(2007), comparando a interferéncia de diferentes solventes na atividade antioxidante
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do 6leo de Rosa Mosqueta, demonstraram que fatores antioxidantes se mantém
mais preservados quando utilizados etanol e acetona(25).

Deve-se ter especial cuidado com as condicbes de armazenamento e
transporte desses Oleos, j& que luminosidade, temperatura e umidade podem
resultar em alteracbes das caracteristicas iniciais do produto. Ainda assim, o
processo de degradacdo desses Oleos vegetais € inevitavel ao longo do tempo,
ocasionando aumento na acidez total devido a degradacdo dos lipidios via
peroxidacdo, muitas vezes celerada pela luz e calor(68).

Portanto, embora o uso de 6leos vegetais, seja na cosmética ou na pratica
clinica, apresente inumeros beneficios, o desafio de preservar sua funcao biologica
ao longo do tempo requer o desenvolvimento de tecnologias farmacotécnicas

adequadas.

1.3 FORMAS FARMACEUTICAS

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa (2011), o termo
forma farmacéutica corresponde ao estado final de apresentacdo que os principios
ativos farmacéuticos possuem ap0s operacdes farmacéuticas com ou sem adicédo de
excipientes, visando facilitar sua utilizacdo e obter o efeito terapéutico desejado,
mantendo caracteristicas adequadas a via de administracdo a que se propde(69).

A forma farmacéutica € desenvolvida a partir de matérias primas que
assumem diferentes funcdes dentro da formulacdo. O farmaco, insumo
farmacéutico ou principio ativo é a substancia ativa da qual se espera o efeito
terapéutico. J4 os excipientes sdo matérias primas inertes que assumem a funcéo
de adjuvantes, conferindo o volume, forma e consisténcia adequadas a formulagéo.
Por fim, ha os coadjuvantes, que podem ser farmacotécnicos, com a finalidade de
auxiliar as propriedades fisicas, fisico-quimicas e quimicas do principio ativo; ou
terapéutico, que tem a finalidade de melhorar a farmacodinamica ou
farmacocinética do produto(70).

A incorporagdo de produtos naturais em formas farmacéuticas ndo é um
conceito recente. Desde a antiguidade, produtos naturais eram misturados a
excipientes e aplicados em formas de emplastros, pastas ou 6leos. A incorporacdo
de um produto natural a uma forma farmacéutica visa a preservacado da integridade

quimica e farmacologica do produto, facilitar a aplicacdo e garantir a constancia de
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sua acao bioldgica e seguranca na utilizacdo, valorizando, assim, seu potencial
terapéutico(71). Isso se faz premente especialmente com 6leos vegetais, a exemplo
do 6leo de Rosa Mosqueta, cujos constituintes sdo facilmente oxidados pelo contato
com o oxigénio ambiente e a luz, a exemplo do &cido ascérbico e do acido trans
retindico. Além disso, ha os componentes lipidicos, que sofrem naturalmente
oxidacdo espontanea resultando em deterioracdo de sua atividade biologica ao
longo do tempo(72).

As formas farmacéuticas podem ser classificadas em trés tipos segundo o

quadro 1 abaixo:

Quadro 1 - Relacdo dos tipos de formas farmacéuticas, suas vantagens,

desvantagens e vias de administracao.
Forma

Vias (o[}

f A Exemplos Vantagens Desvantagens o =
armacéutica administracdo
Xaropes, Facil degluticdo, Instabilidade fisico- Enteral,
suspensoes, rapida absorcdo, quimica; parenteral & |
Liquidas elixir, emulsdes, distribuicdo uniforme, palatabilidade; oftalmica, t6pica,
injetaveis, menor irritacao. solubilidade. otolégica, nasal.
tinturas, extratos
Pés, Estabilidade fisico- Problemas na Enteral,
comprimidos, guimica, dissolugéo e parenteral,
céapsulas, palatabilidade, liberagéo irdo topica, anal,
Sdlidas supositérios precisio da dose, reduzir a dose pulmonar,
liberacdo controlada disponivel. vaginal.
do farmaco, reducao
de toxicidade.
Cremes, pastas, Aplicacdo e efeitos Instabilidade fisico- Topica, vaginal,
pomadas, géis, locais, reducdo de quimica, alteracdes anal
Semissolidas [WEFTE efeitos colaterais e locais podem
unguentos, de efeitos reduzir a absorc¢éo.
emplastos sistémicos.
RS Aerossois e Rapida absorcdo e Restricao de Pulmonar.
sprays rapido efeito. administracao.

Assim, a escolha do tipo de formulacdo deve levar em consideracdo o produto

tido como principio ativo, o alvo de acdo da atividade bioldégica e a via de
administracdo. Formas farmacéuticas semissélidas possuem a vantagem de ter

aplicacéo local e possibilitar o controle da absorcdo do principio ativo para favorecer

& A via de administragdo enteral corresponde a sua passagem pelo trato gastrointestinal; ja a via parenteral
refere-se a administragdo direta no sistema circulatério.
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acao local e nao sistémica, além de oferecer maior estabilidade fisico-quimica que
as formas liquidas. Além disso, as formas farmacéuticas semissoélidas mostram-se

mais compativeis a incorporagdo de Oleos vegetais para aplicacdo e acao cutaneas.
1.3.1 Formas farmacéuticas semissolidas

Formas farmacéuticas semissélidas sdo amplamente utilizadas como agentes
terapéuticos e cosméticos para aplicacbes topicas(73). Possuem consisténcia
viscosa que permite seu espalhamento no local de aplicacdo. Podem ser utilizadas
como recurso para administracdo de farmacos por via sistémica de forma a reduzir a
toxicidade pois evita 0 metabolismo de primeira passagem, para administracéo local
de farmacos ou simplesmente com o objetivo de formar uma camada protetora sobre
a pele. De acordo com os excipientes utilizados e suas caracteristicas fisicas(69,74),

podem ser classificadas em cinco tipos conforme Figura 11:

*Feitas em base oleosa com dispersao de principios
PO m ad as ativos em baixa proporcao.

*Carregadas de solidos insollveis do tipo hidrofilico ou
hidrofébico (no minimo 25%).
*Possuem efeito absorvente.

Crem es *S&o emulsdes formadas por fase oleosa e aquosa.
Podem conter principios ativos dissolvidos ou dispersos.

*Possuem agentes geleificantes para fornecer firmeza a
uma solucgédo ou dispersao coloidal, podendo conter
particulas suspensas.

*Base adesiva contendo um ou mais principios ativos em
camada uniforme em suporte feito de material sintético
ou natural.

Figura 11 Tipos de formas farmacéuticas semissolidas e suas caracteristicas. Fonte: Imagem
da prépria autora.

Géis

A selecdo da forma farmacéutica semissolida deve ocorrer levando em
consideracdo o objetivo da formulacdo e a compatibilidade fisica e quimica do
principio ativo a ser dissolvido ou disperso(75).

Fatores como condi¢cfes do tecido cutaneo e propriedades fisico-quimicas da

formulagéo podem influenciar diretamente na permeacdo através das camadas da
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pele. Quanto a formulacdo em si, fatores como concentracdo do principio ativo,
propriedades organolépticas e emprego de coadjuvantes serdo responsaveis por

alterar o fluxo de permeacéao e penetracéo no tecido cutaneo(76).
1.3.2 Cremes, emulsdes semissadlidas

Cremes sédo emulsdes semissolidas compostas por uma fase lipofilica e uma
fase hidrofilica, de alta viscosidade, cuja consisténcia e propriedades variam de
acordo com o tipo de emulséo utilizada: se agua em 6leo (A/O) ou 6leo em agua
(O/A). Dessa forma, existe uma fase dispersa entremeada por uma fase dispersante

conforme esquema apresentado na Figura 12.

porgdo \porqﬁo
hidrofébica O hidrofilica

OO()% Tensoativo
bleo (
@,
6leo

agua

~—— fase dispersa —

/dispersanteﬁ

Emulsao 6leo/agua Emulsao agua/éleo
O/A A/O

Figura 12 Representagao esquematica dos tipos de emulsdes. Observe na emulsao 6leo em
agua (O/A) as cadeias hidrofébicas interagem entre si, formando pequenas goticulas de 6leo
dispersas na fase aquosa. J4 na emulsdo agua em o6leo (A/O), as cadeias hidrofébicas se
voltam para fora, isolando a fase aquosa em pequenas goticulas dispersas no meio oleoso.
Fonte: Imagem da prépria autora.

s

Para que a emulsdo seja formada, € necessario o emprego de agentes
emulsionantes a fim de alterar o equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) da formulacao,
conferindo estabilidade ao sistema(77). O equilibrio hidrofilico-lipofilico representa a
relacdo entre os grupos hidrofilico e lipofilico das fases das emulsbes. Os
tensoativos sao produtos que possuem uma porcéao hidrofilica e outra hidrofobica, o

que causa diminuicdo da tenséo interfacial entre as fases dispersa e dispersante,
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facilitando o processo de emulsificacdo e estabilizacdo(76,77). No processo de
emulsificacdo, ele se posiciona entre as duas fases (aquosa e oleosa), originando a
pelicula interfacial que confere estabilidade ao sistema(78).

O EHL é representado por uma escala numérica dimensional de 1 a 20 usada
para indicar as caracteristicas prevalentes em determinado tensoativo e classifica-lo
de forma a facilitar a escolha do tensoativo mais apropriado para o tipo de emulsao
que se quer produzir(77). Esse sistema foi introduzido por Griffin em 1949, sendo
que quanto maior o valor do EHL, maior a hidrofilia do tensoativo(78). Agentes
emulsivos de baixo EHL tendem a formar emulsdes agua em 6leo, enquanto os
agentes de maior EHL formam emulsbes 6leo em agua(77,78). O Quadro 2 abaixo

indica as principais caracteristicas do tensoativo de acordo com o EHL.

Quadro 2 - Relacao das caracteristicas dos surfactantes segundo o equilibrio
hidrofilico-lipofilico (EHL).

Emulsionantes hidrofilo-lipo6filo 3ab6
Molhantes 7a9
Antiespulmantes <8
Emulsionantes lipéfilo-hidréfilo 8als
Detergentes 13a15
Solubilizantes 15a18

Fonte: Zanin et al, 2002(78)

O melhor sistema emulsificante é escolhido a partir de seu potencial de
solubilidade e emulsificacdo, toxicidade, valor de EHL. Os surfactantes ndo i6nicos
tém a vantagem de serem menos toxicos e/ou irritantes comparados aos

surfactantes ionicos e catiénicos(79).

1.3.3 Microemulsdes

Sistemas nano particulados tém sido estudados ha décadas, adquirindo cada
vez mais importancia devido as diversas aplicagbes na medicina e na industria
quimica. Esses sistemas podem ser divididos em nano emulsées ou microemulsoes,
sendo muitas vezes confundidos na literatura ou até mesmo tratados como

sinbnimos(80).
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Nano emulsdes sédo sistemas termodinamicamente instaveis, consistindo em
minusculas gotas (<300nm, porém >um), geralmente de um 6leo suspensas em um
meio aquoso. Embora consideradas termodinamicamente instaveis, o pequeno
tamanho de suas particulas reduz o processo de coalescéncia e floculacao,
tornando a cinética de desestabilizacdo extremamente lenta. Frequentemente, a
desestabilizacdo do sistema esta relacionado a alteracées de pH, temperatura ou
pressdo(81). A formacdo de uma nano emulsdo pode dispensar o uso de
surfactantes, embora sua adicdo ao sistema seja necessaria para melhorar a
estabilidade do mesmo(82).

O termo microemulsdo foi introduzido pela primeira vez em 1959, apés
experimento realizado por Hoar e Schulman, em 1943, no qual observaram que a
mistura de um componente organico, surfactante e agua, adicionado de um &lcool,
originava um sistema liquido opticamente transparente e termodinamicamente
estavel(83,84).

Microemulsfes séo sistemas constituidos por liquidos imisciveis cujo solvente
esta disperso em particulas de tamanho nanométrico na fase continua. S&o
caracterizados por serem termodinamicamente estaveis, isotropicos, de baixa
viscosidade(83). Estruturalmente, podem ser do tipo Oleo em agua (O/W),

bicontinuas, ou agua em d6leo (W/O), conforme demonstrado na Figura 13.

Microemulsdo 6leo em agua Microemulsdo dgua em Sleo

Tensoativo

>

Microemulsdo bicontinua

Figura 13 Desenho esquematico da estrutura de microemulsdes. Fonte: Imagem da prépria
autora.

Atualmente, o termo é reconhecido para designar uma mistura de 6leo e agua
com o auxilio de um surfactante contendo ou ndo um Co surfactante, cuja formacao

depende do equilibrio entre cada componente(81l). Podem ser fabricadas
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espontaneamente ou por métodos de baixa-energia, como por meio de inverséo de
fases catastrofica ou emulsificacdo espontanea. Diferentemente, nano-emulsfes
podem ser originadas espontaneamente ou por métodos que empregam alta-energia
como homogeneizacdo por alta-pressdo e microfluidizacdo(81,85). Embora o
primeiro método demande maior uso de surfactantes, este se mostra mais simples e
barato do que este ultimo, e eficiente para a elaboracdo de microemulsées com
caracteristicas desejaveis(85).

Microemulsbes (ME) sao geralmente caracterizadas como agregados
esféricos menores que 1400nm, frequentemente ao redor de 100nm. Por isso, sao
opticamente transparentes, e a literatura tém utilizado termos como sub, micro ou
nanoemulsdes para designar o mesmo sistema(80). Devido ao tamanho de suas
particulas, formam dispersdes coloidais" que permitem a passagem de luz por sua

caracteristica transparente(79), conforme observado na Figura 14.

Efeito Tyndall sobre os tipos de solu¢des

AT
Solucdo verdadeira
B
'll Microparticulas
Solugdo Coloidal
C _ll Macroparticulas

Solucdo Coloidal

Figura 14 Representacdo do efeito dos sistemas coloidais sobre a passagem da luz. Fonte:
Imagem da prépria autora.

A vantagem das microemulsdes 06leo em agua (O/A) estd na maior

estabilidade fisica e térmica dos seus componentes, assim como maior

h Dispersdes coloidais sdo misturas onde particulas imperceptiveis a olho nu est3o dispersas em um meio sendo
impossivel distingui-las do dispersante. Entretanto, é possivel observar a passagem da luz pelo sistema coloidal
devido as particulas dispersas, em um efeito chamado Efeito Tyndall.
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disponibilidade principalmente de componentes lipofilicos devido ao tamanho de
suas particulas(85).

As microemulsdes diferem das emulsbes essencialmente por sua estabilidade
termodinamica. Isso, frequentemente, porém nao obrigatério, é alcancado com a
adicdo de um cotensoativo ao tensoativo a fim de ajustar o EHL. Nao existe uma
mistura universal, mas geralmente o segundo tensoativo serad considerado um
cotensoativo que ajudara a estabilizar a emulsdo(80). Esse cotensoativo € uma
molécula menor que entra nos espacos que 0 tensoativo principal ndo consegue
ocupar na interface das fases oleosa e aquosa(77,80). O cotensoativo pode ser
escolhido com base em seu grau de etoxilacdo. Assim, quanto maior o grau de
etoxilagdo do cotensoativo, maior sera sua solubilidade em agua e menor a
viscosidade conferida a emulsao(77).

Frequentemente, o uso de surfactantes combinados com um alcool graxo’,
que também possui natureza anfipatical, permite o surgimento de uma emulsdo
relativamente estdvel e mais viscosa quanto maior a quantidade do
surfactante(73,79).

Na prética, as microemulsfes se diferenciam opticamente das emulsbes por
serem transparentes, enquanto essas Ultimas, sdo opacas. Essa diferenca deve-se
ao tamanho das goticulas das microemulsdes cuja ordem de grandeza é bem menor
do que a dos comprimentos de luz visivel. No entanto, a maior vantagem das
microemulsfes em relacdo as emulsdes esta na estabilidade e biodisponibilidade
dos principios ativos e custo de fabricacdo, conforme descrito no Quadro 3

abaixo:

Quadro 3 - Diferencas entre sistemas emulsionados.
(Continua, parte 1 de 2)

Turbidez Opacas Variavel Transparentes
Tipo de Dispersao Grosseira Coloidal Coloidal
Estabilidade Instavel Instavel Alta

Termodinamica

i Os alcoois graxos s3o alcoois alifaticos derivados de gorduras e éleos naturais (lipideos) originarios de plantas
ou sintetizados em animais e algas e tem regular nUmero de dtomos de carbono. Estdo relacionados aos acidos
graxos.

JO termo anfipatico, do grego amphi = ambos e pathos = paixdo, é relativo a moléculas que possuem
caracteristicas tanto hidrofilicas quanto hidrofdbicas.
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(Conclusao, parte 2 de 2)

Parametro Emulsbes Nanoemulsdes | Microemulsbes
Estabilidade Alta Alta Alta
Cinética
Tamanho das 1-2100um 20 — 600nm <90nm
particulas
Biodisponibilidade Baixa Alta Alta
Quantidade de Baixa Média Alta
tensoativo
Formacao Requer energia  Requer energia Espontanea
Custo de Alto Alto Baixo
fabricacao

Fonte: Bbckel, 2009; Souza, 2017 (adaptado)

Microemulsbes s&do desenvolvidas utilizando diagramas de fase
pseudoternarios, por meio dos quais € possivel identificar os componentes mais
adequados e suas proporcdes(80). Eles sdo apresentados na forma de um triangulo
equilatero cujos vértices representam cada um dos componentes e, em cada um dos
lados, as variacbes nas suas concentragcbes em propor¢des de 0% a 100%. Sua
andlise possibilita identificar as regides de transicdo entre emulsbes, fases
separadas e microemulsdes (O/A ou A/O)(80,83). A Figura 15 a seguir oferece uma

representacdo de um diagrama de fases pseudoternario.

Tensoativo/
Cotensoativo

A
AYA -
#"@'%
| 1.71%; AYAYA
~ A‘l’ﬂ!’#&,ﬂg .
. AVAYAVAVAVAVYA
. .¢TA‘!’A‘!’A‘A‘A‘!’A‘!’A.
FAVAVAVAVAVAVAVA

Fase oleosa ' - Fase aquosa

Figura 15 Representacédo de diagrama pseudoternario indicando as areas de transicao de fases
de acordo com as proporc8es de cada componente. SF = separacdo de fases; EM = emulséo;
MI = Microemuls&o. Fonte: Imagem da prépria autora.
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1.4 QUALIDADE E SEGURANCA DE FORMULACOES FARMACEUTICAS
SEMISSOLIDAS

A estabilidade de formulacdes farmacéuticas € essencial para a validacédo da
qualidade e seguranca de medica¢Bes, cosméticos e produtos para a saude. O
objetivo dos testes de estabilidade € oferecer evidéncias de como a qualidade de
uma formulacdo ou substancia farmacéutica varia ao longo do tempo sob a
influéncia de fatores ambientais como temperatura, umidade e luz e que permite
recomendar condi¢bes de armazenamento e tempo de validade(86).

A avaliacdo de estabilidade atem-se as caracteristicas fisicas, quimicas e
microbiolégicas e os limites de alteracbes devem levar em consideracdo as
caracteristicas dos produtos e insumos farmacéuticos utilizados e os resultados de
estudos pré-clinicos e clinicos iniciais(87).

Para a avaliacdo da estabilidade, deve-se realizar uma série de ensaios
voltados ao tipo de produto desenvolvido e sob condicbes compativeis com a zona
climatica da regido em que o produto sera comercializado(88).

Uma das formas de se avaliar a estabilidade e seguranca é através de
estudos de estabilidade acelerado, e segundo a Organizacdo Mundial da Saude
caracteriza-se por ser desenhado a fim de acelerar a degradacdo ou alteracdes
fisicas, quimicas e microbiologicas de insumo farmacéutico ou medicamentos,
utilizando condi¢cbes exageradas de armazenamento. Os resultados irdo auxiliar na
determinacdo do prazo de validade e o efeito das condi¢cdes de armazenamento e
cuidados de conservacao(86,87).

E estabelecido, ainda, que os testes de estabilidade acelerada devem ser
realizados com pelo menos trés lotes do produto a ser testado em temperatura
controla de 40°C e 35% de UR (Umidade Relativa) por um periodo de seis meses
em zonas climéaticas tropicais ou trés meses em zonas climaticas subtropicais(89).

O produto sera considerado estavel se as alteragcbes nao forem
significativamente maiores do que os limites minimos estabelecidos para cada tipo
de produto ou condicdo. No geral, sdo consideradas alteragdes significativas: perda
de mais de 5% na eficacia do produto ou dos seus constituintes iniciais, alteracdo de
pH além dos limites estabelecidos, alteracdo nas caracteristicas organolépticas

aceitaveis, presenca de produtos de degradacao além dos limites permitidos (86).
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Para formulas farmacéuticas liquidas e semissdlidas, os seguintes parametros
devem ser considerados nos estudos de estabilidade: aspecto, pH, sedimentacéo
apos agitacdo (para suspensodes), perda de peso (para produtos com base aquosa),
separacao de fases (se emulsdes), teor de claridade (no caso de solugbes), teor,
produtos de degradacéao e limites microbianos(88).

O uso de produtos naturais por vezes carece de informacfes acerca da
qualidade, seguranca e efichcia de uso. Embora utilizado popularmente, pouca
informacdo sobre seguranca e eficdcia do uso do 6leo de Rosa Mosqueta esta
disponivel na literatura cientifica, especialmente quanto ao modo de acdo nos
sistemas organicos. Pouco se sabe sobre sua capacidade de permeacao e atuacao
no tecido cutaneo, especialmente no que concerne ao processo de reparagao
tecidual.

Além disso, embora diversos cremes contendo 6leo de Rosa Mosqueta
estejam disponivel no mercado, tais produtos carecem de informacdes adequadas
quanto a origem do 6leo e porcentagem do produto nessas formulacdes, sendo, na
maioria das vezes, o 6leo de Rosa Mosqueta combinado a outros produtos naturais
ou sintéticos. Apds pesquisa na internet, que tenhamos conhecimento, nosso
produto é o primeiro a oferecer uma emulsdo contendo 30% de 6leo de Rosa
Mosqueta com atividade cicatrizante. Ademais, propomos, também, o
desenvolvimento de microemulsdes contendo 6leo de Rosa Mosqueta, a fim de
avaliar se esse tipo de formulacdo trard resultados mais consistentes com menor

guantidade de produto.

1.5 OBJETIVOS DA PESQUISA

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar a qualidade e a seguranca de
formulacdes topicas (emulsdes e microemulsdes) desenvolvidas com Oleo de Rosa
Mosqueta para uso na pratica clinica. Dessa forma, sdo propostos 0s seguintes
objetivos especificos:

a) Desenvolver emulsédo contendo 30% de oleo de Rosa Mosqueta e avaliar sua
estabilidade acelerada por meio de caracteristicas fisicas e organolépticas

(cor, odor, consisténcia, espalhabilidade, viscosidade, densidade);

caracteristicas quimicas (pH e atividade antioxidante) e estabilidade
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microbiolégica (testes de contagem total de microrganismos e desafio do
sistema conservante);

b) Avaliar a seguranca da emulsdo contendo Oleo de Rosa Mosqueta na
aplicacé@o toépica por meio de testes de irritabilidade (HET-CAM - Hen’s egg
test chorionallantoic membrane) e toxicidade celular;

c) Realizar testes do perfil anti-inflamatério in vitro da emulséo contendo 6leo de
Rosa Mosqueta;

d) Desenvolver microemulsfes contendo 6leo de Rosa Mosqueta, utilizando
Tween 80 como tensoativo e comparando dois cotensoativos diferentes:
glicerina e propilenoglicol;

e) Avaliar as microemulsdes quanto a granulometria, pH e condutivimetria e
testar sua estabilidade de curta duracéo;

f) Avaliar a seguranca das microemulsfes contendo 6leo de Rosa Mosqueta na
aplicacado topica por meio de testes de toxicidade celular e de perfil
inflamatério;

g) Observar o potencial de permeacdo e retencdo cutanea do 6leo puro ou
incorporado em emulsédo e microemulsdo em estudo in vitro;

h) Avaliar a atividade biol6gica do 6leo puro e incorporado em formulacées no

processo de cicatrizagdo por meio de estudo histolégico em modelo ex vivo.

1.6 METODO DA PESQUISA

Foram elaboradas duas emulsées contendo 30% de 6leo de Rosa Mosqueta
pelo método de inversdo de fases, apenas diferindo em relagcdo a presenca ou
auséncia do antioxidante sintético BHT (2,6-Di-tert-butyl-p-cresol). As emulsdes,
juntamente com uma amostra do 6leo puro foram acondicionadas em frascos airless
e mantidas em camara climéatica a 40°C e 35% de UR. Os lotes elaborados,
juntamente com o 6leo puro foram submetidos a testes de estabilidade acelerada
por 90 dias durante os quais foram avaliados parametros organolépticos,
microbioldgicos, fisicos e quimicos.

Além da emulséo, foi desenvolvido o diagrama de fases pseudoternario para
fins de elaboracdo de microemulsdes de 6leo de Rosa Mosqueta, empregando-se
meétodo de baixa energia, usando como tensoativo o Tween 80 e testando-se dois

cotensoativos diferentes: glicerina e propilenoglicol. As microemulsdes foram
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submetidas a avaliacdo de pH, condutivimetria, avaliagdo do tamanho de particulas
e polidisperséao.

O oleo de Rosa mosqueta utilizado nesta pesquisa foi adquirido da Farmécia
escola da Universidade Federal de Goias e apresentava as seguintes caracteristicas
de acordo com a literatura: Oleo refinado, extraido por prensagem a frio, com acidez
maxima de 1% e umidade maxima de 0,3% (Anexo 1).

Tanto as emulsbes como as microemulsdes foram submetidas a testes de
seguranca a fim de se avaliar o grau de irritabilidade, viabilidade celular, perfil
inflamatorio, permeacao cutanea e potencial cicatrizante. A Figura 16 esquematiza a

metodologia do estudo e os respectivos testes empregados.

Anélise histolégica
Taxa de retracéo
Area de fibroplasia
Densidade de coldgeno
Andlise de Expresséo génica
TGF-b

OleoPuro 0% brancs 25%

K\
- ——
———’—‘—I'—" \
Testes Estudo de Cicatrizacdo ~——
microbiolégicos ex vivo Difuséo de Luz Testes
Desafio do sistema Raio hidrodinamico Selegdodas  microblolégicos
conservante Indice de Polidispersao amostras com pacafio do sistama

Condutivimetria X melhores

conservante
\_ pardmetros

Potencial
antimicrobiano

Pardmetros
organolépticos

can;po?ammto Avaliagio Granulometria
eolégico por 90 dias /
40°C/35% UR | . / i ia
Testes Quimico - Ca ,cimiﬁcl Diagrama de fases “ / Condutiitat
pH pseudoternario 7 dias / pH
DPPH 40°C/35%UR
Testes de
Testes de
Seguranga
Seguranga Cremes com e sem BHT Viabilidade celular
Irritabilidade em frascos airless Estudo de Permeacdo Perfil inflamatério
Viabilidade Celular in vitro
Perfil Inflamatério 7=
OleoPurs “50% " | branca 25%

; Anilise em HPLC
Oh, h, 3h, 6h. 24h

Célula de franz
Superficie cutinea
Camada cérnea
Epiderme
Derme

Figura 16 Esquema ilustrativo da metodologia da pesquisa. Fonte: Imagem da prépria autora.

Os dados foram categorizados em planilhas de Excel® e analisados
estatisticamente nos programas Statistical Package for the Social Sciences (SPSS®
2020) e GraphPad Prism 8.4. A andlise de normalidade dos dados foi verificada
usando o teste Shapiro-Wilk e foram realizadas andlises de diferenca de medianas

para variaveis numeéricas e diferencas de frequéncia para variaveis categoricas. As
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figuras e gréaficos apresentados foram elaborados nos programas Excel®, GraphPad
Prism®, OriginPro® 2016 e Canvas.

Nos préximos capitulos serdo apresentados os métodos, procedimentos e
materiais empregados para os estudos de estabilidade, seguranca e eficacia das
formulacdes, estudo de permeacdo e retencdo cuténea in vitro e cicatrizacdo ex

vivo, assim como os resultados e discussoes.
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DESENVOLVIMENTO E ESTABILIDADE DE EMULSAO CONTENDO 30% DE
OLEO DE ROSA MOSQUETA
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2. DESENVOLVIMENTO E ESTABILIDADE DAS EMULSOES CONTENDO 30%

DE OLEO DE ROSA MOSQUETA

2.1 MATERIAIS E METODOS

2.1.1 Insumos e elaboracéo das emulsdes

Os insumos utilizados para o desenvolvimento das emulsdes foram: 1,2

propilenoglicol PA, sal dissédico EDTA, Solucdo de acido citrico 10%, Butil-

hidroxitolueno PA adquiridos de Dinamica LTDA (Brasil); cera néo-idnica tipo

polawax (Exodo Cientifica); Clorexidina aquosa 20% (Neon Comercial LTDA, Brasil);

6leo mineral (Unido Quimica); Oleo de Rosa Mosqueta (Levviale, Farmécia

Universitaria da Universidade Federal de Goias); goma de tapioca da Engenharia

das Esséncias.

As emulsbes contendo 30% de 6leo de Rosa Mosqueta foram desenvolvidas

no Laboratério de Tecnologias da Faculdade de Ceilandia (FCE-UnB), utilizando-se

0s insumos nas propor¢des descritas no Quadro 4.

Quadro 4 - Componentes das emulsdes contendo 30% de oleo de

segundo formula quimica, INCI, funcdo e quantidades.

Rosa Mosqueta

Fase Componente Quimico INCI Funcéo % (p/p) 2/1%'85)
Ativo antisséptico,
Chlorhexidine conservante
D-Gluconic acid 2% digluconate microbioldgico 5% 5g
1,2-Ethanediamine
N,N,N',N'*-
tetrakis(carboxymethyl)- EDTA Agente quelante 0,1% 0,1g
Aquosa Agente de
viscosidade,
Propane-1,2-diol Propylene glycol umectante, solvente 5% 5g
Agente de
Goma de tapioca Tapioca starch viscosidade 3% 39
Veiculo da fase
Distilled water Water aguosa, solvente g.s.p. 41,859
Cetearyl Alcohol
(67762-27-0) /
Polysorbate 60 | Emulgente, Agente
Oleosa Cera polawax (9005-67-8) de viscosidade 15% 15¢g
Rosa aff. | Principio ativo,
Rosa Mosqueta oil rubiginosa emoliente 30% 30g
2,6-Di-tert-butyl-p-cresol BHT Antioxidante 0,05% | 0,05g
Pés- 2-Hydroxy-1,2,3-
Elaboracéo propanetricarboxylic acid Citric acid 10% Corretivo de pH g.s g.s

Para elaboracdo das emulsbes, os componentes da fase aquosa e da fase

oleosa foram pesados separadamente. Os componentes da fase aquosa foram

mantidos sob energia ultrassbnica (Altasonic Clean) por 15min. para completa
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dissolucdo dos componentes sdlidos. Apés, as duas fases foram mantidas em
aguecedor de placas (Logen Scientific) até atingir 70°C. A fase oleosa foi, entao,
lentamente vertida sobre a fase aquosa sob agitagcdo constante com auxilio de
agitador mecanico (Nova Etica M510-VERPB-3K5) até arrefecimento e formacdo da
emulsdo. O pH foi ajustado entre 4,5 e 5,5 e os produtos foram armazenados em

camara climatica escura por 90 dias.

2.1.2 Estudo de estabilidade acelerada das emulsdes contendo 30% de 6leo de
Rosa Mosqueta

Foram elaboradas duas formulacdes teste contendo 30% de Oleo de Rosa
mosqueta, mas que diferiam apenas pela presenca ou auséncia do antioxidante
sintético BHT (2,6-Di-tert-butyl-p-cresol). As emulsdes foram armazenadas,
juntamente com amostras do 6leo puro e um creme branco sem o 6leo, em frascos
airless (Cf. Figura 18) por 90 dias em camara climatica a 40°C e 35% de UR em
acordo com a Resolucdo RDC N° 318 da Anvisa(89). Essas formulacdes foram
avaliadas nos dias 1, 15, 30, 60 e 90 dias e foram denominadas neste trabalho como

‘airless com BHT’, ‘airless sem BHT’ e ‘6leo’.

L

com BHT; B - airless sem BHT. Imagem da prépria autora.

A estabilidade das formulagbes foi avaliada segundo as normas da Anvisa
(2019) para produtos tépicos(90). Tanto as emulsdes quanto o 6leo foram avaliados
segundo as caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas através dos testes

descritos a sequir:
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2.1.2.1 Avaliacao microscopica

As emulsdes foram espalhadas em |lamina de microscopia e coradas com
corante violeta de genciana. Apds, foram analisadas em microscépio de luz
polarizada (Nikon Eclipse E 100) com ocular de 10x para observacao da fase oleosa

dispersa.

2.1.2.2 Perda de massa

Os frascos com as amostras (das emulsdes e dos 6leos) foram pesados no
dia do envase e nos dias de avaliagao (15, 30, 60 e 90 dias). A diferenca dos pesos
foi considerada perda de massa e a % de perda de massa foi calculada segundo
Equacéo 1 abaixo:

Equacao 1 [%] = (Mi— Mf).100/Mi; Onde Mi = massa inicial e Mf = massa

final

2.1.2.3 Parametros organolépticos

Nos dias de avaliacao (01, 15, 30, 60 e 90 dias), os parametros de cor, odor,
consisténcia e aspecto dos produtos foram avaliados sensorialmente e comparados
com o0s aspectos observados no dia de elaboragédo. Diferencas encontradas foram
caracterizadas como intenso (I), moderado (M), pouco (P) ou nenhum (N);

2.1.2.4 Centrifugacao

A estabilidade das emulsdes frente ao estresse mecénico foi avaliada atravées
do teste de centrifugacdo. Trés amostras de 0,5g de cada formulacdo foram
acondicionadas em microtubos e centrifugadas em Centrifuga Hettich Mikro 200R a
3000rpm em 27°C por 30 minutos. Ao final, foi avaliado visualmente se houve
separacao de fases na amostra. O indice de cremeacéo (C%) foi calculado através
da relacédo entre a fase emulsionada (VE) e o volume total (Vt), de acordo com a
Equacéo 2(39):

Equacéao 2: C(%) = 100.(VE/Vt)
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2.1.2.5 Potencial Hidrogenidnico

A avaliacdo de pH das emulsdes foi realizada com fitas de pH Kasvi®, devido
a caracteristica oleosa das amostras. A alteracdo de pH foi avaliada pela diferenca

entre o pH inicial e o pH final.

2.1.2.6 Espalhabilidade

A determinacdo da espalhabilidade das emulsdes foi avaliada com adaptacao
da metodologia de Knorst (1991)(91), utilizando um aparato de placas de vidro
montado sobre papel milimetrado. Uma placa-molde com 20 cm de diametro, 0,3 cm
de espessura e com orificio central de 1,2 cm de didmetro foi colocada sobre uma
placa-suporte de vidro (20 cm x 20 cm) posicionada sobre o papel milimetrado (Cf.
Figura 19).

.

r S ginee o
S

.....

Figura 19 llustragdo mostrando placa molde de vidro em papel milimetrado, onde é
introduzida amostra no orificio central. Apés retirada da placa molde, adicionam-se as
placas de vidro e se procede a medi¢cao dos diametros vertical e horizontal. Fonte: Imagem
da prépria autora.

Uma quantidade de emulsao foi introduzida no orificio da placa-molde e a
superficie nivelada com espatula. Apds cuidadosa retirada da placa-molde foram
adicionadas, sucessivamente, cinco placas de vidro de massa aproximada e
conhecida (placa 1: 302,38g; placa 2: 300,65g; placa 3: 300,34g; placa 4: 302,62g;
placa 5: 301,35g) em intervalos de um minuto, sendo calculada a média dos
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diametros (d) abrangidos pela amostra em posi¢cdes opostas (horizontal e vertical) e

a espalhabilidade (Ei) obtida através da Equacéao 3(91):

D1+DZ]2
* T

Equacao 3: Ei = [ ”
Onde D1 corresponde ao diametro horizontal em mm, D2 corresponde ao diametro

vertical em mm e =3,74.

2.1.2.7 Viscosidade

A viscosidade do Oleo e das emulsdes, sob uma forca de cisalhamento
constante, foi verificada por meio de Viscosimetro Digital MVD-8 Marte (Cf Figura
20), adicionando-se 15 g de produto ao receptor de pouca amostra. Foi utilizado
spindle 4 (S4) com rotacdo de 30 e 60 rpm sendo submerso na amostra até atingir a
marca no nivel do spindle. Os resultados de viscosidade (em Pascal segundo —

Pa.s) e torque (%) foram coletados apos 5 min. de funcionamento do viscosimetro.

Figura 20 llustracdo de viscosimetro com adaptador de pouca amostra e spindles
utilizados. Fonte: Imagem da propria autora.

As emulsfes também foram submetidas a avaliacdo da viscosidade sob taxa
de cisalhamento variavel ao longo do tempo, em reémetro (Hybrid Rehometer TA
Discovery HR2, UK) com o emprego de placa plana. Uma quantidade suficiente de

creme foi adicionada no centro da placa que foi aproximada até 1,5 mm, até que a
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amostra saisse pelas bordas. ApGs limpeza do excesso de creme das bordas, a

maquina iniciou o cisalhamento a uma temperatura constante de 25°C.

2.1.2.8 Densidade

A densidade das emulsfes e do Oleo foi avaliada utilizando-se picnémetro de
latdo calibrado de volume interno de 0,03946516 cm?3, contendo uma tampa de
mesmo material de encaixe perfeito com um orificio em seu centro. O picnémetro foi
pesado em balanca digital calibrada e seu peso considerado peso zero. Apos, 0
picndmetro foi preenchido com o material a ser avaliado e a tampa foi adicionada até
total vedacgéo, permitindo extrusdo do excesso de material pelo orificio central (Cf.
Figura 21).

Figura 21 A - Picndmetro de latdo sendo pesado; B - Preenchimento completo do picndmetro;
C - Extrusédo do excesso de produto pelo orificio central do picnémetro; D - Picndmetro apés 5
min. pronto para pesagem. Fonte: Imagem da prépria autora.

Aguardou-se 5 min. para a saida do excesso de material antes da pesagem
do picndbmetro cheio em balanca digital calibrada. A densidade das amostras foi
calculada através da Equacéo 4:

Equacéo 4: D = m/v onde m corresponde a massa do material dado em balanca
digital e v corresponde ao volume do picnémetro, estabelecido pelo fabricante em
25,2338 cm?.
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2.1.2.9 Teste microbiolégico

Os testes microbiolégicos das emulsdes foram realizados segundo as
orientacdes da Farmacopeia Brasileira (2019)(92). Os ensaios descritos sao relativos
a produtos ndo estéreis visando garantir a qualidade e o controle de fabricacéo
previstos nas boas praticas de forma a atender os parametros dos limites aceitaveis
para microrganismos neste tipo de formulagdo. As formulagdes foram submetidas a
testes de contagem total microbiana para fungos e bactérias e testes do desafio do
sistema conservante.

Foram adquiridos meios de cultivo Peptona bacteriologica (Kasvi, Espanha),
Plate Count Agar (Agar PCA da Himedia, India), Agar Base Dermasel da Oxoid
(Inglaterra), Caldo Luria Bertani (Lennox, USA) e Tween 80 (Isofar, Brasil).

Para a avaliacdo da contagem total microbiana, aliguotas de 5g de cada
formulacdo foram mantidas sob agitacdo mecanica em 45mL de agua peptonada
0,1% até dissolugdo da amostra. Placas contendo meios de cultura especificos para
bactérias (Agar PCA) e fungos (Hagar Base Dermasel) receberam aliquotas de
0,1mL das amostras, em triplicata. As placas para bactérias foram armazenadas em
estufa a 35°C por 5 dias e as placas para fungos foram armazenadas em
temperatura ambiente por 7 dias. Ao final, foi realizada a contagem do numero de
colbnias observadas.

O teste do desafio do sistema conservante foi realizado através de inéculos
preparados por suspensdao direta do crescimento microbiano em caldo Luria Bertani
(caldo LB) com turvacdo equivalente a 0,5 da escala de Mc Farland (1,0x108
UFC/mL) sendo ajustada entre 0,08 — 0,10 de densidade Optica a 625 nm em
espectrofotometro. Foram utilizados os seguintes microrganismos: 1) bactéria Gram-
positiva (Staphylococcus aureus ATCC 25923), 2) bactéria Gram-negativa
(Escherichia coli ATCC 25922) e 3) levedura (Candida krusei ATCC 6258). Os
microrganismos foram escolhidos por serem comuns na microbiota da pele, area
para qual o produto se destina, e pela disponibilidade no laboratério.

Para realizar o teste, 59 de cada formulacdo foram armazenadas em tubos
Falcon e inoculadas com 100uL do caldo contendo a suspensao de microrganismos
e homogeneizadas em voértex. As amostras contaminadas foram mantidas em
temperatura ambiente por até 14 dias. Apos 7 e 14 dias, 1g de cada amostra foi

retirada e dissolvida em vértex em 9mL de agua peptonada 0,1%. Volumes de
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100pL dessa solucéo foi inoculada em placas de petri, em triplicata, contendo meios
de cultura especificos para bactérias ou fungos. As placas contendo Agar PCA
foram incubadas a 35°C por 2-3 dias e as placas contendo Agar Base Dermasel
foram incubadas a 27°C por 7 dias. Os resultados foram expressos como média de

Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) por grama de amostra (UFC/qg).

2.1.2.10 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do Oleo puro e das emulsGes foi avaliada pelo
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), verificando-se a reducédo de
absorbancia dos radicais em espectrofotometro (Hitacki U-3900H), segundo método
proposto por Kim et al (2002)(93). O método tem sido indicado tanto para compostos
hidrofilicos quanto para compostos lipofilicos e possui a vantagem de permitir a
interacdo do radical com os compostos das amostras por um maior tempo(94).

Os reagentes 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e padrédo de Trolox foram
adquiridos da Sigma-Aldrich. Alcool etilico PA foi adquirido da Dinamica LTDA,
enguanto acetona veio da empresa Neon Comercial LTDA.

O preparo das amostras foi realizado pesando-se 1,5g de creme ou 6leo em
tubos Falcon aos quais foi adicionado 1500uL de solucdo de acetona:etanol (80:20
p/p) e mantidos em sonicador (Altasonic Clean) por 15min. Apos, as amostras foram
submetidas a centrifugacdo por 15min. a uma rotacdo de 5000rpm em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi utilizado para os testes, sendo submetidos a diluicdes
seriadas até ser observada inibicdo de 50% do radical.

O radical foi preparado em etanol PA a concentragdo de 0,1mM. Sua
densidade Optica inicial foi avaliada em espectrofotdmetro a absorbancia de 517nm.
Em tubos de ensaio, foram adicionados 100uL de amostra a 2900uL do radical,
agitado em vortex e mantidas em repouso por 30min. protegido da luz. A leitura da
absorbancia foi realizada e os resultados comparados com o padréo Trolox segundo

curva-padréo apresentada na Figura 22.
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Figura 22 Curva-padrdo da porcentagem de inibicdo do DPPH pelo Trolox. Fonte:
Laboratério de Tecnologias Farmacéuticas, FCE - UnB

Os resultados foram primeiramente dados em % de inibicdo pela férmula:
Equacdo 5: %delnibicio = [1 — (Af/A0)] x 100 , onde Af corresponde a
absorbéancia final e AO corresponde a absorbancia inicial.

A diluicdo das amostras foi ajustada pela formula:

Equacéo 6 Correcio = X.f/Conc Inic onde X corresponde a % de inibicao, f

corresponde ao fator de diluicdo e Conc Inic corresponde a concentracdo inicial
das amostras em mg/mL.

2.1.3 Avaliacéo de seguranca

Emulsdes recém-elaboradas foram submetidas a teste de irritacdo pelo
ensaio HET-CAM e avaliacdo de perfil anti-inflamatério e toxicidade celular in vitro
conforme descrito a seguir. O 6leo puro foi submetido apenas ao teste de irritagao
pelo ensaio HET-CAM.

2.1.3.1 Teste de irritabilidade celular

A avaliacdo de irritabilidade utilizando membrana corio-alantoide (CAM) de
galinha foi validado por Oliveira e colaboradores (2012)(95) com valor preditivo e
especificidade de 80%. O teste HET-CAM (Hen’s egg test chorionallantoic
membrane) tem sido util na substituicAo do teste de Draize a fim de reduzir a

utilizacdo animal na experimentacao.
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O teste foi conduzido em duplicata para cada substéancia teste, utilizando-se
ovos fertilizados de galinhas incubados por 10 dias a 38°C +0,5°C e UR de 70%.
Foram comparados o 6leo puro, a emulsdo sem 6leo e a emulséo teste contendo
30% de Oleo de Rosa Mosqueta diluidas em agua bidestilada na proporgéo 1:1, com
o controle negativo de solucéo salina 0,9%.

Foi realizada abertura do ter¢co superior da casca dos ovos, mantendo-se a
integridade do embrido, até exposicdo da CAM (membrana corio-alantoide), sobre a
qual foi aplicado 500uL do produto a ser testado e iniciada leitura apés 20s de
interacdo da substancia com a membrana. Devido a opacidade das emulsdes, o
excesso de produto foi lavado para permitir a visualizacdo da membrana e sua rede
venosa, sendo examinada por 5min a fim de se observar as reacdes fisioldgicas ao
longo do tempo(96). As reacOes foram graduadas conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Graduacéo das alteracdes observadas na membrana cério-alantoide
observadas no ovo de galinha

Tempo
Reacbes
< 30s 30s <t 22min 2min <t 2 5min
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacéo/Opacidade 9 7 5

Fonte: Oliveira et al, 2012(95)

Para o calculo do potencial de irritacéo, foi utilizada a Equacéo 7(97):
Equacéo 7 PI = [5 x (301-tH)/300] + [7 x (301-tV)/300] + [9 X (301-tC)/300]
onde: Pl = potencial de irritacdo; tH = tempo de hemorragia em segundos; tV =
tempo de vasoconstricdo em segundos e tC = tempo de coagulacdo em segundos.
O valor 300 corresponde ao total de segundos de leitura do teste.

Os resultados foram dados pela média das duplicatas e a classificacéo final

dos produtos quanto ao seu potencial de irritabilidade foi dado segundo indicado na

Tabela 2.
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Tabela 2 - Classificacdo final do produto quanto ao potencial de irritabilidade
segundo o teste HET-CAM

Faixa N
(Graduag&o Classificacéao
das lesfes)

0,0-0,9 Nao irritante (NI)
1,0-49 Irritante leve (IL)
5-8,9 Irritante Moderado (IM)
9,0a?2l Irritante Severo (IS)

Fonte: Journal Officiel de la République Francaise, 1996(96)

2.1.3.2 Teste de Toxicidade Celular: ensaio de viabilidade in vitro

O ensaio de viabilidade celular tem por objetivo avaliar o potencial de
toxicidade de um determinado produto sobre cultura de células especificas. Para
esse ensaio, foi utilizado o MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide), que € um reagente usado para avaliar a viabilidade celular em fungéo do
potencial redox. As células que respiram ativamente convertem o MTT soluvel em
agua em um formazan de cor roxa insolivel, que é entdo solubilizado e sua
concentracdo determinada por densidade Optica.

Para o ensaio, foram utilizados queratinécitos humanos da linhagem HaCat,
estocados em nitrogénio liquido no Laborat6rio de Cultura Celular da Universidade
de Brasilia e, conforme necessario, descongelados uma semana antes do ensaio, e
acondicionados em incubadora Umida a 37 °C e 5% de CO2 em um frasco para
cultivo (25 cm?, TPP, EUA) contendo meio de cultura DMEM (Dulbecco modified
Eagle's Minimal Essential Medium) suplementado com 1% de solugéo antibiotica
(penicilina e estreptomicina) e 10% de soro fetal bovino (SFB).

ApoOs as células atingirem confluéncia ideal (cerca de 1000.000) para o0s
experimentos (cerca de 103%), elas foram removidas dos frascos e semeadas em
placas de cultura. Inicialmente, o meio de cultura DMEM foi descartado e as células
lavadas com solucédo tampéo de fosfato-salina (PBS). Logo apds, as ceélulas foram
incubadas com solugéo de tripsina EDTA (Gibco, USA) por 4 minutos a 37 °C,
adicionando-se meio DMEM as células para neutralizar a a¢do da tripsina. Essa
suspensao foi centrifugada por 3 min. a 300 g e o sobrenadante removido. O pellet

de células foi ressuspendido em meio DMEM (1 a 3 mL) e uma aliquota dessa
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suspensao foi usada para contagem de células em camara de Neubauer utilizando-
se 0 método de exclusdo por azul de Tripan (Sigma) para distincdo de células
viaveis e nao viaveis.

Os grupos experimentais foram divididos em: triplicata 1, 2 e 3 e 0 controle
negativo (sem a formulacdo). Cada tratamento foi realizado em quintuplicata. As
células foram transferidas para uma placa de cultura de 96 pocos (3000
células/pogo) e tratadas com variadas concentragdes dos produtos, partindo-se de
uma concentracdo de 1 mg/mL, e foram incubadas com os tratamentos por 24
horas.

Em seguida, o meio de cultura das placas foi removido e 150 pL de solugao
de uso de MTT (15 pyL de MTT 5mg/mL diluidos em 135 pyL de DMEM completo)
foram adicionados.

Apos 3 horas de incubacdo em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO2, o
meio de cultura foi removido e 200 pyL de Dimethyl Sulfoxide (DMSO) foram
adicionados em cada poco para dissolver o produto formado. A quantificacdo da
viabilidade celular foi determinada apos a leitura da absorbancia no comprimento de
onda de 570 nm.

Foram executadas analises da repetibilidade dos dados pelo calculo do
Intervalo de Correlacéo Intraclasse a 95% e calculos de IC 50 foram executados
pela metodologia do ajuste a curva de dose resposta-sigmoidal. Os programas
estatisticos utilizados foram o SPSS versdo 22.0 e o GraphPad Prism versao 6.0. O

nivel de significancia adotado foi de 5%.

2.1.3.3 Avaliagédo do perfil anti-inflamatério da emulsdo contendo 30% de oleo de
Rosa Mosqueta

2.1.3.3.1 Mdltiplas citocinas

O ensaio de mudltiplas citocinas tem por objetivo verificar a atividade biologica
da formulacdo na expressao de citocinas inflamatorias. A solugcdo aquosa (1g/L) da
emulsdo recém preparada foi armazenada em tubo Falcon de 15 mL e
acondicionada em geladeira a 8°C. Essa solucdo foi produzida conforme a
necessidade do uso nos ensaios de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay).

A partir da solucdo estoque foram entdo realizadas diluicGes seriadas para obtencéo
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da concentracdo selecionada para o tratamento das células (1,0 mg/mL), escolhido
conforme ensaio de viabilidade celular.

Para realizacdo dos experimentos, aliquotas de meio de cultura de
queratinécitos humanos HaCat contendo 3x10° células/poco foram semeadas em
placas de 96 pocos (TPP) e incubadas por 24h a 37 °C e 5% de CO:..

Apo6s os periodos de tratamento das células com as solucfes, descartou-se
0 meio e a suspenséao foi congelada a —20°C. A concentracao das citocinas liberadas
no sobrenadante das culturas foi avaliada por ELISA. As citocinas avaliadas foram
TNF-alfa, IL-6 e IL-10 conforme as instrucdes do fabricante (ThermoFisher). As
doses minimas detectaveis foram determinadas experimentalmente como 1,6 pg/mL.
As medi¢cdes de todas as citocinas resultaram em coeficientes médios intra ensaio

de variacdo abaixo de 5%.

2.1.3.3.2 Estudo em cultura de macrofagos RAW 264.7 e propriedades inflamatorias

O ensaio de atividade anti-inflamatéria foi proposto para verificar a atividade
biolégica das formulacdes no processo inflamatério em curso. Para o ensaio,
macrofagos murinos da linhagem RAW 264.7 foram estocadas em nitrogénio liquido
no Laboratorio de Cultura celular da Universidade de Brasilia. Conforme necessario,
as células foram descongeladas uma semana antes do ensaio, e acondicionadas
em incubadora Umida a 37 °C e 5% de CO2 em um frasco para cultivo (25 cm?,
TPP, EUA) contendo meio de cultura DMEM suplementado com 1% de solucéo
antibiotica (penicilina e estreptomicina) e 10% de SFB.

Apoés as ceélulas atingirem confluéncia ideal (cerca de 1000.000) para os
experimentos (cerca de 10%), elas foram removidas dos frascos e semeadas em
placas de cultura. Inicialmente, o0 meio de cultura DMEM foi descartado e as células
lavadas com uma solugcéo tampéo de PBS, e descartadas por meio de raspagem
com suporte plastico (cell Scraper- corning Glass Workers, New York, USA). Essa
suspensao foi centrifugada por 3 minutos a 300g. Apds a centrifugagcédo, o
sobrenadante foi removido e o pellet de células foi ressuspendido em meio DMEM
(1 a 3 mL). Em seguida, uma aliquota da suspenséo de células era usada para
contagem de células em camara de Neubauer utilizando-se o método de excluséo
por azul de Tripan (Sigma) para distingdo de células viaveis e ndo viaveis.

As células foram entdo colocadas em placas de cultura de 96 pocos na
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concentracdo de 50000 células/poco e incubadas por 12h no meio DMEM a 37°C
em atmosfera de 5% de CO2.

A solucdo aquosa da emulséo (1g/L) foi armazenada em tubo Falcon de 15
mL e acondicionada em geladeira (8°C). Esta solugcéo foi produzida conforme a
necessidade do uso nos ensaios de ELISA. A partir da solucéo estoque foram entéao
realizadas diluicbes seriadas para obtencdo da concentracdo selecionada para o
tratamento das células (25 pug/mL,) escolhido conforme ensaio de viabilidade celular.

Assim, 0 experimento para atividade anti-inflamatéria (dosagem de citocinas)
iniciou com a semeadura das células (Macrofagos murinos) em placas de 96 pocos
(TPP) contendo 3x10° células/poco cultivadas em DMEM. Adicionou-se os 25 pug/mL
de solugdo aquosa das triplicatas 1, 2 e 3 nas diferentes placas, e o controle
negativo ficou caracterizado como as células sem tratamento. Apos 2 h de contato
das formulacbes com as células, as amostras foram estimuladas com endotoxina
bacteriana  (LPS) de Escherichia coli (Lipopolysaccharide B  from
Escherichia coli 0111:B4- Sigma, MO, USA), na concentragdo de 2 pg/mL. As
amostras foram incubadas por 24, 48 ou 72 h, conforme descrito anteriormente.
Apoés os periodos de tratamento das células com as suspensdes descartou-se 0
meio e foi congelado a —-20°C. A concentracdo das citocinas liberadas no
sobrenadante das culturas foi avaliada por ELISA. A citocina avaliada foi TNF-alfa
conforme as instru¢des do fabricante (ThermoFisher). As doses minimas detectaveis
foram determinadas conforme a especificacdo de 3,7 pg/mL. As medi¢cbes de todas
as citocinas resultaram em coeficientes médios intra-ensaio de variacdo abaixo de
5%.

Todos o0s experimentos foram feitos em quadruplicata em 3 dias

experimentais.

2.1.4 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa SPSS 20.0 for Windows®. A
normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. As diferencas de
medianas foram examinadas por meio de testes ndo paramétricos, enquanto as
variaveis qualitativas foram analisadas pelo teste do qui-quadrado. A andlise da
confiabilidade foi avaliada por meio dos Coeficientes de Correlacdo Intraclasse

(CCI(Koo; Li, 2016). Os programas estatisticos utilizados foram o SPSS versédo 22.0
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e 0 GraphPad Prism versao 6.0. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Os

resultados foram apresentados em tabelas e figuras criadas no Excel®.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Avaliagéo de estabilidade e qualidade das emulsdes

A elaboracdo das emulsdes contendo 30% de Oleo de Rosa Mosqueta
resultou em um creme consistente, amarelo opaco e de odor caracteristico oleoso
(Cf. Figura 23).

Figura 23 Elaboracdo das emuls8es pelo método de inversédo de
fases. Fonte: Imagem da prépria autora.

Macroemulsdes ou simplesmente emulsfes sdo sistema metaestaveis, ou
seja, estaveis por longos periodos, mas termodinamicamente instaveis que tendem
a separacdo de fases(98). Os principais mecanismos de desestabilizacdo de
sistemas emulsionados podem ocorrer: 1) pela sedimentacao ou flutuacado da fase
dispersa sobre a fase dispersante (sedimentacdo ou creaming), ndo sendo
necessariamente acompanhada pela floculagdo das gotas sendo reversivel apés
agitacao(98,99); 2) pela da atuagcao das forcas atrativas de London-van der Walls,
gue gera aglomerados frouxos da fase dispersa sobre a fase dispersante,
evidenciadas por goticulas perceptiveis a inspecao visual (floculacéo)(100); ou 3)

pela fusdo das goticulas da fase dispersa até evoluir para a completa separacao das
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fases oleosa e aquosa (coalescéncia)(98,100). Para se avaliar a estabilidade do
sistema macroemulsionado frente a esses mecanismos, sdo empregadas forcas
fisicas, através do aquecimento ou do cisalhamento rotacional a fim acelerar esse
processo.

Em nossas amostras, ndo foi identificado alteracdo nos parametros
organolépticos (consisténcia, cor, odor) no estudo de estabilidade acelerada por 90
dias nas condigcbes de armazenamento (40°C e 35% de Umidade Relativa). Da
mesma forma, o estresse mecanico por centrifugacdo ndo provocou alteracdes
fisicas ou separacéo de fases (Cf. Figura 24), corroborando com a manutencéo das

caracteristicas organolépticas ao longo do tempo de armazenamento.

Figura 24 Emuls8es apds centrifugagdo no dia 90 de armazenamento. Nota-se a auséncia de
separacédo de fases ou floculagdo. Fonte: Imagem da prépria autora.

No geral, a emulsédo elaborada mostrou estabilidade com manutengéo da fase
oleosa dispersa no meio aquoso sem alteracbes microscopicas significativas ao
longo do tempo. Na Figura 25, é possivel observar que tanto a emulsdo elaborada
com BHT quanto a emulsdo elaborada sem BHT mantiveram caracteristicas
microscopicas inalteradas ao final do estudo quando comparado ao primeiro
momento da avaliacdo. Observam-se as goticulas de o6leo hipocréomicas (setas)
dispersas de forma homogénea na fase aquosa, corada em roxo. Ndo é possivel
identificar agrupamento dessas goticulas ou aumento no seu diametro no dia 90 em
comparacao ao primeiro dia do estudo, o que indica que a fase dispersa se manteve

estavel em meio ao dispersante, garantindo sua estabilidade fisica.
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Figura 25 Avaliacdo microscOpica das emuls8es por luz polarizada. A seta mostra as goticulas
de 6leo, hipocrémicas no meio aquoso dispersante corado em roxo. Fonte: Imagem da propria
autora.

Quanto a perda de peso, ndo houve diferencas significativas entre as duas
emulsdes e 0 Oleo parece ter tido a menor perda total de peso (Cf. Figura 26).
Ressaltamos que, em grande medida, a perda de peso se da devido a perda de
contetdo aquoso das amostras e, observando que o 6leo possui um maximo de
10% de contetdo aquoso, sua perda total termina por ser menor, especialmente ao
final do periodo de armazenamento. Por outro lado, a perda de peso total para todas
as amostras foi em torno de 2,5% ao longo de todo o periodo de armazenamento,
atingindo o critério de qualidade estabelecido na Resolucdo n°318 da Anvisa(89), de

perda maxima total de 5%.

1
os gui mall Hin 1

D15 D30 D60 D90 Perdade
Peso
Total

M Airless com BHT  ® Airless sem BHT Oleo

Figura 26 Porcentagem de perda de peso ao longo dos dias de armazenamento. Fonte: Imagem
da prépria autora.

Corroborando com a perda de peso devido a perda de conteudo aquoso, a

densidade de ambos os cremes apresentou variacdo ao longo do tempo (P<0,001),
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mostrando aumento estatisticamente significativo do 1° para o 90° dia. Quanto a
viscosidade, observa-se que a emulsdo elaborada sem antioxidante sintético
apresentou viscosidade significativamente maior (p<0,001) a partir do dia 30 e
alteracéo significativa em relagdo aos valores iniciais a partir do dia 60. Ja o 6leo

apresentou aumento significativo no ultimo dia de avaliacdo comparado ao dia inicial
(Cf. Figura 27).
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0,96 T 3000 . f
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*
0,88 0
Inicial 902 Dia Inicial D30 D60 D90
Tempo de Armazenamento Tempo de armazenamento
e Airless com BHT Airless sem BHT Oleo e Airless com BHT Airless sem BHT Oleo

Figura 27 Avaliacdo da A - densidade e B - viscosidade das amostras ao longo dos dias de
armazenamento. *Diferencas significativas P<0,05, Anova Two Way com pods-teste de
Benjamini, Krieger e Yekutieli. Fonte: Imagem da prépria autora.

Da mesma forma, a Figura 28 mostra um aumento da viscosidade pela forca
de cisalhamento ao longo do tempo, com queda no dia 90, chegando pr6ximo aos
niveis iniciais.
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Figura 28 Funcéo da viscosidade pela for¢ca de cisalhamento das emulsdes nos dias 1, 30, 60 e
90 de armazenamento. Fonte: Imagem da propria autora.

Corroborando com esses resultados, a espalhabilidade média das emulsfes

apresentou reducdo nos dias 60 e 90 comparado ao nivel inicial (Cf. Figura 29). A
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comparacao dos graficos B e C da Figura 29 mostra que a emulsdo com BHT

manteve taxas de espalhabilidade maiores em relacdo a emulsdo sem BHT.

Média de espalhabilidade das amostras airless ao longo

A dos dias de avaliagdo por peso adicionado
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Figura 29 Média de espalhabilidade das amostras armazenadas em frascos airless ao longo do
tempo de armazenamento por peso adicionado. A - média total; B - amostra airless com BHT; C -
amostra airless sem BHT. Fonte: Imagem da propria autora.

A viscosidade refere-se a razdo entre uma tensdo de cisalhamento e o
gradiente de velocidade em um fluido. Em termos simples, trata-se da resisténcia de
um fluido ao fluxo ou movimento de objetos imersos através dele. Os resultados
reoldgicos do teste de cisalhamento juntamente com os testes de espalhabilidade

mostraram o comportamento tixotropico da formulacdo, em que a viscosidade
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diminui & medida que a taxa de cisalhamento aumenta. Essa reducéo se da devido a
forma elipsoidal que o dispersante adquire sob a influéncia da forca externa, o que
oferece menor resisténcia ao fluxo. Essa propriedade é importante, pois aumenta o
tempo em que a formulacdo é retida na pele além de indicar a facilidade de
aplicacao do produto(101).

Viscosidade e espalhabilidade sdo parametros reolégicos que dao pistas
sobre a estabilidade de uma emulséo e a facilidade com que a formulagéo pode ser
aplicada topicamente(101). A umidade pode interferir diretamente com a variagao do
conteddo aquoso nhas amostras e, consequentemente, com a densidade,
espalhabilidade e viscosidade. A baixa umidade a que as amostras foram mantidas
facilita a perda de agua, incrementando sua densidade e, consequentemente, a
viscosidade. Ainda assim, a amostra contendo antioxidante sintético ndo apresentou
alteracdo significativa em sua espalhabilidade ao longo do tempo, indicando que,
talvez, as variagdes observadas tenham mais relacdo com os aspectos quimicos do
que com os aspectos fisicos da formulacéo.

O pH inicial das amostras foi estabilizado em torno de 4,5 com o objetivo de
manté-lo dentro da faixa de pH da pele, que varia de 4,5 a 5,8(3). As emulsbes
mantiveram-se dentro dos parametros estabelecidos ao longo do tempo de

armazenamento conforme observado na Figura 30.
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Figura 30 Variacdo de pH ao longo dos dias de armazenamento. Fonte: Imagem da propria
autora.

Procedemos, entdo, a investigacdo do comportamento antioxidante das

amostras ao longo do tempo. A Figura 31 e a Figura 32 mostram que tanto o 6leo
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guanto a emulsdo elaborada sem antioxidante sintético apresentaram forte queda

em sua atividade antioxidante ao longo do tempo.
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Figura 31 Diferengas intra amostra da atividade antioxidante pelo método DPPH ao longo
dos dias de armazenamento. *#,&Diferencas estatisticas significantes, P<0,01; Anova Two-
Way com poés-teste de Benjamini, Krieger e Yekutieli. Fonte: Imagem da propria autora.
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Figura 32 Diferencas na atividade antioxidante entre as amostras pelo método DPPH ao longo
dos dias de armazenamento. *#,&Diferencas estatisticas significantes, P<0,01; Anova Two-
Way com poOs-teste de Benjamini, Krieger e Yekutieli. Fonte: Imagem da propria autora.

Estudo de Nogala-Kalucka et al (2010) mostrou que o 6leo de Rosa mosqueta

apresenta um total de 15mg/100g de tocoferdis, especialmente do tipo gama e um
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total de 140mg/g de compostos fendlicos com uma atividade antioxidante de cerca
de 67% no sequestro do sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH):
(102). Algumas espécies de rosa, como a primula, chega a ter cerca de 760mg/g de
tocoferdis e uma atividade antioxidante de cerca de 90% no teste DPPH(102). Ha
gue se destacar, contudo, que a atividade antioxidante esta mais relacionada com a
composicdo dos compostos fendlicos do que propriamente com sua
quantidade(103).

Embora a emulséo contendo BHT tenha apresentado uma queda bem menor
da atividade antioxidante ao longo do tempo, esse fato pode indicar um processo de
oxidacdo dos compostos graxos aos 90 dias, 0 que pode estar diretamente ligado ao
aumento da viscosidade nesse periodo(104).

A oxidacéo lipidica € um fendmeno espontaneo provocado pela luz, oxigénio
ambiente e temperatura que leva a deterioracdo dos corpos graxos com implicacao
direta no valor comercial e funcional de alimentos, cosméticos ou medicamentos(72).
A incorporacdo de 6leos vegetais em emulsdes tem por vantagem a protecdo de
seus compostos contra 0os processos da peroxidacgao lipidica, mas deve-se ressaltar
gue a capacidade antioxidante da emulséo foi influenciada, principalmente pelo uso
do BHT, cujo potencial antioxidante é eficaz no combate a peroxidacdo de
lipidios(105) e pode ter sido fundamental para a preservacao do 6leo nas emulsdes.

Esses resultados corroboram com outros estudos que mostram que a
incorporacdo de 6leos fixos ou 6leos essenciais a formulagBes farmacéuticas, seja
por meio de encapsulamento, nano emulsificacdo ou emulsificacdo, contribui para
protecdo dos compostos bioativos do 6leo e manutencdo de suas propriedades
terapéuticas(106—-108).

A maior perda de atividade antioxidante foi observada tanto no 0leo puro
guanto nas emulsdes sem BHT e branca (Cf. Figura 33). Embora o antioxidante
sintético tenha acao sinérgica a do 6leo, este ndo parece ser o elemento principal da
atividade antioxidante da emulsdo, embora essencial para preserva-la ao longo do

tempo.
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Figura 33 Comparacéo de perda percentual de atividade antioxidante das amostras ao longo
do tempo de armazenamento comparado ao dia inicial. Fonte: Imagem da propria autora.

Se observar atentamente a Figura 32, verifica-se que a emulsdo sem BHT
possui uma atividade antioxidante inicial menor que o Oleo. Teorizamos que 0
aquecimento do 6leo bem como a adicdo da fase aquosa e a incorporacdo de
oxigénio devido a agitacdo durante o processo de elaboracdo das emulsbes
provoque perda de sua atividade antioxidante(104). Por esses motivos, a adicdo de
um agente antioxidante sintético mostra-se imprescindivel para a preservacdo do
Oleo durante esse processo(109).

O 6leo de Rosa Mosqueta contém cerca de 140,5mg/100g de tocofer6is(102)
e cerca de 1,22ug/mL de betacarotenos(110), ambos conhecidos por seu papel
antioxidante, especialmente na protecdo dos componentes graxos do préprio Oleo
contra a oxidacdo(111,112). No entanto, tais componentes possuem alta
sensibilidade ao calor, a luz e ao contato com o oxigénio do ambiente, levando a sua
rapida degradacdo(112). Embora frascos airless tenham a propriedade de reduzir o
contato do ambiente interno com o ambiente externo, aumentando, assim, a
protecdo do produto, verificamos que esse fator ndo é suficiente para garantir a
atividade antioxidante tanto quanto a incorporacédo do 6leo em emulséo e a adicao
de agentes antioxidantes a formulacao.

Em relacdo ao controle microbiano, ndo houve crescimento de bactérias ou
fungos em placa apos a elaboracdo das emulsbes ou ao longo do tempo de
armazenamento. O teste de desafio do sistema conservante mostrou eficiéncia
contra S aureus e E coli nos primeiros 7 dias, levando mais tempo (14 dias) para

zerar a contaminacéo por C krusei. Mesmo apos os 90 dias de armazenamento, as
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emulsdes foram capazes de zerar a contaminacao por E. coli nos primeiros 7 dias,
por S aureus em 14 dias e C krusei em 21 dias.

Uma das alternativas para aumentar a vida atil de uma formulagéo € lancar
mao de substancias que inibem o crescimento antimicrobiano, combatendo,
juntamente, a geracdo de espécies reativas de oxigénio que levam a degradacao
mais rapida de seus componentes, especialmente acidos graxos(113). Os
microorganismos testados neste trabalho sdo 0s principais responsaveis por
contaminacdo externa de produtos devido a manipulacdo(114), indicando eficiéncia
do conservante na formulacéo, fator importante para a sua estabilidade.

Ha& que se destacar que o0s sistemas conservantes tém levantado grande
discussdo nas Ultimas décadas devido as controvérsias em torno dos parabenos,
principal agente utilizado para conservacdo de cosméticos(113). Mesmo sem
comprovacdo de seus efeitos deletérios para a saude humana(115), produtos
alternativos tém sido introduzidos no mercado, como fenoxietanol, benzoato de
sédio, ou mesmo 6leos vegetais, como alho, canela e timol.

Digluconato de clorexidina € uma biguanida catidbnica amplamente utilizada
como antisséptico de amplo espectro, impregnada em coberturas para cateteres
como forma de prevenir infeccbes(116). A clorexidina atua rompendo a parede
bacteriana de forma a afetar o equilibrio osmaético, sendo mais efetiva contra
bactérias gram-positivas, embora também demonstre acdo contra algumas gram-
negativas, fungos e virus a uma concentracdo de 0,5% a 4%(117). Uma
nanoemulsdo com 0,25% de clorexidina mostrou eficacia no controle microbiano in
vitro e in vivo tanto contra gram-positivas quanto contra gram-negativas(118). Neste
estudo, a formulagcdo desenvolvida contém 0,1% de clorexidina como agente
preservativo, concentracdo que foi capaz de manter o sistema estéril ou mesmo

zerar a contaminacao por bactérias e fungo.

2.2.2 Avaliacéo de seguranca

2.2.2.1 Teste de Irritabilidade HET-CAM

A Figura 34 abaixo mostra a reacdo das membranas corio-alantoides a cada

um dos produtos testados e compara com o0s controles negativo e positivo. E
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possivel observar, que, diferentemente do controle positivo, ndo foram identificadas

reacoes ou alteracdes fisioldgicas nos tecidos onde os produtos foram aplicados.

Controle - i Emulsdo Emulsao Controle +
Sol. Fisiolégica Oleo Puro Teste branca NaOH 1M

Figura 34 Avaliacéo do potencial de irritabilidade do 6leo e da emulsdo de Rosa Mosqueta pelo
método HET-CAM. Setas indicam éareas de hiperemia, hemorragia e coagulacao
respectivamente Fonte: Imagem da prépria autora.

A Tabela 3 abaixo mostra a pontuagéo de cada formulagéo e sua classificagéo

segundo o potencial de irritabilidade.

Tabela 3 - Classificagdo do potencial de irritacdo dos produtos testados segundo
teste HET-CAM, 2019

Grupos Controle - Controle +  Oleo Puro Emulsdo Emulsdo
(Soro fisiolégico) (NaOH) 30% branca
Hemorragia 0,0166 4,0166 0,0166 0,0166 0,0166
Hiperemia 0,0233 4,2233 0,0233 0,0233 0,0233
Coagulacdo/Opacidade 0,003 3,63 0,003 0,003 0,003
indice de Irritabilidade 0,07 11,87 0,07 0,07 0,07
Classificagdo* NI IS NI NI NI

*Conforme tabela 1; NI = ndo irritante; IS = irritante severo

Esses resultados colocam tanto as emulsbes quanto o 6leo puro na
classificacdo de nao irritante. Da mesma forma, Sousa e colaboradores (2018)(119),
avaliando emulsées contendo 10% (w/w) de 6leos vegetais de Syagrus coronata

(Licuri) e Syagrus cearenses (Catol€), palmeiras tipicas brasileiras, ndo observaram
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atividade irritante dos produtos testados na membrana corio-alantoide de aves.
Destaca-se que, assim como o 6leo de Rosa Mosqueta, esses 6leos também
possuem em sua constituicdo majoritariamente acidos graxos insaturados (incluindo
acidos oleico, linoleico, laurico e palmitico). Outro produto contendo 1% (w/v) de
extrato de Achyrocline satureioides, extraido das inflorescéncias, rico em flavonoides
também ndo mostrou potencial irritativo mesmo incorporado em sistema
nanoemulsionado para aplicagdo cutanea com foco em cicatrizagéo de feridas(97).

Em nosso teste, utilizamos também o 6leo puro sem diluicdo, que nao
desencadeou reacfes de irritacdo na membrana, indicando que este é inofensivo
para o uso cutaneo. Diferentemente, Weimer e colaboradores (2021)(120), avaliando
potencial irritativo do 6leo essencial de Citrus aurantiifolia (lima comum) extraido
tanto da pele dos frutos quanto das folhas resultou em severo potencial irritativo
dose-dependente, tornando-se in6bcuo apenas quando diluido a uma concentracao
de 10mg/mL. Esses resultados talvez estejam relacionados com a maior quantidade
de compostos fendlicos encontrados em Oleos essenciais, ao contrario de 6leos
fixos, que sdo mais ricos em acidos graxos essenciais.

E importante frisar que Oliveira e colaboradores (2012)(95), em estudo de
validacdo do HET-CAM encontrou uma especificidade de 80%, verificando que o
teste esta mais propenso a resultados falso-positivos. Assim, € possivel afirmar
neste estudo que os produtos testados ndo possuem potencial irritativo, ja que se
mostra muito mais raro a ocorréncia de resultados falso-negativos com o teste em
questao(121).

Além disso, o teste da membrana cério-alantoide foi pensado para avaliar
produtos de aplicacdo ocular, uma regido mais permeavel e sensivel comparada ao
epitélio cutaneo. Assim, tem-se que auséncia de reacao irritativa no teste, traduz-se

em uma maior seguranca para o0 uso topico desses produtos(121).

2.2.2.2 Avaliagéo da viabilidade celular

Quanto ao ensaio de viabilidade celular pela técnica de reducdo do MTT,
verificou-se que as formulac¢des obtidas ndo apresentaram atividade citotdxica frente
a linhagem de queratinocitos HaCat, com resultado que nao diferiu estatisticamente

do controle negativo. Os dados estédo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 - Avaliacéo de viabilidade celular pelo método MTT da emulsédo em
triplicata.

MTT Triplicata Triplicata Triplicata Controle

1 2 3 negativo
*
IC50 50862 55036 61912 5879
(ng/ml)
Confidence  3250-  4532-  4745-  3734-
interval 7235 8222 8589 8432

*|C50 = concentracao do composto necessaria para 50% de viabilidade.

A concentracdo de emulsdo necessaria para provocar a morte de 50% de
queratinécitos foi semelhante ao controle negativo, indicando auséncia de
citotoxicidade contra queratindcitos humanos. Os critérios de citotoxicidade para
novos compostos, conforme estabelecido pelo Instituto Nacional do Céncer dos
Estados Unidos (NCI) (122), sédo de ICs0>1000ug/mL no ensaio preliminar para
serem consideradas seguras ao ser humano (123). Em ensaio semelhante, Brand&o
et al (2021)(124) e Balestrini et al(97) encontraram um ICso de 50 pg/mL e 10 pg/mL
para os extratos de Arrabidea chica (Crajiru) e Achyrocline satureioides (macela-do-
campo) no teste com queratindcitos humanos, respectivamente. Nossa amostra
obteve uma concentracdo 100 a 600 vezes maior para o ICso. Outro estudo
utilizando 6leo vegetal indicou concentracdo maxima segura para viabilidade de
queratinécitos na ordem de 2500ug/mL(125). Assim, a formulacdo aqui testada foi
enquadrada nos critérios do NCI, sendo consideradas ndo tdxicas para células

humanas.

2.2.2.3 Atividade antiinflamatéria

Quanto ao perfil inflamatério com multiplas citocinas, a Figura 35 mostra 0s
niveis da citocina TNF-a e Interleucinas 6 e 10 em queratindcitos tratados com
solucédo da emulsdo de 6leo de Rosa mosqueta a 30% (triplicatas 1, 2 e 3) e com 0
controle negativo (células cultivadas no meio sem o tratamento (Controle -). Pelos
resultados obtidos, foi possivel verificar a manutengédo dos niveis das citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL6), acompanhado de um pequeno aumento da citocina anti-

inflamatoria IL10 nos grupos tratados com solucao da formulacao.
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Figura 35 Niveis de producdo da citocina TNF alfa e interleucinas IL6 e IL10 em sobrenadantes da
linhagem celular HaCat tratadas ou ndo com as formulac¢fes testadas (**** = P<0,0001; ANOVA). Fonte:

Imagem da prépria autora.

Ja a avaliacdo da propriedade inflamatéria em macrofagos de murinos pela
avaliacao dos niveis da citocina TNF alfa in vitro mostra que nédo houve alteracéo do
perfil inflamatério quando comparado os resultados das triplicatas com o controle

negativo (células cultivadas no meio sem o tratamento = Controle -) nos tempos de

24, 48 e 72h (Cf. Figura 36)
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Figura 36 Niveis de producao da citocina TNF alfa em sobrenadantes da linhagem celular RAW
264.7 tratadas ou ndo com as formulagbes (P<0,001, ANOVA). Fonte: Imagem da prépria

autora.
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A avaliacdo do perfil inflamatdrio da emulsdo elaborada com 30% de Oleo de
Rosa Mosqueta permite inferir que esta ndo possui efeito pro-inflamatoério. Ao
contrario, observando-se os dados da Figura 35, observou-se que a emulséo
provocou um aumento, ainda que moderado, na excrecao de IL10. Essa interleucina
€ reconhecida por ser superabundante no tecido cutaneo fetal, permitindo uma
cicatrizacdo mais rapida e livre de cicatriz por sua capacidade de inibir a producéo
de fatores inflamatorios e ativar a funcéo proliferativa de macréfagos e mondcitos
(126). Portanto, a emulsdo contendo 30% de 6leo de Rosa mosqueta mostra um
potencial anti-inflamatorio interessante para o tratamento de feridas e para a
preservacao da saude cutanea.

Estudos tem demonstrado o potencial anti-inflamatério da Rosa Mosqueta,
tanto em relacdo aos frutos quanto ao 6leo. Gonzales-Mafian et al (2017) e Tapia et
al (2018) encontraram resultados semelhantes ao nosso ao avaliar o impacto do
0leo de Rosa Mosqueta como suplemento dietético no parametro inflamatério de
camundongos, encontrando niveis de citocinas inflamatorias (TNFa e IL1) estaveis
entre os grupos de animais suplementados e ndo suplementados. Por outro lado,
guando os animais foram submetidos a dieta pro-inflamatoéria, a Rosa Mosqueta foi
capaz de impedir a elevacédo dessas citocinas quando comparado aos animais nao
suplementados(33,127).

O Oleo de Rosa Mosqueta possui uma série de constituintes com atividade
anti-inflamatéria, sendo a presenca de tocoferdis, especialmente de a- e y-tocoferol
na proporcado de 1:5, um dos fatores responsaveis pela atividade anti-inflamatéria do
Oleo. Tapia e colaboradores (2018) demonstraram que a deplecdo dos niveis de
tocoferdis no 6leo reduz sensivelmente a protecédo contra o potencial oxidativo em
camundongos submetidos a dieta pro-inflamatoria e suplementados com oleo de
Rosa Mosqueta(127).

Além disso, o0 6leo de Rosa mosqueta é rico em acido linoleico, cuja acao
anti-inflamatoria ja foi observada em estudo in vitro. O acido linoleico adicionado a
cultura de macrofagos foi capaz de modular a ativagéo do fator nuclear kappa B (NF-

KappaB), reduzindo a resposta inflamatdéria e a liberacdo de 6xido nitrico(128,129).
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2.3 CONCLUSAO

Os resultados mostram a formacdo de uma emulsdo cremosa consistente,
que manteve suas caracteristicas organolépticas estaveis ao longo do tempo de
armazenamento mesmo sob estresse de temperatura. Caracteristicas fisicas como
espalhabilidade e viscosidade inicial sofreram alguma variacdo, porém nao o
suficiente para alterar a qualidade e caracteristicas da emulsdo. Também se
mostrou biologicamente estavel, com um sistema conservante eficiente para eliminar
as bactérias e fungo testados nesse trabalho, capaz de proteger a formulacdo contra
contaminacgao externa durante a manipulacéo.

O tipo de envase em frasco airless conferiu alguma vantagem adicional na
protecdo dos componentes quimicos do 6leo, mas nédo interferiu em grande medida
na estabilidade fisica das amostras. Como observado nos ensaios de atividade
antioxidante, o processo de emulsificagcdo com a adicdo de um antioxidante sintético
foi eficaz para conferir protecdo aos compostos organicos presentes no 0leo,
mantendo sua atividade biolégica no periodo de armazenamento. Isso confere
vantagem em relacdo ao uso do 6leo puro, pois 0 meio dispersante atua como um
envoltério de protecdo contra a oxidacdo lipidica dos seus compostos quimicos
provocada pela luz, oxigénio ambiente e temperatura. Assim, o uso do 6leo em
emulsdo permite que 0s componentes quimicos sejam preservados, garantindo
maior vida util e acao local.

A emulsdo desenvolvida nesse estudo ndo demonstrou potencial irritativo ou
citotoxico para queratindcitos humanos, e ainda mostrou um potencial anti-
inflamatorio por estimulo a liberagéo de IL10.

Assim, a emulsdo elaborada mostrou segurancga para uso topico e potencial
para uso em afeccBes da pele ligadas a alteracdes inflamatérias e, desde que o
processo inflamatério é parte inerente do processo de cicatriza¢do, teorizamos que a
emulsdo seria mais eficaz para uso no tratamento de lesbes cutaneas do que o Oleo

puro.
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CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA NANOPARTICULADO COM OLEO DE ROSA
MOSQUETA
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3 DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA NANOPARTICULADO COM OLEO DE
ROSA MOSQUETA

3.1 MATERIAIS E METODO

3.1.1 Desenvolvimento das Microemulsdes

As microemulsdes com 0Oleo de Rosa Mosqueta foram elaboradas por método
de baixa energia com inversdo de fase catastréfica(85). Os insumos adquiridos
foram: Polissorbato 80 (Neon Comercial, SP-Brasil); Glicerina vegetal bidestilada
farmacéutica (glicerol) (USP); Propilenoglicol PA (Dinamica LTDA, Brasil);
Clorexidina aquosa 20% (Neon Comercial, Brasil); Oleo de Rosa Mosqueta
(Farmacia Universitaria, Universidade Federal de Goias). A elaboracdo das
microemulsdes foi realizada em agitador magnético (Logen Scientific), as leituras de
tamanho das goticulas e potencial Zeta foi realizada no equipamento ZetaSizer
Nano Series (Z590 — Malvern), a condutivimetria avaliada em Condutivimetro
Gehaka (CG 1800) e o pH avaliado com fitas M-Quant® (Supelco).

Para o desenvolvimento de microemulsdes foi utilizado monooleato de
polioxietilenossorbitan - polissorbato 80 (EHL=15,0)(78) como surfactante e testados
dois coadjuvantes: glicerina vegetal e monoesterato de propilenoglicol. O meio
oleoso foi constituido por 6leo de Rosa Mosqueta (EHL=7,0) e o0 meio aquoso,
constituido por solucdo aquosa de clorexidina a 0,1%.

O d6leo e o cotensoativo (glicerina ou propilenoglicol) foram previamente
misturados nas proporcdes 1:2 e 1:1 (6leo:cotensoativo) e mantidos em agitacao
mecanica por 30min para homogeneizacdo. Para identificacdo dos pontos de
microemulsdo, nove béqueres numerados de 1 a 9 receberam um volume de
surfactante (Tween 80), de 100uL até 900uL. Sob agitacdo mecanica constante, foi
titulada a mistura de 6leo e coatensoativo, em volume decrescente, de 900uL até
100uL em cada béquer, de forma que o volume final de cada béquer deveria somar
1mL. Apds, cada béquer recebeu, em sequéncia, um volume de fase aquosa de 1mL
a ImL, titulados a cada 2min. em volumes de 1mL, ainda sob agitacdo mecanica
constante de 1200rpm. Ao final, os bégqueres numerados de 1 a 9 possuiam um total
de 2 a 10 mL e pbdde-se observar quais os volumes de tensoativos, fase oleosa e

fase aquosa permitiam a formacdo das microemulsées (Apéndice A).
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As caracteristicas das misturas foram avaliadas visualmente quanto a
homogeneidade, separacdo de fases, floculacdo, cremeacéo, coloracao e turbidez,
sendo anotados em tabela de Excel. A confirmagédo da formag&éo de microemulsao
foi realizada por meio da avaliacdo da difusdo da luz em sistemas coloidais (Efeito
Tyndall) (Cf. Figura 37) e as microemulsdes identificadas foram submetidas a teste

de pH, condutivimetria e granulometria.

Efeito
Tyndall

Figura 37 Demonstracao do efeito Tyndall (difusdo da luz em sistemas coloidais). A - aluz
nao sofre difuséo através do vidro vazio; B — refragdo da luz através do tubo de ensaio de
vidro contendo agua destilada; C — absorcédo da luz no tubo de ensaio de vidro contendo
macroemulséo (sistema opaco); D — refracdo da luz no tubo de ensaio de vidro contendo
microemulséo (translicido). Imagem da propria autora.

Os pontos de microemulsao obtidos foram inseridos no programa OriginPro®
2016 e os dados normalizados para criacao dos diagramas de fase pseudoternarios.

3.1.2 Caracterizacéao fisico-quimica das microemulsdes e avaliacdo de

estabilidade

As microemulsées formadas foram analisadas em relacdo ao diametro
hidrodindmico de goticulas, indice de polidispersdo de goticulas, pH e
condutivimetria. Apés, foram selecionadas 3 amostras com os melhores parametros
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e diferentes porcentagens de 6leo de Rosa Mosqueta, surfactantes e fase aquosa
para avaliacdo de estabilidade fisica. As formulagdes foram mantidas em camara

climatica por 7 dias ao abrigo da luz & 40°C e 35% de UR.

3.1.3 Avaliacédo de seguranca e perfil inflamatorio

Diferentes microemulsfes contendo diferentes concentracdes de fase aquosa
e fase oleosa foram selecionadas para avaliacdo de seguranca e do perfil

inflamatorio.

3.1.3.1 Toxicidade Celular: ensaio de viabilidade in vitro

Foi utilizada a linhagem de queratindcitos HaCat de origem humana. As
células foram estocadas em nitrogénio liquido no Laboratério de Cultura celular da
Universidade de Brasilia e, conforme necessario, descongeladas uma semana
antes do ensaio, e aclimadas em um frasco para cultivo (25 cm?, TPP, EUA)
contendo meio de cultura DMEM (Dulbecco modified Eagle's Minimal Essential
Medium) suplementado com 1% de solucéo antibidtica (penicilina e estreptomicina)
e 10% de soro fetal bovino (SFB), e mantido em incubadora Umida a 37 °C e 5% de
CO:a.

As células foram semeadas em placas de cultura ap6s atingirem confluéncia
ideal (cerca de 1000.000) para os experimentos (cerca de 10%). Inicialmente, o meio
de cultura DMEM foi descartado e as células lavadas com uma solucdo tampéo de
fosfato-salina (PBS). Logo apds, as células foram incubadas com solucéo de tripsina
EDTA (Gibco, USA) por 4 minutos a 37 °C. Adicionalmente, colocou-se meio DMEM
as celulas para neutralizar a acdo da tripsina e a suspensao foi centrifugada por 3
minutos a 300g. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi removido e o pellet de
células foi ressuspendido em meio DMEM (1 a 3 mL). Em seguida, uma aliquota da
suspensao de células foi usada para a contagem das células em céamara de
Neubauer utilizando-se 0 método de exclusdo por azul de Tripan (Sigma) para
distincdo de células viaveis e nao viaveis.

Os grupos experimentais foram divididos nos grupos teste, que recebiam as

microemulsdes com diferentes concentracdes de Oleo de Rosa Mosqueta e grupo
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controle negativo (sem formulacdo). Os tratamentos foram realizados em
quintuplicata.

As células foram transferidas para uma placa de cultura de 96 pocos (3000
células/poco) e tratadas com variadas concentragdes dos produtos, partindo-se de
uma concentracado de 1mg/mL e foram incubadas com os tratamentos por 24 horas.
Em seguida, o meio de cultura das placas foi removido e 150 uL de solugéo de uso
de MTT (15 pL de MTT Smg/mL diluidos em 135 yL de DMEM completo) foram
adicionados.

Apos 3 horas de incubacdo em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO2, o
meio de cultura foi removido e uma aliquota de 200uL de DMSO foi adicionado em
cada poco para dissolver o produto formado. A quantificacdo da viabilidade celular
foi determinada ap0s a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 570 nm.

Foram executadas analises da repetibilidade dos dados pelo calculo do
Intervalo de Correlacao Intraclasse a 95% e calculos de ICso foram executados pela

metodologia do ajuste a curva de dose resposta-sigmoidal.

3.1.3.2 Avaliacao do perfil anti-inflamatorio por multiplas citocinas

Foi utilizada a linhagem de macrofagos murinos RAW 264.7. As células foram
estocadas em nitrogénio liquido no Laboratério de Cultura celular da Universidade
de Brasilia e, conforme necessario, descongeladas uma semana antes do ensaio, e
aclimadas em um frasco para cultivo (25 cm2, TPP, EUA) contendo meio de cultura
DMEM (Dulbecco modified Eagle's Minimal Essential Medium) suplementado com
1% de solucao antibidtica (penicilina e estreptomicina) e 10% de soro fetal bovino
(SFB), e mantido em incubadora umida a 37 °C e 5% de CO:..

ApoOs as células atingirem confluéncia ideal (cerca de 1000.000) para o0s
experimentos (cerca de 103), elas eram removidas dos frascos e semeadas em
placas de cultura. Inicialmente, o0 meio de cultura DMEM era descartado e as células
lavadas com uma solucédo tampéao de fosfato-salina (PBS), e descartadas por meio
de raspagem com suporte plastico (cell Scraper- corning Glass Workers, New York,
USA. Esta suspenséo era centrifugada por 3 minutos a 300 g. Apos a centrifugacao,
0 sobrenadante era removido e o pellet de células era ressuspendido em meio
DMEM (1 a 3 mL). Em seguida, uma aliquota da suspenséo de células era usada

para contagem de células em camara de Neubauer utilizando-se o método de
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exclusao por azul de Tripan (Sigma) para distincao de células viaveis e nao viaveis.

Assim, as células foram entdo colocadas em placas de cultura de 96 pocos
na concentracdo de 50000 células/poco e incubadas por 12h no meio DMEM a
37°C, na atmosfera de 5% de CO..

A solucdes aquosa das microemulsdes avaliadas, na concentracédo de 1g/L
foram armazenadas em tubos Falcon de 15 mL e acondicionados na geladeira (8°C).
Essa solucéo foi produzida conforme a necessidade do uso nos ensaios de ELISA. A
partir da solucdo estoque foram entdo realizadas diluicbes seriadas para obtencao
da concentracdo selecionada para o tratamento das células (25 pug/mL, escolhido
conforme ensaio de viabilidade celular).

Assim, 0 experimento para atividade anti-inflamatéria (dosagem de citocinas)
iniciou com a semeadura das células em placas de 96 pocos (TPP) contendo 3x103
células/poco cultivadas em DMEM. Adicionou-se os 25 pug/mL de solucdo aquosa
com Naringenina(NA) ou Naringenina complexada com Hidroxipropil-beta-
ciclodextrina (NAHP) ou microparticulas de Naringenina (NAMP) nas diferentes
placas, e o controle negativo ficou caracterizado como as células sem tratamento.
Apoés 2h de contato dos produtos com as células, as amostras foram estimuladas
com endotoxicina bactéria (LPS) de Escherichia coli (Lipopolysaccharide B from
Escherichia coli O111:B4- Sigma, MO, USA), na concentracdo de 2 pg/mL. As
amostras foram incubadas por 24h, conforme descrito anteriormente. ApGs o0s
periodos de tratamento das células com as suspensdes descartou-se o meio e foi
congelado a —20°C. A concentracdo da citocina TNF-alfa (ThermoFisher) liberada no
sobrenadante das culturas foi avaliada por ELISA. As doses minimas detectaveis
foram determinadas conforme a especificagdo do fabricante de 3,7 pg/mL. As
medi¢cOes de todas as citocinas resultaram em coeficientes medios intra-ensaio de

variagédo abaixo de 5%.

3.1.4 Estudo microbioldgico

As microemulsdes com a maior porcentagem de 6leo e que apresentaram 0s
melhores resultados no teste do diametro hidrodindmico e indice de polidispersao
(PDI) de goticulas foram submetidas a teste microbiologico para avaliar a qualidade
do processo de formulacdo e do sistema conservante, além do potencial

antimicrobiano das microemulsfes contra Staphylococcus aureus e Candida crusei.
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3.1.4.1 Teste microbiolégico

Os testes microbioldgicos das microemulsdes foram realizados segundo as
orientacdes da Farmacopeia Brasileira (2019)(92) para produtos ndo estéreis com o
objetivo de avaliar a qualidade e o controle de fabricac&o previstos nas boas praticas
de forma a atender os pardmetros dos limites aceitaveis para microrganismos neste
tipo de formulagéo. As microemulsdes selecionadas, juntamente com amostras do
oleo puro, foram submetidas a testes de contagem total microbiana para fungos e
bactérias e testes do desafio do sistema conservante.

Foram adquiridos meios de cultivo Peptona bacteriologica (Kasvi, Espanha),
Plate Count Agar (Agar PCA da Himedia, india), Agar Base Dermasel da Oxoid
(Inglaterra), Caldo Laria Bertani (Lennox, USA) e Tween 80 (Isofar, Brasil).

Para a avaliacdo da contagem total microbiana, aliquotas de 5g de cada
formulacdo foram mantidas sob agitacdo mecéanica em 45mL de agua peptonada
0,1% até dissolugcdo da amostra. Placas contendo meios de cultura especificos para
bactérias (Agar PCA) e fungos (Hagar Base Dermasel) receberam aliquotas de
0,1mL das amostras, em triplicata. As placas para bactérias foram armazenadas em
estufa a 35°C por 5 dias e as placas para fungos foram armazenadas em
temperatura ambiente por 7 dias. Ao final, foi realizada a contagem do nimero de
colbnias observadas.

3.1.4.2 Avaliacao do potencial antimicrobiano

3.1.4.2.1 Preparo dos indculos microbianos

Os in6culos foram preparados através de suspensdo direta do crescimento
microbiano em caldo Luria Bertani (caldo LB) com turvacédo equivalente a 0,5 da
escala de Mc Farland (1,0x108 UFC/mL) sendo ajustada entre 0,08 + 0,01 de
densidade 6ptica a 625 nm em espectrofotdbmetro. Foram utilizados os seguintes
microrganismos: 1) bactéria Gram-positiva (Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Cutibacterium acnes), 2) bactéria Gram-negativa (Escherichia coli ATCC 25922), e
3) levedura (Candida krusei ATCC 6258).
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3.1.4.2.2 Determinacéao da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) pelo método de

diluicdo em caldo

O método de diluicdo em caldo foi realizado utilizando protocolo recomendado
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (130). De acordo com a CLSI
(1999)(131) a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) é definida como a menor
concentracdo de um agente antimicrobiano capaz de reduzir a contagem microbiana
em 99,9%. Foram realizadas diluicbes em caldo LB dos in6culos microbianos na
concentracao de 0,5 na escala de Mc Farland na ordem de 1:150 (100 uL ou 0,1 mL
do inoculo em 15 mL de caldo LB), resultando em uma concentracdo de 1,0.10°
UFC/mL.

Os produtos a serem testados foram diluidos em caldo LB em diferentes
concentracbes. Entdo, adicionou-se em microtubos 0,1 mL do inéculo na
concentracdo de 1,0.10° UFC/mL e 0,1 mL das diferentes concentragdes dos
produtos a serem testados, resultando em uma concentragdo final de bactérias de
5,0.10° UFC/mL. Como controle positivo (com crescimento das bactérias) foi
utilizado 0,1 mL do inéculo na concentragdo de 1,0.10° UFC/mL e 0,1 mL de caldo
LB. Como controle negativo (inibicdo do crescimento das bactérias) foi utilizado 0,1
mL de caldo LB e 0,1 mL do produto a ser testado. Os testes foram realizados em
triplicata. Os microtubos foram incubados a 37°C por 18 horas e entédo as diluicdes
foram plaqueadas em agar Padrdo para Contagem (agar PCA) e incubadas a 37°C
por 18-24 horas. A CBM foi determinada na menor concentracdo dos produtos a

serem testados onde nao foram observadas col6nias nas placas.

3.1.5 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa SPSS 20.0 for Windows®. A
normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. As diferencas de
medianas foram examinadas por meio de testes ndo paramétricos, enquanto as
variaveis qualitativas foram analisadas pelo teste do qui-quadrado. A andlise da
confiabilidade foi avaliada por meio dos Coeficientes de Correlacdo Intraclasse

(CCI(Koo; Li, 2016). Os programas estatisticos utilizados foram o SPSS versédo 22.0
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e 0 GraphPad Prism versao 6.0. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Os

resultados foram apresentados em tabelas e figuras criadas no Excel®.

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1 Elaboragao das microemulsdes e diagrama de fases

Os pontos de microemulsdo conforme a propor¢gédo de fase aquosa, fase

oleosa e tensoativos estdo demonstrados na Figura 38 abaixo.

4 Oleo de Rosa Mosqueta:Glicerina (1:1)

‘ m Oleo de Rosa Mosqueta:Glicerina (1:2)\

100

Fase Oleosa (%0)

Fase Oleosa (%)

\ ® Oleo de Rosa Mosqueta:Propilenoglicol (1:1)\

Fase Oleosa (%)

Figura 38 Diagrama de fase pseudoternario das microemulsdes obtidas a partir de dois coadjuvantes
diferentes em diferentes proporc¢des. Fonte: Imagem da propria autora.

As microemulsbes elaboradas, seja com glicerina ou propilenoglicol,
presentaram aspecto viscoso, transparente e homogéneo, de cor amarelada (Cf.
Figura 39).
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Figura 39 Aspecto das microemulsdes elaboradas com diferentes proporcdes de 6leo de Rosa
Mosqueta, glicerina ou propilenoglicol, Tween 80 e fase aquosa de solucdo de clorexidina
0,1%. *G= Glicerina, P= Propilenoglicol. Fonte: Imagem da prépria autora.

A escolha do Tween 80 como tensoativo levou em consideracdo sua
caracteristica nao ionica, conferindo-lhe baixa toxicidade(79), seu alto EHL, cuja
maior hidrofilia facilita a formacdo de microemulsdes 6leo em agua(78), em acordo
com o objetivo inicial deste estudo, e a facilidade de obtencéo e baixo custo.

O uso de um cotensoativo de baixo EHL, como a glicerina e o propilenoglicol,
por outro lado, facilitam a formacéo e estabilizacdo das micelas de 6leo no sistema
e, ao equilibrar o alto EHL do tensoativo, permitem a formacdo de um sistema
tensoativo mais equivalente ao EHL do proprio 6leo que se quer incorporar em
microemulséo(77,78,80)

A glicerina, enquanto cotensoativo, foi mais eficaz que o propilenoglicol para a
formacdo de microemulsdes com melhor pardmetro de estabilidade, indicado pelo
menor tamanho das particulas, menor polidispersdo com a incorporagdo da maior
quantidade de o6leo possivel. A glicerina e o propilenoglicol s&o compostos organicos
da classe dos alcoois com estrutura quimica muito semelhante. O que diferencia
esses dois compostos, € a presenca de dois grupos hidroxila na molécula do
propilenoglicol, enquanto a glicerina apresenta trés grupos hidroxila(132). Por esse
motivo, a glicerina mostrou-se mais eficiente em solubilizar o 6leo de Rosa mosqueta
no meio aquoso(77), formando microemulsdes com melhores parametros fisicos.

A vantagem da glicerina sobre o propilenoglicol é sua menor toxicidade, sua

acao antibacteriana e sua funcdo umectante e emoliente, auxiliando na retencao de
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agua no meio(132-135), promovendo a hidratacdo cutanea, manutencdo da funcao
de barreira da pele e auxiliando na cicatrizacdo(132,134).

As microemulsdes foram formadas principalmente com uma maior
porcentagem de surfactante em comparacdo a fase oleosa(82), na qual a
incorporacao de agua ao sistema nao parece ter ocasionado grande instabilidade. O
uso da glicerina, principalmente em maior propor¢cdo, garantiu a formacédo de
microemulsdées em maior frequéncia conforme observado no diagrama de fase
pseudoternario e a incorporagcdo de uma maior porcentagem de 6leo (até 5%),

conforme observado na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados de pH, diametro das goticulas, indice de polidispersao e
condutividade das microemulsdes formadas utilizando glicerina como coadjuvante.

Universidade de Brasilia, 2021
(Continua, parte 1 de 2)

Proporcao apos titulagao (%0) Proporcdo ORM:Gli pH Diéametro PDI Condutivi

(%) das (nm) dade

(0] T A ORM Gli goticulas (uS/cm)

(nm)
5,00 45,00 50,00 1,25% 3,75 4,5 18,89* 0,337 90,8
3,33 30,00 66,67 0,83 2,50 4,5 1039 0,61 75,8
2,50 22,50 75,00 0,63 1,88 4,5 27,97 0,67 87,6
2,00 18,00 80,00 0,50 1,50 4,5 116,1 1 81,5
1,67 15,00 83,33 0,42 1,25 4,5 248,2 0,833 84,8
1,43 12,86 85,71 0,36 1,07 4,5 137,6 1 82,7
1,25 11,25 87,50 0,31 0,94 4,5 102,7 1 78,5
1,11 10,00 88,89 0,28 0,83 4,5 246,5 0,919 77,6
1,00 9,00 90,00 0,25 0,75 4,5 282,9 1 69,7
10,00 40,00 50,00 2,50* 7,50 4,5 12,22* 0,178* 39,4
6,67 26,67 66,67 1,67 5,00 4,5 26,51 0,633 72,9
5,00 20,00 75,00 1,25* 3,75 4,5 12,13* 0,179* 93,1
4,00 16,00 80,00 1,00 3,00 4,5 232,5 0,455 77,2
3,33 13,33 83,33 0,83* 2,50 4,5 11,18* 0,209* 84,8
2,86 11,43 85,71 0,71* 2,14 4,5 28,21* 0,334* 77,5
2,50 10,00 87,50 0,63 1,88 4 20,16 0,476 93,9
2,22 8,89 88,89 0,56 1,67 4 343,6 0,577 79,5
2,00 8,00 90,00 0,50 1,50 5 75,01 0,289 79,5
15 35 50 3,75 11,25 5 222,7 0,491 51,5
10 23,33 66,66 2,5 7,5 5 21,64 0,502 67

75 17,5 75 1,875 5,625 4,5 31,02 0,913 81,2
6 14 80 1,5 4,5 4,5 97,16 1 82,4
5 11,66 83,33 1,25 3,75 4,5 429,7 0,767 72,2
4,28 10 85,71 1,07 3,21 4,5 26,3 0,811 82,8
3,75 8,75 87,5 0,9375 2,8125 4,5 19,03 0,56 70,7
3,33 7,77 88,88 0,833 2,5 4,5 4142 0,715 72,5

3 7 90 0,75 2,25 4,5 87,81 0,429 63,7



97

(conclusdo, parte 2 de 2)

Proporcao apos titulagao (%0) Propor¢cdo ORM:Gli pH Diametro PDI Condutivi
(%) das (nm) dade
0] T A ORM Gli goticulas (uS/cm)
(nm)

20 30 50 5 15 5 30,74 0,43 54,8
13,33 20 66,66 3,33 10 5 21,02 0,417 66,7
10 15 75 2,5 7,5 4,5 416,7 0,677 68

8 12 80 2 6 4,5 410,2 0,628 66,6
6,66 10 83,33 1,66 5 4,5 133,6 0,389 64
5,00 45,00 50,00 2,50 2,50 4,5 212 0,19 72,9
3,33 30,00 66,67 1,67 1,67 4,5 1092 1 63,4
2,50 22,50 75,00 1,25 1,25 4,5 431,2 0,834 59,8
2,00 18,00 80,00 1,00 1,00 4,5 359,3 0,714 60,1
1,67 15,00 83,33 0,83 0,83 4,5 38,61 0,856 49,2
1,43 12,86 85,71 0,71 0,71 5 136,7 0,707 77
1,25 11,25 87,50 0,63 0,63 4,5 616,3 0,521 81,7
1,11 10,00 88,89 0,56 0,56 4,5 551,3 0,392 80
1,00 9,00 90,00 0,50 0,50 4,5 334,8 0,87 89,7
10,00 40,00 50,00 5,00 5,00 4,5 34,95 0,784 76,8
6,67 26,67 66,67 3,33 3,33 4,5 123,7 0,801 73,5
5,00 20,00 75,00 2,50 2,50 4,5 313 0,81 77,5
4,00 16,00 80,00 2,00 2,00 4,5 335,8 0,821 70,5
3,33 13,33 83,33 1,67 1,67 4,5 321,2 0,63 39,4
2,86 11,43 85,71 1,43 1,43 5 18190 0,364 78,2
2,50 10,00 87,50 1,25 1,25 4,5 13,91* 0,201* 83,2
2,22 8,89 88,89 1,11 1,11 4,5 413 0,436 91,8
2,00 8,00 90,00 1,00 1,00 4,5 669 0,938 83,6
5,00 45,00 50,00 2,50 2,50 4,5 338 0,647 83,9
3,33 30,00 66,67 1,67 1,67 4,5 124,4 0,433 82,2
2,50 22,50 75,00 1,25 1,25 4,5 111,8 0,839 82,4
2,00 18,00 80,00 1,00 1,00 4,5 29,51 0,579 82,3

O = fase oleosa; T = tensoativo; A = fase aquosa; PDI = indice de polidispersdo de goticulas; nm =
nandémetro; uS/cm = microsiemens por centimetro. *indica microemulsées com particulas menores

que 90nm e PDI<0,4.

Ja4 as microemulsbes elaboradas com propilenoglicol incluem uma menor

faixa de concentragBes possiveis e permitiu a incorporagdo de um maximo de 2,5%

de 6leo de Rosa Mosqueta. Ademais, os resultados da Tabela 6 mostram que

poucos pontos de microemulsdo atendem aos critérios de qualidade com base no

tamanho das particulas e indice de polidisperséo.
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Tabela 6 - Resultados de pH, diametro das goticulas, indice de polidispersao e
condutividade das microemulsbes formadas utilizando Propilenoglicol como
coadjuvante. Universidade de Brasilia, 2021

Proporgao apos titulacdo (%) Proporcdo ORM:Propil (%) pH Diametro PDI Condutivid

o) T A ORM Propil das (hm)  ade (uS/cm)
goticulas
(nm)

5,00 45,00 50,00 2,5* 3,75 4,5 11,1* 0,234* 54,7
3,33 30,00 66,67 0,83 2,50 4,5 39,23 0,738 67,1
2,50 22,50 75,00 0,63 1,88 4,5 43,95 0,936 79,1
2,00 18,00 80,00 0,50 1,50 5 40,1 1 86,6
1,67 15,00 83,33 0,42 1,25 4,5 228,2 0,59 80,6
1,43 12,86 85,71 0,36 1,07 4,5 167,8 0,601 95
1,25 11,25 87,50 0,31 0,94 4,5 147,6 1 75,6
1,11 10,00 88,89 0,28 0,83 4,5 55,75 1 73,6
1,00 9,00 90,00 0,25 0,75 45 171,6 1 67,5
10,00 40,00 50,00 2,50 7,50 5 547.,4 0,557

6,67 26,67 66,67 1,67 5,00 5 246,4 0,681 72,1
5,00 20,00 75,00 1,25 3,75 4,5 633,2 0,569 78,5
4,00 16,00 80,00 1,00 3,00 45 231,3 0,499 83,7
83 13,33 83,33 0,83 2,50 4,5 17,38 0,495 92,9
2,86 11,43 85,71 0,71 2,14 4,5 246,2 0,549 83,6
2,50 10,00 87,50 0,63 1,88 4,5 4259 0,797 83,1
2,22 8,89 88,89 0,56 1,67 45 80,39 0,303 68,5
2,00 8,00 90,00 0,50 1,50 6 2224 0,416 118,7

O = fase oleosa; T = tensoativo; A = fase aquosa; PDI = indice de polidispersdo de goticulas; nm =
nandémetro; uS/cm = microsiemens por centimetro. *indica microemuls6es com particulas menores
que 90nm e PDI<0,4.

A avaliacdo da qualidade de microemulsbées deve levar em consideracdo o
tamanho das particulas e sua dispersdo no meio, o pH e a condutividade.

O tamanho das particulas de uma microemulsdo prevé seu grau de
estabilidade e pode ser avaliada por diversos métodos, podendo ser utilizado o raio,
média Z, peso médio, superficie média, ou volume médio(82).

A gquestdo € que, uma microemulsdo serd mais estavel quanto menor o
tamanho das particulas, pois menor serd a energia livre contida no sistema. A
literatura ndo € clara sobre o ponto de corte relativo ao tamanho das particulas
dispersas em uma microemulsdo, mas Mcclements e colaboradores (2012)
mostraram que a estabilidade do sistema coloidal em relacdo a separagédo
gravitacional (cremeacédo ou sedimentacdo) aumenta consideravelmente quando o

raio das particulas atinge valores abaixo de 90nm (82).
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Neste estudo, escolhemos como método para avaliar o tamanho das
particulas, o diametro hidrodinamico através da técnica de Espalhamento de luz
Dindmico (DLS). A técnica de DLS, que consiste na andlise das flutuacbes de
intensidade da luz espalhada em um determinado angulo, fornece informagdes
sobre o movimento Browniano das particulas, levando a flutuacdes na intensidade
da luz. Levando-se em consideracdo o movimento Browniano, quanto mais rapido o
movimento das particulas, menor o seu diametro e vice-versa(136,137). Esse tipo de
técnica fornece uma analise da média do raio das particulas. Assim, outro parametro
que pode auxiliar na avaliacdo da qualidade e estabilidade de uma microemulséo
corresponde ao Indice de Polidispersdo (PDI), o qual indica o quanto as particulas
diferem de tamanho umas das outras. Quanto menor o indice, menor e
heterogeneidade das particulas e, portanto, mais fidedigno € o raio médio das
particulas no sistema(136).

Ja a condutividade elétrica € um parametro importante para identificar a fase
dispersante no sistema. Geralmente, esperam-se baixos valores de condutividade
para microemulsdes em que a fase dispersante é oleosa e valores maiores quando a
fase dispersante é aquosa, visto que 6leos sdo pobres condutores de elétrons(138).

Guimaraes e Nobrega (2020) observaram condutividade em microemulsées
agua em Oleo na faixa de 7uS/cm a 250uS/cm, a depender do tipo de tensoativo e
fase oleosa utilizados, cujos valores foram inversamente proporcionais a massa de
adgua adicionada ao sistema(138).

As microemulsdes desenvolvidas neste trabalho apresentaram condutividade
elétrica variando de 39,9 uS/cm a 118,1 uS/cm, sendo o menor valor encontrado em
microemulsdes com maior porcentagem de Oleo. Ainda assim, as microemulsdes
desenvolvidas foram do tipo O/W ou bifasicas, com um conteido aquoso minimo de
50%.

Outro parametro analisado, o potencial Zeta, indica o potencial eletrostatico
da dupla camada que recobre a microparticula em uma microemulsédo. Particulas
com potencial Zeta entre +10mV e -10mV sdo consideradas neutras, enquanto
valores maiores que +30mV e menores que -30mV séo consideradas fortemente
catibnicas ou anidnicas respectivamente. No geral, quanto maior ou menor esses
valores, maior a forca de manutencédo das particulas e mais estavel a emulsao.
Contudo, esses valores sdo dependentes do pH e da condutividade do meio

dispersante(139). Neste estudo, todas as microemulsfes mantiveram um potencial
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Zeta proximo a zero, devido ao uso de surfactantes néo i6nicos, mais compativeis
com 0 uso na pele por apresentar menor reatividade e irritabilidade. Ha ainda que
observar que as particulas das microemulsées continham apenas 6leo, cuja carga
eletrostatica é semelhante ao do proprio tensoativo.

Microemulsées O/W geralmente exigem uma fragcdo maior de tensoativos, ja
que, ao empregar energia térmica ou cinética, 0 Oleo adicionado sera
completamente incorporado em micelas. Concomitantemente, a biodisponibilidade
do componente hidrofilico aumenta devido a maior area de contato e solubilidade
das particulas no componente aquoso(82). Essa caracteristica torna-se interessante
para elaboracdo de produtos de aplicacdo cutanea, ja que o Oleo vegetal tera a
funcdo de restauracdo da barreira de protecdo da pele enquanto o conteddo aquoso
terd acdo de aumentar a hidratagcdo cutanea a partir da funcdo umectante da
glicerina(135,140,141).

Com os resultados obtidos, selecionamos cinco microemulsdes com
diferentes concentracdes de fase aquosa e fase oleosa para serem submetidas a
teste de viabilidade celular e perfil inflamatério. As microemulsdes selecionadas séo

descritas no quadro 5 abaixo:

Quadro 5 - Descricdo das microemulsdes selecionadas para os testes de viabilidade
celular e perfil inflamatoério. Laboratério de Tecnologias, Universidade de Brasilia,
2021

1:2 5 8 10 2,5 12,22 0178 39,4
cliceri 1:2 2 8 30 1,25 12,13 0,179 931
icerina 12 4 6 10 5 30,74 0,43 54,8
1:1 2 8 30 2,5 13,91 0,201 82,9

Propil 1:2 2 8 10 2,5 11,1 0234 558

*PDI = indice de polidisperséo

3.2.2 Avaliacao de viabilidade celular e perfil inflamatério

A partir do ensaio de viabilidade celular pela técnica de redugcdo do MTT,
verificou-se que as microemulsdes testadas ndo apresentaram atividade citotoxica
frente a linhagem HaCat com resultado que néo difere estatisticamente do controle

negativo, conforme descrito na Tabela 7.

m oo w >
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Tabela 7 - Resultados da viabilidade celular na linhagem de queratinécitos HaCat.
Universidade de Brasilia, 2022

A B I D E Controle
Negativo
*|C50
5793 6396 5732 6743 6234 5879
(Hg/ml)
IC 3858- 4672- 3745- 4245- 4235- 3734-

7635 8534 7324 8634 8453 8432
*|C50= concentracdo do composto necessaria para 50% de viabilidade; IC = Intervalo de Confianga

Da mesma forma que a emulsdo, as microemulsdes atenderam aos critérios
estabelecidos pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) para
novos produtos, de ICs0>1000ug/mL no ensaio preliminar para serem consideradas
in6cuas ao ser humano (Abdel-Hameedet al., 2012).

Quanto a avaliacdo do perfil inflamatorio, a Figura 40 mostra as diferencas
dos niveis da citocina TNF alfa em células tratadas com solucdo aquosa das
microemulsdes e controle negativo — células cultivadas no meio sem o tratamento
(Controle -), mostrando que as microemulsdes ndo causaram aumento da referida

citocina quando comparado ao controle negativo.

W Controle -

20 T N a
™ b
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Figura 40 Niveis de producédo da citocina TNF alfa em sobrenadantes da linhagem celular RAW
264.7 tratadas ou ndo com as formulagdes (P>0.05, ANOVA). Fonte: Imagem da prépria autora.

TNF a [pg/mL]

A citocina Fator de Necrose Tumoral (TNF) alfa é produzida pelos
gueratindcitos do estrato corneo e € essencial para a imunidade da pele, ativando e

recrutando células imunes(6). Em situacdes especificas, a super expressao dessa
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citocina gera uma condicdo pro inflamatéria que leva a descamacéo, prurido e
descontinuidade do estrato cérneo. Os resultados mostram que as microemulsdes
testadas n&o provocaram aumento da citocina TNF alfa, e, portanto, ndo causam

estimulo inflamatério, reduzindo seu potencial alérgeno.

3.2.3 Avaliacao de Estabilidade de 7 dias

Em tese, microemulsdes séo sistemas termodinamicamente estaveis a menos
que algumas condicbes sofram alteragcdes, como pH, temperatura ou adicdo de
novos componentes quimicos(82). Assim, foi realizada avaliacdo de estabilidade de
curta duracao para verificar se a composicao do sistema seria suficiente para manter
sua estrutura, conservadas as condigcbes quimicas iniciais, porém sob estresse
térmico e em baixa umidade.

Para avaliacdo de estabilidade foram escolhidas apenas as microemulsdes
formuladas com (glicerina, jA que forneceram amostras com menor raio
hidrodindmico e polidispersdo e com maior proporcéo de 6leo de Rosa Mosqueta. As
trés amostras com diferentes proporcdes de 6leo, glicerina e fase aquosa foram
recém-elaboradas e apresentaram as seguintes caracteristicas conforme descrito no
Quadro 6:

Quadro 6 - Descricao das microemulsdes selecionadas para teste de estabilidade.
Universidade de Brasilia, 2023

1:2 A 2 8 10 2,5 12,66 0,053 390
B 2 8 30 1,25 13,37 0,203 389
1:1 C 2 8 30 2,5 185,2 0,356 304

*PDI = Indice de polidisperso

A Figura 41 mostra a evolucdo do diametro hidrodindmico das goticulas e do
PDI das amostras ao longo dos sete dias de armazenamento. Embora seja possivel
verificar um aumento estatisticamente significante no PDI da amostra A, 0 mesmo
nao ocorreu em relacdo ao tamanho hidrodinamico das goticulas. A amostra C
mostrou um tamanho hidrodindmico das goticulas e PDI significativamente maior

que as outras duas amostras.
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Figura 41 Avaliagcdo do diametro hidrodindmico e do indice de polidispersdo (PDI) das
goticulas de cada amostra ao longo do tempo de armazenamento. *Diferencas significantes
(p<0,05), Anova Two-Way com pds-teste de Benjamini, Krieger e Yekutieli. Fonte: Imagem da

propria autora.

Todas as amostras analisadas mantiveram um pH dentro da faixa adequada

para pele (4,5-5,5) conforme observado na Figura 42. Nas amostras A e B foi

observado aumento do pH ao longo dos dias de

significancia estatistica.

5,07

5 ===

4 =

%. 3 | — |

2 =

1 =

O f — 1
24h

A

=

7 dias

4,59

24h

B

4,64

7 dias

armazenamento, porém sem

5,23

24h

C

5,21

7 dias

Figura 42 Avaliacdo do potencial hidrogeniénico de cada amostra ao longo do tempo de
armazenamento. *Indica diferenca significativa. Anova Two-Way com pdés-teste de Sidak para
multiplas comparacdes, p>0,05. Fonte: Imagem da prépria autora.
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Em relacdo a condutividade, foi observada reducdo em todas as amostras,

também sem significancia estatistica conforme observado na Figura 43 abaixo.

Condutividade (pns/cm) elétrica das amostras
apos sete dias

500

400 T —

J= ¥

g 300 J-\l

= h

2 200 "
100
0

24h 7dias
Tempo de armazenamento
= A B C

Figura 43 Avaliacdo da condutividade elétrica de cada amostra ao longo do tempo de
armazenamento. *Indica diferenca significativa. Anova Two-Way com pdés-teste de Sidak para
multiplas comparacgdes, p>0,05. Fonte: Imagem da prépria autora.

Deve-se levar em conta a relagdo da condutividade com a permissividade do
meio e o0 tamanho das particulas dispersas. A condutividade € inversamente
proporcional ao raio das particulas e aumenta a medida que a proporcédo de agua no
meio aumenta (84). Portanto, a variacdo da condutividade ao longo do tempo
oferece pistas sobre a estabilidade do sistema, visto que mudancas drasticas podem
indicar coalescéncia ou degradacdo das particulas.

A elevacdo do pH e reducdo da condutividade elétrica podem estar
relacionadas a perda de agua ao longo do tempo, reduzindo a liberagéo de elétrons
H* nas amostras. Ainda assim, as amostras se mantiveram dentro dos parametros
fisico-quimicos aceitaveis para microemulsdes, especialmente quanto ao diametro

hidrodinamico das goticulas e PDI, ndo sendo observado alteracfes macroscopicas.

2.3.4 Avaliacdo microbiolégica e potencial antimicrobiano

A qualidade microbiolégica das trés microemulsdes selecionadas mostrou-se

dentro dos limites estabelecidos pela RDC n°630 de 16 de margo de 2022, pois néo
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houve crescimento bacteriano ou fungico nas placas de cultura durante os testes
microbioldgicos.

Quanto a atividade antimicrobiana, o 6leo de Rosa Mosqueta puro nédo
apresentou acao contra as cepas testadas, conforme observado na Tabela 8.

Tabela 8 - Concentracdes Bactericidas Minimas (CBM) das microemulsdées com 6leo
de Rosa Mosqueta e do 6leo puro. Universidade de Brasilia, 2022

CBM (g/mL)
Cepas testadas A B C Oleo
2,5% 1,25% 2,5%
S. aureus ATCC 25923 N 1,00 0,50 N
E. coli ATCC 25922 < 0,20 0,35 <0,20 N
C. krusei ATCC 6258 <0,20 <0,20 <0,20 N
C. acnes ATCC 1969 N N 0,70 N

CBM: Concentracao bactericida minima; N = auséncia de atividade antimicrobiana.

Contudo, as microemulsdes com maior concentracdo de 6leo e fase aguosa
foram mais eficientes no controle microbiano das cepas testadas, especialmente na

inibicdo do crescimento de C. acnes, conforme Tabela 9.

Tabela 9 - Concentracao Inibitoria Minima (CIM) das microemulsdes de 6leo de
Rosa Mosqueta para C. acnes. Universidade de Brasilia, 2022

CIM (g/mL)
Cepas testadas A B C Oleo
2,5% 1,25% 2,5%
C. aches ATCC 1969 0,7 <0,5 <0,5 N

CIM: Concentracao Inibitéria Minima; N = auséncia de atividade bacteriostatica.

A atividade bacteriana da Rosa Mosqueta tem sido demonstrada na literatura
a partir do extrato do fruto, especialmente contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Klebsiela penumonie (142,143). Quanto ao O6leo, nao foi
encontrada informacdo na literatura que indique acdo antimicrobiana. Nossos
experimentos demonstraram que o0 6leo ndo possui agdo contra microrganismos e a
acao antimicrobiana das microemulsdes provavelmente deve-se ao uso de

clorexidina como conservante na fase aquosa. Essa interpretacdo é reforcada ao
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observar que as microemulsées que obtiveram melhor resultado antimicrobiano

foram as que possuem maior fracao de fase aquosa.

3.3 CONCLUSAO

A glicerina foi mais eficiente no desenvolvimento de microemulsdes 6leo em
agua quando comparado ao propilenoglicol. Foi possivel o desenvolvimento de uma
microemulsdo contendo até 5% de Oleo de Rosa Mosqueta utilizando Tween 80
como tensoativo e glicerina como cotensoativo. Essa combinagdo mostrou-se mais
eficiente na formacdo de microemulsées agua em 6leo com menor tamanho de
particulas e menor indice de polidispersdo. As microemulsdes elaboradas se
mantiveram dentro da faixa de pH requerida para uso cutaneo (4,5 — 5,5) sem a
necessidade de adi¢cado de outros componentes.

As microemulsdes com os melhores parametros de tamanho das particulas e
do indice de polidispersdo mantiveram-se estaveis por pelo menos 7 dias sob alta
temperatura e baixa umidade. As trés microemulsdes analisadas possuiam
diferentes porcentagens de 6leo de rosa mosqueta (1,25% e 2,5%), glicerina e fase
aguosa. Apesar das variacfes observadas nas microemulsfes durante o periodo de
armazenamento, os parametros mantiveram-se dentro das faixas esperadas, com
excessdo do tamanho das particulas na microemulsdo C (2,5% de 6leo de Rosa
mosqueta e 30% de agua)

Quanto ao potencial antimicrobiano, o estudo demonstrou que o 6leo de Rosa
Mosqueta ndo possui acdo antimicrobiana ou bacteriostatica. Por outro lado, a
composicdo da microemulsédo demonstrou ter acdo antimicrobiana, provavelmente,
devido ao uso da clorexidina como conservante na fase aquosa.

A partir desses resultados, elencamos, para os estudos de permeagéo e
cicatrizagdo, a microemulsédo A (2,5% de Oleo de Rosa Mosqueta), por ter a maior
proporcdo de Oleo e por ter mantido os melhores parametros no teste de
estabilidade de curta duracgao.
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CAPITULO 4

ESTUDO DE PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA DO OLEO DE
ROSA MOSQUETA INCORPORADO EM FORMULACOES TOPICAS
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4. ESTUDO DE PERMEACAO E RETENCAO CUTAN~EA DO OLEO DE ROSA
MOSQUETA PURO E INCORPORADO EM FORMULACOES TOPICAS

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Materiais

Foi adquirido da Exodo Cientifica, etanol PA, metanol PA, hidroxido de sédio
lentilhas PA, acido cloridrico PA, éter de petrdleo PA, acetonitrila grau HPLC,
metanol grau HPL, n-Hexano grau HPLC e &cido acético glacial grau HPLC. Padrao
de &cido linoleico com mais de 99% de pureza foi adquirida da Sigma Aldrich Brasil
LTDA. Tape Strip foi adquirido de Clinical and Derm®.

4.1.2 Escolha do analito

A permeacdo e retencdo do 6leo de Rosa mosqueta foi investigada em
método in vitro por meio de anélise em HPLC. Esse método foi selecionado por ja ter
sido citado na literatura, exigir menor manuseio das amostras, incorrendo em menor
faixa de erro, ser um método mais rapido e exigir menos insumos. Para as analises,
selecionamos como analito de interesse o &cido linoleico, visto ser o constituinte de
maior concentracdo no 6leo de Rosa mosqueta e ainda por sua funcdo no processo
de cicatrizagdo e na manutencado da barreira de protecédo da pele.

O d6leo de Rosa mosqueta utilizado na elaboracdo das formulacbes descritas
neste trabalho foi submetido a leitura em HPLC conforme os procedimentos
descritos a seguir para avaliacdo da concentracdo média de acido linoleico no 6leo.
Essa concentracdo média foi utilizada para identificacdo da massa de acido linoleico
aplicada conforme a Equacéo 8:

Equacédo 8: Conc, = (M, * Conc,,)/100, onde Mm = massa de 6leo no
produto e Concm= concentracdo meédia de acido linoleico no 6leo de Rosa

mosqueta.

4.1.3 Preparo da pele

Orelhas suinas foram adquiridas de um abatedouro local para fins

alimenticios e a pele da regido externa foi utilizada como modelo animal para teste in
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vitro de permeacdo/retencdo cutanea. As peles da regido externa das orelhas foram
cuidadosamente removidas da cartilagem com o auxilio de lamina de bisturi e
tesoura, seguida pela remoc¢éo do tecido subcutaneo, mantendo apenas as camadas
da derme e epiderme. As peles limpas foram mantidas em refrigerador por 10 dias

até o momento do estudo.

4.1.4 Estudo de permeacao

Estudo de permeacéao in vitro foi realizado em modelo de difusdo de células
de Franz com area de difusédo de 1,3cm? e compartimento receptor de 4mL.

No dia do estudo, as peles foram cortadas em tamanho ligeiramente maior a
area da célula de Franz e avaliadas quanto a integridade da barreira cutanea
utiizando TEWLmeter (cf Figura 44). As leituras foram feitas ap6s 30s para
estabilizacdo do aparelho e foi aceita uma perda hidrica de até 25mg/m?/h. As peles

foram entdo posicionadas nas células de difusdo mantendo a derme em contato

direto com o0 meio receptor.

Figura 44 Preparo e posicionamento das peles para estudo de permeacgdo in vitro. Fonte:
Imagem da prdpria autora.

Para garantir a condicdo sink, foi utilizado, como meio receptor, solu¢cdo de
PBS 7,4M contendo 30% de etanol. Uma aliquota de 9mg (+2mg) das formulacfes
semissélidas e 10mcl de 6leo foram aplicadas com o auxilio de um émbolo de
seringa ou pipeta calibrada, recobrindo toda a area da pele. Aliquotas de 500mcl do
liguido receptor foram coletadas, de cada célula, nos tempos 0, 1h, 3h, 6h e 24h, e 0

volume retirado foi substituido por nova solucédo a fim de se manter o equilibrio do
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sistema, com o cuidado para nao haver formacdo de bolhas entre a derme e o
liquido receptor. O estudo foi conduzido a uma temperatura de 32°C +2°C e a
solucdo receptora foi mantida em constante agitacdo a 300rpm com auxilio de

barras magnéticas.

4.1.5 Estudo de retencao cutanea

ApOs as 24h do estudo, as células de Franz foram desmontadas e as peles,
cuidadosamente retiradas para avaliar a retencdo cutanea. O excesso de formulacdo
presente tanto nas paredes das células quanto na superficie das peles foi removido
com o auxilio de 3 e 2 cotonetes respectivamente, embebidos em solucéo de etanol
30%. O extrato corneo foi removido pelo método tape striping, empregando-se 10
adesivos D-Squame®, com auxilio de aplicador que garantiu uma pressdo constante
por 3s. Os adesivos foram agrupados na seguinte ordem: 1-3, 4-7, 8-10, e
acondicionados em microtubos contendo 4mL de metanol.

A pele restante foi submersa em agua destilada a 60°C e agitada para
separacdo da epiderme e derme (Cf Figura 45). A derme foi picotada com o auxilio
de tesoura. Cada camada foi acondicionada em microtubo contendo 4mL de

metanol.

Figura 45 Procedimento de extracao dos produtos aplicados da pele e da camada cérnea. A:
retirada do produto depositado nas células de Franz por meio de Swab; B: swab na
superficie da pele; C-E: aplicacdo dos tapes para retirada das 10 primeiras camadas
corneas; C: submersao da pele em banho maria para separacdo da derme e epiderme.
Fonte: Imagem da prépria autora.

Todas as amostras foram submetidas a agitacdo em vortex por 1 minuto

seguido de 30 minutos em ondas de alta frequéncia para aumentar a eficiéncia de
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extracdo. As amostras foram congeladas até preparo para leitura em HPLC (High
Pressure Liquid Chromatography).

A retencao do &cido linoleico nas camadas da pele foi dada em porcentagem
segundo a Equacao 9:
Equacdo 9: %[ ] = (Concyg/Conc,) 100 , onde Conce= Concentracdo

determinada e Conct= Concentragao teorica

4.1.6 Andlise das amostras em HPLC

As amostras foram analisadas pelo método proposto por Guarrasi e

colaboradores (144) com adaptacoes.

4.1.6.1 Procedimento de Hidrolisacéo

Previamente ao procedimento de hidrolisacdo, as amostras foram
descongeladas e submetidas a ultracentrifugacao a 10.000rpm por 5 minutos. Apés,
todo o liquido foi acondicionado em béquer de vidro e mantido em baixa temperatura
até secar completamente. Ao residuo, foi adicionado 1mL de solu¢do de NaOH 0,5M
e mantido a 100°C até completa evaporacdo. Apds resfriamento, foi adicionado 1mL
de éter de petréleo duas vezes e acidificado com 1mL de solucdo de acido cloridrico
a 1M até pH abaixo de 3. Em seguida, foi adicionado mais 1mL de éter de petréleo
duas vezes e filtragem da fase éter em funil de separacao. A fase éter foi mantida a
40°C até completa evaporacao do solvente. O residuo final foi reconstituido em 1mL

de metanol e submetido a leitura em HPLC.

4.1.6.2 Desenvolvimento e validacdo do método analitico para determinacéo de

acido linoleico nos estudos de retencdo e permeacao cutanea

Para quantificacdo do 6leo em HPLC, foi utilizado como substancia quimica
de referéncia (SQR) o acido linoleico, presente em uma proporgédo de 35-47% no
Oleo vegetal(67).

As andlises foram realizadas em cromatdgrafo Agilent 1260 Infinity (Agilent,
Califérnia, USA), equipado com bomba quaternaria, degaseificador, injetor eletrénico



112

e detector de alta sensibilidade. O equipamento possui amostrador automatizado e
detector DAD, operando entre 190nm e 600nm nos canais 208nm e 254nm.
Os experimentos foram executados em coluna de fase reversa Agilent Eclipse

XDB - C18 (250 mm « 4,6 mm d.i.,, 5 ym). O sistema foi operado isocraticamente a
25°C utilizando fase movel constituida de acetonitrila:metanol:n-hexano (90:8:2;
V/IV), filtrada em membrana de 0,45 pym e estabilizada com 0,2% de acido acético. O
fluxo da fase movel foi de 1 mL/min e volume de injecdo de 20 pL. A detecgéo foi
realizada em UV a 208 nm com tempo de corrida de 40min.

O método de analise em HPLC foi validado para as emulsdes e microemulsdes
contendo o 6leo de Rosa Mosqueta seguindo os parametros definidos no Guia para
Validacdo de Métodos Analiticos(145,146):

4.1.6.2.1 Especificidade e seletividade

A especificidade e seletividade foram avaliadas pela leitura de amostras
contendo o padrdao e amostras contendo a emulsdo sem o produto de interesse.

4.1.6.2.2 Linearidade

Para avaliar a linearidade, foi utilizado 10mg de padrdo de acido linoleico
obtido da Sigma-Aldrich com 99% de pureza, grau HPLC, e realizadas diluicdes
seriadas com metanol na propor¢éo de 1:1 (v/v) obtendo concentracfes na faixa de
Img/mL até 0,00390625mg/mL. As solucdes foram analisadas em HPLC nas
condi¢cdes previamente descritas, em triplicata, e as areas absolutas encontradas
para cada diluicdo foram comparadas as suas respectivas concentracdes para

construcdo de gréfico de disperséo e célculo da equacao da reta.
4.1.6.2.3 Preciséo
A precisdo do método foi verificada a partir da dispersdo dos resultados de

pelo menos trés concentragdes da curva linear medidos em triplicata, conforme

Equacgéo 10:
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Equacao 10 DPR = DP/CMD % 100, onde DPR = Desvio padréo relativo,

DP = Desvio padrdo e CMD = concentracdo média determinada.

4.1.6.2.4 Intervalo de medicéo

O limite de deteccao teorico foi analisado levando-se em consideracdo T
unilateral para 99% de confianca igual a 3,143. Foram elaboradas 3 curvas de
linearidade por meio do padrédo de &cido linoleico das quais foram determinados os
coeficientes angular e linear de cada curva. A média desses coeficientes foi aplicada
na equacao Equacéao 11:

Equacdo 11 LDT = 3,143 x DP /Coef Ang , onde LDT = limite de
deteccéo tedrico, DP = desvio padrao médio dos coeficientes lineares e Coef
Ang = Média dos coeficientes angulares.

O limite de quantificagdo foi definido como 3 vezes o limite de detecgéo

teorico.

4.1.6.2.5 Exatidao

Uma amostra contendo uma concentracdo teérica de 0,5mg de acido linoleico
foi submetida a 9 leituras em HPLC e os resultados, aplicados na curva da reta para
se conhecer a concentracdo determinada do marcador. A exatidao foi demonstrada
pela Equacao 12:

Equacdo 12 cA=cMmbD/cTAx100, onde CMD = concentracdo média

determinada e CTA = Concentracao tedrica do analito.

4.1.6 Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada no programa SPSS 20.0 for Windows® e
GraphPad Prism® versdo 6.0. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk. As diferencas de medianas foram examinadas por meio de testes nao
paramétricos, enquanto as variaveis qualitativas foram analisadas pelo teste do qui-
guadrado. A andlise da confiabilidade foi avaliada por meio dos Coeficientes de

Correlacédo Intraclasse (CCI)(Koo; Li, 2016). O nivel de significancia adotado foi de
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5%. Os resultados foram apresentados em tabelas e figuras criadas no Excel® e
GraphPad Prism®.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.2.1 Validacdo do método em HPLC

O método foi validado a partir do padrdo de &cido linoleico em diluicdes
seriadas de 1mg/mL a 0,003906mg/mL. A curva de quantificacdo foi estabelecida
conforme mostrado na Figura 46 com um R? superior ao minimo estabelecido para

validacdo de métodos analiticos(146).

Curva de Quantificacao
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Figura 46 Curva de quantificacdo do acido linoleico para o método de leitura em HPLC. Fonte:
Imagem da prépria autora.

O limite de quantificacdo tedrico ficou em torno de 0,03mg/mL com desvio
padrdo relativo de 1,27% e exatiddo média de 99% conforme se observa na Figura

47, dentro dos limites requeridos para validacdo de métodos analiticos(146).



115

—@— Sériel  ccceecees Linear (Sériel)
1,2
1 R?=0,9977..
08 =
£
= 0,6
s}
0,4
0,2
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

CMD (mg)

Figura 47 Relacado entre a concentracao tedrica do analito pela concentracdo média observada

no método. Fonte: Imagem da prépria autora.

A Figura 48 mostra o padrdo cromatografico encontrado em HPLC para o

acido linoleico no 6leo de Rosa Mosqueta de acordo com o padrdo. A concentracdo

média de acido linoleico encontrada no O6leo utilizado para confeccdo das

formulagdes foi de 0,359312 mg/mL.

Controle - Metanol Padrio de Acido Linoleico
i Acido

4 linoleico

Oleo Puro

Acido Acido
Iinol"émrico\ / linoleico B

Acido

= oleico

in

Emulsdq de Rosa mosqueta 30%

Acido

4 linoleico

Figura 48 Cromatograma do pico de &cido linoleico em HPLC de acordo com o padréo. Fonte:

Imagem da prépria autora.
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4.2.1 Estudo de permeacdao e retencao cutanea

O potencial de permeacéo e penetracdo cutanea do 6leo de Rosa mosqueta
incorporado em emulsao a uma concentragdo de 30% ou em microemulsdo a uma
concentracdo de 2,5% foi comparado com o0 Oleo puro e suas respectivas
formulacdes brancas elaboradas com a mesma concentracdo de 6leo mineral, por
ser um Gleo inerte. A utilizacdo das formulagbes brancas utilizando o 6leo mineral foi
realizada para fins comparativos e para avaliar se 0s insumos utilizados iriam
interferir nos valores de &cido linoleico recuperados no estudo.

Foi aplicada uma massa média de 7-10mg de cada formulacédo e 9mg do Gleo
puro nos retalhos de pele, mantendo uma média de 5mg de produto por cm? de
pele(147). O método de andlise neste trabalho néo identificou a presenca de acido
linoleico no liquido receptor em todos os grupos comparados, tendo como limite de
deteccado 0,01mg/mL.

O potencial de penetracdo cutanea do &cido linoleico nas camadas da

epiderme e na derme quando utilizado o éleo puro ou a emulsdo sdo apresentadas

na Figura 49:
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Figura 49 Porcentagem de retencédo e penetracdo do acido linoleico nas camadas da epiderme
e naderme. *TPS = adesivos de tape striping. Fonte: Imagem da prépria autora.

Os dados indicam que mais de 60% do acido linoleico presente no 6leo puro
ficaram retidos nas células de Franz ou na superficie cutdnea. Os outros 40%

mostraram uma distribuicdo decrescente atraves das camadas da epiderme, com
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uma maior concentracdo nas camadas intermediarias do estrato corneo,
representado pelos adesivos de tape striping (TPS 4-7). Somente 16% do acido
linoleico presente no 6leo puro penetraram até a derme. Esse resultado esta em
acordo com aquele encontrado na literatura em que o acido linoleico conjugado
aplicado via cutanea apresentou maior concentracdo na superficie, pouca
penetracdo na derme e nenhuma absor¢éo(148,149)

Em comparacdo, as peles tratadas com a emulsédo de éleo de Rosa mosqueta
apresentaram cerca de 72% de &cido linoleico na camada mais profunda da pele.
Em termos objetivos, a derme da pele tratada com o 6leo incorporado na emulsao
apresentou uma concentracdo duas vezes maior de acido linoleico do que a pele
tratada com o 6leo, ainda que a concentracdo de 6leo puro aplicada tenha sido
quase trés vezes maior (Cf. Figura 50).
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mERM30% 0,14 0,46 0,11 0,00 0,00 0,29 0,57 0,66
OleoPuro 0,57 0,64 0,19 0,34 0,19 0,25 0,29 1,80

H ERM30% ® Oleo Puro

Figura 50 Concentracédo de acido linoleico por centimetro quadrado de pele tratada com 6leo
puro e emulsdo 30%. *TPS = adesivos de tape striping. Fonte: Imagem da prépria autora.

Esses resultados indicam que a utilizacdo do 6leo incorporado em emulséo é
mais eficiente quando se espera a penetracdo dos seus constituintes terapéuticos
nas camadas mais profundas da pele. Por outro lado, verificamos que as camadas
intermediarias e profundas do estrato cérneo ndo apresentavam quantidades
detectaveis de acido linoleico, diferentemente do 6leo puro. Segundo Raufast et al
(2006)(149), o acido linoleico possui um padrao de absorcao pelos foliculos pilosos,

0 que pode ter sido ainda mais facilitado com a emulsdo em estudo.



118

Oleos vegetais sdo largamente utilizados a fim de prevenir ou tratar
problemas cutaneos, promover a saude da pele, reduzir cicatrizes, tratar
queimaduras e lesdes, penetrando rapidamente através das estruturas do manto
lipidico na camada cérnea(150,151).

Os acidos linoleico 18:2(n-6) e linolénico 18:3(n-3) sdo essenciais para a
salde humana e sao adquiridos por meio da dieta. Frequentemente, esses acidos
graxos sdo encontrados em Oleos fixos vegetais, juntamente com o &cido oleico
18:1(n-9). Estudos tém demonstrado que o &cido linoleico é mais benéfico a saude
cutdnea do que o acido oleico, cujas duplas ligacdes cis parecem aumentar a
instabilidade e progressiva perda estrutural da camada lipidica no estrato
corneo(152). Por esse motivo, o acido oleico € frequentemente usado em
formulacbes tépicas para melhorar a penetracdo de drogas(150,153). Enquanto o
acido linoleico aplicado topicamente rapidamente corrige defeitos na funcdo da
barreira da camada cornea(154,155), o acido oleico resulta em deterioracao(44,156).
Além disso, o 4cido oleico parece ser citotoxico para queratindcitos quando aplicado
diretamente em cultura celular(150).

Diferente de 6leos como cacau, babacu, aveia, canola, macadamia, buriti e
oliva, que possuem concentracdes maiores de acido oleico, variando entre 40% e
60%, o 6leo de Rosa mosqueta possui uma combinacao de acido linoleico na faixa
de 35% a 45% e &cido linolénico entre 19% a 25%, enquanto a concentracdo de
acido oleico pode variar de 20% a 25%(150).

E evidente, contudo, que a quantidade de &cido linoleico recuperado no grupo
tratado com a emulsdo é muito maior do que a massa tedrica calculada, chegando a
200%. Observando o grupo tratado com a emulsdo branca, identificamos uma taxa
de recuperacdo desse ativo em torno de 15% da massa de produto aplicado,
enguanto no grupo tratado com a emulsédo de 6leo de rosa mosqueta a 30%, a taxa
de recuperacao foi em torno de 26% da massa de produto total aplicado. Na propria
célula de Franz da emulsdo branca, encontramos cerca de 5% de acido linoleico
quando ndo deveria conter nada desse produto. Assim, teorizamos que algum
insumo utilizado na formulag&o seria responsavel por essa pequena quantidade.

Submetemos a emulsao contendo 30% de 6leo de rosa mosqueta a andlise
em HPLC e identificamos 39% de sua massa em acido linoleico, quando deveria ser,
de, no maximo, 11%. Esse padrdo condiz com os resultados obtidos nos testes de

permeacdo. Ao revisar 0s insumos utilizados na elaboragdo da emulsao,
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observamos que o cetearil ester, também conhecido como Polawax®, é uma
combinacédo dos acidos graxos cetilico (C16) e estearilico (C18) e por polissorbato
60. Este ultimo, é constituido por diversos acidos graxos etoxilados, o que,
provavelmente incrementou a concentracdo de &cido linoleico em nossas amostras.
Essa conclusdo pode ser reforcada pelo fato de que os swabs retirados da pele
tratada com creme branco continha cerca de 0,5mg de acido linoleico. Esses valores
sdo muito préximos ao encontrado nas células de Franz e na superficie das peles
tratadas com a emuls@o contendo 30% de 6leo de Rosa Mosqueta (Cf. Figura 51),
provavelmente provenientes dos insumos da propria formulacdo que ficaram

depositados na superficie cutanea.
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Figura 51 Massa total de acido linoleico encontrada nas camadas das peles tratadas com
emulsao branca e emulsdo contendo 30% de 6leo de Rosa mosqueta. ERM30% = Emulséo de
Rosa Mosqueta 30%; EB = Emulsdo branca; TPS = adesivos de tape striping. Fonte: Imagem da
prépria autora.

Ao comparar a permeacao da microemulsdo com o Oleo puro, observamos
gue a massa de acido linoleico recuperada na microemulsédo estd muito acima do
valor esperado para uma formulagdo contendo 2,5% de 6leo de Rosa mosqueta.
Além disso, observamos que a massa de acido linoleico identificadas nas amostras
tratadas com a microemuls&o estdo em concordancia com as amostras tratadas com
o creme branco (Cf. Figura 52), observando que a maior parte dessa massa fica

retida tanto nas células de Franz quanto na superficie cutanea.
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Figura 52 Massa de &cido linoleico encontrada nas camadas das peles tratadas com a
microemulsdo contendo 2,5% de 6leo de Rosa mosqueta, emulsdo branca e 6leo puro. EB =
Emulsédo branca; TPS = adesivos de tape striping. Fonte: Imagem da prépria autora.

A microemulsdo elaborada é composta, essencialmente, por Tween 80,
glicerina, Oleo vegetal e &agua. Ao submetermos uma microemulsdo branca
elaborada com 6leo mineral a andlise em HPLC, encontramos uma massa de acido
linoleico correspondente a 4% de sua massa total, enquanto a microemulsao
contendo 2,5% de 6leo de Rosa mosqueta chega a 8% de sua massa total em acido
linoleico. O Tween 80, também conhecido como polissorbato 80 possui, em sua
constituicdo, uma série de acidos graxos etoxilados, que teorizamos, interferiu em
nossos resultados.

Ainda assim, essa quantidade de acido linoleico nos insumos das formulagfes
pode ndo explicar toda a massa recuperada no estudo de permeacdo, ja que,
mesmo para o0 Oleo de rosa mosqueta, a taxa de recuperacdo foi, em média, de
137%, valor pouco acima do aceitavel pela OECD de 80-120%(147). Esses
resultados, possivelmente, devem-se a presenca de 4cido linoleico na pele pura, que
aparecem nas peles tratadas com a emulsdo branca e cujos resultados sdo muito
semelhantes aos das peles tratadas com a microemulséo.

Acidos graxos estdo naturalmente presentes na pele humana. No estrato
corneo, é mais evidente a presenca dos acidos docosanoico 22:0, lignocérico 24:0,
hexacosanoico 26:0 e palmitico 16:0, metabolizado a partir dos acidos sapiénico
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16:1(n-10) e sebaléico 18:2. Contudo, pequenas quantidades de acido oleico 18:1(n-
9), resultado da dessaturacdo de acido esteérico 18:9 e linoleico 18:2(n-6), também
ja foram reportados(150).

Nas células da pele, o &cido linoleico € encontrado na forma de
glicerofosfolipidios na derme e, mais raramente, na forma de acilglucosilceramida na
epiderme. Na pele de porco, o acido linoleico proveniente da dieta € incorporado no
tecido cutdneo no formato de lipidios em até 7 dias e, gradualmente transferido para
a forma de acilglucosilceramida na epiderme e, em seguida, para glucosilceramida
no estrato corneo(157,158). Dessa forma, parte do &cido linoleico recuperado nas
amostras da epiderme e derme sdo enddgenos da pele.

Ainda assim, nosso estudo demonstra que a emulséo foi eficaz em aumentar
a permeabilidade do acido linoleico encontrado no 6leo de Rosa mosqueta quando
comparado ao Oleo puro. Esse resultado é interessante do ponto de vista cosmético,
ja que o aumento da permeacdo permite uma maior acdo nas camadas mais
profundas da pele e melhor aproveitamento dos constituintes do 6leo. Além disso, a
possibilidade de incorporar principios ativos no préprio 6leo antes de incorpora-lo a
emulsdo abre um novo campo de pesquisa para a entrega de importantes
constituintes para a saude cutanea.

Quanto a microemulsao, a Figura 52 nos faz inferir que a maior parte do acido
linoleico presente na formulacdo ficou retido na superficie cutanea, assim como
ocorreu com a emulséo branca. A massa de 4cido linoleico encontrada nas camadas
da derme e epiderme sdo, provavelmente, de origem enddgena.

Embora a microemulséo tenha tido um baixo desempenho na permeacéo dos
constituintes do 6leo quando comparado ao uso do 6leo puro, também observamos
gue essa caracteristica pode ser especialmente util quando se pensa em coberturas
voltadas a cicatrizacdo de lesdes cutaneas, visto que, havendo lesdo de
continuidade na pele, a possibilidade de absor¢céo dos constituintes torna-se maior.
Nesse caso, tendo como objetivo a acao local e a concentracdo dos principios ativos
na area da lesdo, a baixa permeabilidade da microemulsdo torna-se uma
caracteristica favoravel. De qualquer forma, estudos de permeacdo e retencdo

mimetizando a pele néo integra sao necessarios para se confirmar tal hipétese.
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4.3 CONCLUSAO

O estudo de permeacdo mostrou que ndo houve permeacao transcutanea dos
compostos presentes nas formulagbes testadas em pele suina integra. A emulséo
elaborada com 30% de 6leo de Rosa mosqueta mostrou-se vantajosa em relacao ao
uso do 6leo puro ao promover, de forma mais eficiente, a penetracdo do acido
linoleico até a derme. A microemulsdo elaborada com 2,5% de Oleo de Rosa
mosqueta nao foi eficiente em promover a penetracdo do &cido linoleico presente na
formulacéo, retendo o produto na superficie cutdnea. Tanto a emulsdo quanto a
microemulsdo apresentaram acao local, com baixo risco de absor¢cdo quando

aplicado topicamente.
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CAPITULO 5

ESTUDO EX VIVO DO POTENCIAL CICATRICIAL DO OLEO DE
ROSA MOSQUETA INCORPORADO EM FORMULACOES TOPICAS
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5. ESTUDO EX VIVO DO POTENCIAL CICATRICIAL DO OLEO DE ROSA
MOSQUETA INCORPORADO EM FORMULACOES TOPICAS

5.1 MATERIAIS E METODOS

5.1.1 Materiais

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), Penicillin-Streptomycin Solution
e o soro fetal bovino foram adquiridos pela Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
EUA), o 6leo de Rosa mosqueta foi adquirido da Farmécia Escola da Universidade
Federal de Goids. Os produtos de teste (microemulsdes e emulsbes) foram
elaborados no Laboratério de Tecnologias da Faculdade de Ceilandia da

Universidade de Brasilia.

5.1.2 Preparo da pele

Pele humana extraida da regido abdominal pés cirurgia de abdominoplastia
foi adquirida de um hospital terciario. Tanto o médico quanto os doadores assinaram
termo de consentimento livre e esclarecido e aceitaram realizar as doa¢fes. Todos
0s preceitos éticos em relacdo ao bem-estar e sigilo dos doadores foram observados
de acordo com o preconizado pela Resolugdo n° 196/1996 do Conselho Nacional de
Saude(159) e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da
Universidade de Brasilia sob protocolo n® 30175020.0.0000.5558 (Anexo 2).

Em fluxo laminar, foi realizada a assepsia da pele com alcool 70% e PBS
preparado com 1% de antibidtico. Apos, a pele foi submetida a limpeza para retirada
do tecido adiposo com auxilio de tesoura e lamina de bisturi, permanecendo apenas
a derme e a epiderme. Um total de 18 fragmentos de pele de 6mm de diametro
foram cortados com auxilio de um punch e foram realizadas lesées no centro de

cada fragmento utilizando punch de 2mm de diametro.

5.1.3 Grupos experimentais

Foram aplicados seis tratamentos para comparacao, realizados em triplicata,

conforme descrito a seguir. DMEM + 10% SFB (controle negativo); MIiRM



125

(Microemulsdo de Rosa Mosqueta 2,5%); MiOM (Microemulsdo de 6leo mineral);
EmRM (Emulsdo de Rosa Mosqueta 30%); EmOM (Emuls&o de Oleo Mineral); Oleo

(Oleo de Rosa Mosqueta puro).

5.1.4 Preparo do experimento

Os fragmentos foram distribuidos em triplicata em uma placa de 6 pocos
sobre uma grid contendo meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e
1% de antibiético, onde cada poco corresponde a um grupo experimental (Cf. Figura
53). O experimento foi realizado em triplicata técnica, de forma que cada poco
continha 3 fragmentos de pele do mesmo doador. Foram realizados 3 experimentos

independentes, cada um com o tecido de um paciente diferente.
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Figura 53 Distribuicdo dos fragmentos de pele humana nos poc¢os. Cada po¢o representa um
grupo experimental. Fonte: Laboratério Interdisciplinar de Biociéncias, Universidade de
Brasilia.

A érea lesionada foi foto documentada no dia O e os tratamentos foram
aplicados. Nos dias 3 e 7, a area de lesdo também foi foto documentada para
posterior andlise comparativa da éarea lesionada através do software de
processamento de imagens ImageJ®. Amostras foram coletadas em cada dia de
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avaliacdo para posterior preparo de laminas histoloégicas. Tanto o experimento
gquanto a analise foram realizados por pesquisadores cegos para 0S Qrupos

experimentais.

5.1.5 Preparo das laminas

Nos dias 3 e 7 de avaliacdo, amostras das peles foram coletadas e
acondicionadas em solucéo de formaldeido 1% para inclusdo em blocos de parafina.
Posteriormente, os materiais foram seccionados em micrétomo (RM2245, Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) em cortes ndo seriados de 6 um de espessura
gue foram colocados em laminas de vidro e secos em estufa a 37 °C para posterior
coloracdo com Picrosirius-red. Fotomicrografias (pelo menos 4 por lamina) foram
realizadas em microscopio de luz acoplado a camera digital (DM500 + ICC50 HD,
Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha), com aumento de 400x para mensuracao
da fibrose intersticial (n = 8-11/grupo). A fibrose intersticial foi analisada por um
macroprocessamento usando FIJI (ImageJ®), adaptado de Hadi e colegas [30].
Resumidamente, as imagens foram processadas usando desconvolugédo de cores
para separar o componente de coloracdo vermelha picrosirius de outros canais. O
canal Picrosirius red foi submetido ao limiar para evidenciar areas reais de
coloracdo. Em seguida, as areas demarcadas foram quantificadas. A porcentagem
de fibrose intersticial foi estimada pela razao entre as areas marcadas e a area total
da imagem. A densidade integrada também foi avaliada para indicar a Densidade do
Colageno. A média da porcentagem de Fibrose Intersticial e Densidade de Colageno
foi calculada para cada conjunto experimental e os resultados comparados entre os

grupos.

5.1.5 Estudos de expressao génica

5.1.5.1 Extrac&do de RNA a partir de amostras

Foi empregado protocolo de extracdo de amostras com uso do reagente
TRIzol (Invitrogen, CA, USA), com modificacbes na estratégia, para a melhor
obtengdo de moléculas de RNA integras, com massa suficiente para a conducao dos

experimentos, e sem contaminacao com DNA gendémico aparente.
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A solucao de lavagem com as células foi homogeneizada e centrifugada a
100 G por 10min a 20°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de células
subsequentemente obtido foi submetido ao protocolo de extracdo pelo método
TRIzol® (Invitrogen, CA, USA) de acordo com o fabricante. Ao final da extracdo, as
amostras de RNA foram diluidas em 20 yuL de agua deionizada ultrapura livre de
RNAse.

5.1.5.2 Integridade e quantificacdo do RNA

A pureza do RNA foi determinada pela relacdo A260nm/A280nm e a
integridade das amostras foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%
utilizando tampao TBE 1X [Tris-HCl a 45 mM, acido borico a 45 mM e EDTA a 1 mM
(pH 8,0)] e Isotiocianato de Guanidina (2 mM) (Sambrook, 2001) corado com
brometo de etidio (0,4 mg/mL). A separacédo eletroforética foi realizada a 90V e 60
mA por 30 minutos, em cuba de eletroforese horizontal e o RNA foi visualizado sob
luz UV. A quantificagdo das amostras foi feita por espectrofotometria, utilizando-se o
aparelho NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop Technologies,
Wilmington, Delaware, USA), com coeficiente de extingdo 40ng-cm/uL e
comprimento da trajetéria da luz OD260 0,1cm, seguindo a equacdo de Beer-

Lambert:

_tm
0D260 X 40ng mL
0,1cm

Equacédo 13 RNA [Z—f] = , onde RNA[ng/uL] = Concentragéao

de RNA.
5.1.5.3 Sintese da primeira fita do cDNA

O RNA total resultante foi utilizado como molde (template) para a sintese de
cDNA em uma reacdo de transcricdo reversa. Desta forma, foram preparadas as
reacoes contendo 1upg de RNA total, proveniente de cada uma das amostras
utilizadas separadamente, adicionando para cada reacdo: 1uL de Oligo dT 500ug/ml
(Amersham Biosciences, Inglaterra), 0,5uL de “Random Primer” 100ug/uL e H20
para um volume final de 12uL. As amostras foram incubadas a 75°C por 10 minutos
e, em seguida, adicionou-se 7ul de uma solucdo contendo 2ul de Buffer 5x para a

enzima Super Script (Invitrogen, Califérnia, USA), 2uL de DTT (Ditiotrietol) e 0,5uL
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de RNase OUT 40U/uL e 2,5uL de H20 para cada amostra de RNA. As amostras
foram novamente incubadas a 25°C por 10 minutos e 42°C por 2 minutos, sendo
entdo adicionado 1uL da enzima SuperScript 200U/ul (Invitrogen Carlsbad,
Califérnia, USA).

A reacdo enzimatica ocorreu num periodo de incubacdo de 2 horas a 42°C.
Em seguida, para inativacdo da enzima, a amostra foi incubada a 72°C por 10
minutos. Visando degradar o RNA, foi adicionado 1uL de RNase H 5U/uL em cada
tubo e estes novamente foram incubados a 37°C por 30 minutos seguidos por mais
10 minutos a 72°C, para inativacdo da RNase H. Posteriormente, as amostras foram
diluidas em 60uL de TE.

Para confirmar a qualidade do cDNA sintetizado, foram realizadas, como
controle, reagdes de PCR utilizando um diferente conjunto de “primer” (para o gene
GAPDH) e, como molde, o cDNA sintetizado descrito anteriormente. Cada reacéo foi
montada de forma que apresentasse uma concentracdo final de 1x para o Tampao
de Reacdo (Biolase), 1,5mM de MgCI2, 0,2mM de dNTP, 0,2uM do “primer”
(Forward e Reverse), enzima Taq (Biolase) e a fita molde (template).

Nas reacdes onde foi utilizado o “primer” GAPDH foi utilizado um programa de
94°C por 2 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos e
72°C por 45 segundos e, apos os ciclos, 72°C por 6 minutos. As reacfes foram

posteriormente analisadas em um gel de agarose 1% contendo Brometo de Etideo.

5.1.5.4 Confirmacao dos genes por Real-Time PCR

Neste estudo, foi utilizado o TGF- para avaliacdo do processo cicatricial, por
sua importante funcéo sinalizadora e sua participacdo no estimulo a proliferacéo de
fibroblastos (Massagué, 1990, 1998; Roberts, Sporn, 1996).

Os “primers” que foram utilizados para a amplificagdo dos genes nos
experimentos de Real-Time PCR foram desenhados com o auxilio do programa
PrimerExpress (Applied Biosystems, Califérnia, USA), o qual desenha “primers” com
as caracteristicas necessarias para 0s experimentos de Real-Time PCR no
termociclador ABI 5700. As principais caracteristicas destes oligos sao: amplificar
fragmentos cujo tamanho maximo ndo exceda 20bp, quantidade moderada de CG
(40-60%), ndo possuir a capacidade de anelar entre si ou formarem estrutura

secundaria, temperatura de anelamento entre 58°C e 60°C.
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Levando-se em consideracdo os parametros acima enumerados, 0s "primers”

foram desenhados para cada um dos genes estudados:

GAPDH-F 5-ATGACTCTACCCACGGCAAG-3’
GAPDH-R 5-CTGGAAGATGGTGATGGGTT-3’
TGF-B-F 5- CTGAACCAAGGAGACGGAAT-3
TGF-B-R 5-GGTTCATGTCATGGATGGTG-3’

Para a quantificacdo do produto formado durante a reacdo de Real-Time PCR
foi utilizado o reagente SYBR® Green Dye (Applied Biosystems, Califérnia, USA). O
SYBER Green Dye possui afinidade pela menor curva da dupla fita de DNA. Quando
nao esta ligado ao DNA, emite uma pequena fluorescéncia no comprimento de onda
de 520nm. Ao se ligar a dupla fita de DNA, sua fluorescéncia aumenta cerca de 100
vezes, permitindo entdo a deteccéo do produto do PCR em tempo real.

O gerenciamento do termociclador e a coleta dos dados gerados durante a
amplificagéo foram realizados pelo programa ABI-Manager SDS (Roche). Utilizando
0 mesmo programa, foi escolhida a concentracdo de “primers” que resultaram em
uma formacao de “primer-dimer” minima, ou inexistente, e a menor variagao entre as
duplicatas.

Todas as reacdes de Real-Time PCR foram realizadas em duplicata. Como
fita molde, foi utilizado 3uL de cDNA sintetizado anteriormente, 3uL de “primer” na
concentracdo final de 600uM e 6uL do SYBER Green Dye. O aparelho ABI 5700
trabalha com placas de 96 pocos, e todas as rea¢Bes foram montadas tomando-se
precaucdes para que na placa nao se depositasse po, talco ou outras particulas que
pudessem interferir na leitura da fluorescéncia.

Na analise inicial dos dados, realizada por meio do programa ABI- Manager
SDS, foi definido, manualmente, um limiar que estivesse na fase exponencial de
amplificagéo do gene. Assim que é selecionado o limiar, da intersec¢éo deste com a
curva de amplificagdo, € obtido o Ct daquela amostra “Threshold Cycle” (Limiar do
Ciclo), que é definido como o ciclo onde a fluorescéncia se encontra estatisticamente
acima do background. Assim, temos que, quanto maior a concentragcao de um gene,
mais rapidamente a sua curva de amplificacéo ira atingir o limiar e menor sera o seu
Ct. Consequentemente, quanto menor a sua concentracéo, maior o seu Ct. Portanto,

podemos dizer que a diferenca de expressdo de um gene, que esta sendo analisado
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em diferentes amostras, pode ser dada pela diferenca dos seus Cts frente a um
determinado limiar.

A andlise de amostras por Real-Time PCR leva em consideragdo a variacao
da concentracdo de cDNA entre elas, exigindo, para comparagao, a normalizacao
desses dados. Para analise dos dados provenientes dos experimentos de Real-Time
PCR foi realizada uma quantificacdo relativa por meio da obtencdo da curva de
expressdo de um gene que ndo possui alteragcdo de expressdo nas amostras
analisadas. Entdo, para cada amostra, a expressdo do gene que estd sendo
estudado foi determinada em funcdo da expressdo do gene controle. Assim, para
cada cDNA analisado eram feitas duas reagdes, uma utilizando “primers” para o
gene analisado e a outra utilizando “primers” para um controle interno. Terminada a
reagao, era fornecido ao ABI-Manager SDS um limiar e entdo o programa retornava
o Ct de cada reacdo. A partir desses calculos, foi possivel analisar a diferenca de
formacdo do produto do PCR, que esta diretamente ligado a expressdo do gene

entre as amostras analisadas.

5.1.6 Anélise Estatistica

A analise estatistica foi realizada no programa SPSS 20.0 for Windows® e
GraphPad Prism® versdo 6.0. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk. As diferencas de média foram examinadas por meio do teste Anova
Two-way com pos-teste. O nivel de significancia adotado foi de 5% e os resultados

foram apresentados em tabelas e figuras criadas no Excel® e GraphPad Prism®.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise histologica avaliou a taxa de retracdo das lesbes de acordo com o
tratamento aplicado. A Figura 54 mostra as diferencas encontradas entre os

tratamentos.
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Figura 54 Taxa de area aberta (P>0,1) e taxa de retracdo das lesBGes (P=0,2) realizadas em
retalho cuténeo ex vivo segundo tratamento. *EmRM= emulsdo de Rosa mosqueta 30%;
EmOM= Emulsdo de 6leo mineral a 30%; MiRM= microemulsdo de Rosa Mosqueta 2,5%;
MiOM= microemulséo de 6leo mineral 2,5%.; Teste Anova com pés teste de Brown-Forsythe.
Fonte: Imagem da prépria autora.

Os resultados da analise histolégica quanto a area de fibroplasia e densidade

de colageno séo apresentados na Tabela 10.



Tabela 10
cicatrizacdo de acordo com os tratamentos aplicados.

Goias, 2023
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Resultados de densidade oOptica e area de fibroplasia por dia de
Universidade Federal de

Dia de cicatrizacdo

Dia 3

Dia 7

Densidade 6ptica

Area de fibroplasia (um?)

Densidade optica

Area de fibroplasia (um?)

Média DP Total Média DP Total Média DP Total  Média DP Total
N N N N
DMEM 126630690 4457258 7 1048489 18147 7 128265625 5340062 11 1036486 29861 11
EmOM 125027844 2046929 8 1027658 18191 8 126820181 3825112 10 1031503 22760 10
EmRM 121050453 3029909 8 1022790 11275 8 126655605 3250193 10 1025741 27513 10
MiOM 121891153 3794025 7 1026787 20624 7 129026400 4626608 11 1034272 33023 11
MIiRM 126453646 4098617 9 1034328 22336 9 130874856 4844286 9 1048673 31649 9
Oleo 125507879 5318521 7 1036180 20233 7 127731457 4212135 11 1034476 25723 11

Conforme observado na Figura 55 abaixo, ndo foram identificadas diferengas

significativas entre os grupos em relacéo

a area de fibroplasia e a densidade de

colageno encontrada entre os dias 03 e 07. Contudo, quando avaliada a diferenca

na taxa de deposicdo de colageno entre os dias de avaliacdo, observamos um

aumento significativo para os grupos tratados com a emulsdo de rosa mosqueta a

30% e a microemulsdo com 6leo mineral. Embora sem diferencas estatisticamente

significativas, tanto a deposi¢cdo de colageno, quanto a area de fibroplasia foram

maiores no grupo tratado com a microemulsdo de rosa mosqueta em relacdo aos

demais grupos.
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Figura 55 Diferencas na éarea de fibroplasia e na densidade de coldgeno nos dias 3 e 7 de

cicatrizacdo por tratamento.

Sidak e pés-teste de Tukey. Fonte: Imagem da prépria autora.

*P>0,05, Anova Two-way com Comparac8es Multivariadas de
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A Figura 56 mostra que, a despeito da auséncia de diferenca significativa na
deposicao de colageno do dia 03 para o dia 07, como observado nos grupos EmRM
e MiOM, o grupo tratado com a microemulsdo de 6leo de Rosa Mosqueta a 2,5%
apresentou a maior densidade de coladgeno nos dois dias de avaliacdo e teve mais

impacto nesse quesito quando comparado aos demais grupos.

Densidade de Colageno

Controle + 124 Oleo .—5—. o Oleo
g “EMRM MiOM - l—o—-—c ¢ m'g’\":
< : v Mi
% E’:ll(;z 122 MiRM - |——v—| 4 EmOM
3 EmOM A —— ® EmRM
= *MiOM 120 EmRMA ,—.__{ e Controle
Oleo Puro Controle '—0—'

. . T LI T 1
Dia 3 Dia7 1.15x108 1.2x10% 1.25x10% 1.3x108 1.35x108
Dias de cicatrizagdo

Figura 56 Comparagdo na densidade de coldgeno entre os tratamentos nos dias de avaliagéo.
A figura a esquerda mostra a evolucdo na densidade de colageno por area nos dias de
avaliagdo, enquanto a figura a direita mostra o impacto dos tratamentos na deposi¢cdo de
colageno na area da ferida. Setas indicam é&rea de colageno. *P<0,01; Anova Two-Way com
pos-teste de Tukey. Fonte: Imagem da prépria autora.

A sintese de colageno na pele depende da ativacdo de fibroblastos a partir
das proprias células inflamatérias, especialmente macréfagos cujas citocinas séo
responsaveis pela modulacéo do processo de cicatrizagdo, estimulando fibroplasia e
angiogénese. Esse processo ocorre por modificacao fenotipica dos macréfagos, que
passam de um estagio inflamatério para outro proliferativo, estimulando a producéo
de componentes da matriz extracelular, angiogénese, contragédo celular e apoptose
por meio da ativagdo de fibroblastos(160). Em estudo de cicatrizacdo in vivo, Lei e
colaboradores (2018) demonstraram que o 6leo de Rosa mosqueta acelera essa
transicao fenotipica de macrofagos(161).

Um dos principais sinalizadores para a ativacao de fibroblastos e consequente
sintese de colageno é o fator transformador de crescimento 3 (TGF-B), responséavel

por aumentar a expressdo de genes para a sintese de prolina e de elementos da
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matriz extracelular(162). Assim, submetemos as amostras de pele a avaliagcdo de

expressao génica para verificar se houve alteracdo nos niveis de TGF- em relacéo

aos tratamentos. Os resultados sao mostrados na Tabela 11 abaixo.

Tabela 11 - Relacéo da expressao génica de TGFB de acordo com os tratamentos

aplicados. Universidade de Brasilia, 2023

Gene Tipo Tratamento Eficiéncia Fold Erro Resultado
da Change padrao
reacao
TGFB alvo  Emulsdo de 6leo mineral 1,06 0,05 0,03
30%
Emulsdo Rosa Mosqueta 1,06 2,02% 0,32 “®
30% |
Microemuls3do de Rosa 1,06 4,43% 0,25
Mosqueta 2,5% 1
Microemulsdo de dleo 1,06 0,87 0,15 -——-
mineral 2,5%
Oleo de Rosa Mosqueta 1,06 0,82 0,12 —
puro

As formulagBes contendo Oleo de Rosa mosqueta provocaram aumento
significativo nos niveis de TGF-B. Interessantemente, 0 mesmo nao ocorreu com
0 grupo tratado apenas com o Gleo puro. Tal resultado ndo pode ser atribuido
aos veiculos das formulacdes, visto que 0s grupos controles ndo apresentaram
0S mesmos resultados. Duas suposicfes, portanto, podem ser levantadas: a
melhor permeacdo dos constituintes do 6leo contido na emulsdo, conforme
demonstrado anteriormente e o incremento de acidos graxos encontrada na
microemulséo devido ao Tween 80 seriam 0s responsaveis por essa divergéncia
nos resultados; ou concentracbes menores do 6leo sdo mais eficientes para
induzir a producédo de TGF-B. Pellenz et al (2018), por exemplo, demonstraram
que concentragcbes de 0,1% de extrato de barbatimdo possuem efeito
genoprotetor enquanto concentracdes entre 5% e 10% sdo mais adequadas
para estimular a proliferacdo de queratinécitos. Concentracdes acima destas,
passam a ser pouco efetivas ou até mesmo deletérias no processo de
cicatrizacdo(163).

Nossos resultados divergem daqueles previamente encontrados por Lei
et al (2018), que observou reducéo significativa dos niveis de TGF- no sétimo

dia em lesdes tratadas com O6leo de Rosa mosqueta comparadas ao



controle(161). Os pesquisadores observaram que ndo houve diferenca na
velocidade de epitelizacdo ou densidade de colageno de lesdes tratadas com
0leo de Rosa mosqueta nos primeiros 7 dias de cicatrizacdo comparado ao
controle negativo. Essa diferenca foi significativa a partir dos 14 dias. Por
guestdes técnicas, nosso estudo compreendeu apenas os primeiros 7 dias de
cicatrizacdo devido a dificuldade em manter pele ex vivo em condicdes
saudaveis por mais tempo. Ressaltamos, no entanto, que tais resultados sdo
interessantes, visto que nos permite observar o comportamento do produto na
pele humana, desde que modelos animais que podem ter certas diferencas do
processo de cicatrizacdo humano(164).

O TGF-B humano faz parte de uma superfamilia de 33 diferentes
proteinas que desempenham importante papel na sinalizacdo celular que
influencia todas as fases da cicatrizacdo. Exerce acdo quimiotatica e pro-
mitética para fibroblastos e células endoteliais, essencial nas fases inflamatoria
e proliferativa, estimulando, inclusive, a angiogénese em feridas
isquémicas(165). Além disso, induz a producédo de colageno | e lll, fibronectinas
e outras citocinas(166) e atua na fase de contracdo de lesdes por induzir a
expressdo de isoformas de actina contratil, semelhante as encontradas em
células musculares(160,167). Geng e colaboradores (2023) demonstraram que
o TGF-B facilitou a cicatrizacdo em ulcera de ratos diabéticos por aumentar a
expressdo de macréfagos tipo 2 e producdo de componentes da matriz
extracelular(168).

Os niveis de TGF-B aumenta drasticamente no inicio da cicatrizacao pela
degranulacao de plaquetas, o que promove a migragao, proliferacdo e excrecao
de matriz extracelular pelos fibroblastos. Ao mesmo tempo, inibe a atividade
mitogénica de fatores de crescimento como o EGF em queratindcitos(169). Isso
€ importante a fim de evitar e reepitelizacdo antes da adequada proliferacéo e
preenchimento da area da lesdo por meio da deposicao de matriz extracelular e
substituicdo por colageno.

Durante a fase proliferativa, o TGF- sofre importante reducgéo, voltando
a ter um novo pico durante a remodelacdo quando fibroblastos se transformam
em miofibroblastos. Nesse processo, os niveis de TGF-f1 e TGF-3 parecem

exercer maior influéncia na producdo e excrecdo de moléculas da matriz
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extracelular, incluindo colageno e fibronectina, com implicacdo relevante na
resisténcia da cicatriz(169-171).

Por outro lado, niveis adequados de TGF-f em lesdes cutaneas
continuam bastante controversos. Evidéncias tém mostrado que, no caso de
feridas cronicas, observam-se baixos niveis da citocina na derme, enquanto
elevados niveis permanecem sustentados na epiderme na borda da leséo.
Adicionalmente, estudos com ratos transgénicos apresentando excessiva
expressdo de TGF-B1 em queratindcitos mostra caracteristicas histolégicas que
sdo similares a epiderme encontrada em feridas crbnicas, sugerindo que a
excessiva e prolongada expresséo dessa citocina no sitio da lesdo pode nao ser
benéfico(169,171,172)

De qualquer forma, os resultados obtidos em nossos estudos nos levam a
crer que os niveis de TGF-B encontrados nao resultaram em atraso na
reepitelizacado, visto que o grupo tratado com a microemulsao apresentou maior
taxa de retragdo comparado ao grupo controle combinado com a maior
densidade de coldgeno por area, embora a diferenca ndo tenha sido
significativa. Os motivos pelos quais os niveis de TGF-B divergiram nos grupos
tratados com as formulacdes elaboradas com o 6leo de Rosa mosqueta
comparado ao 6leo puro permanecem controversos.

Destacamos, no entanto, que o grupo tratado com a emulsdo contendo
30% de 6leo de Rosa mosqueta apresentou niveis moderados de interleucina
TGF-B e menor densidade de colageno. Embora a deposicdo de coladgeno na
area lesionada seja importante do ponto de vista do fechamento da ferida, pode
também estar relacionado a ocorréncia de cicatrizes hipertroficas e
queldides(172). Da mesma forma, o 6leo de Rosa mosqueta puro resultou em
menor densidade de colageno na area da ferida quando comparado ao controle,
embora tal diferenca nao tenha sido significativa. Ainda assim, esses achados
podem corroborar o uso do o6leo de Rosa mosqueta na atenuacdo de
cicatrizes(161), e a emulsdo pode ter aumentado esse feito por sua acéo
promotora de permeacao dos componentes do 0leo.

As limitacBes deste estudo estdo relacionadas a metodologia ex vivo, por
restringir toda a complexa rede celular e de sinalizacdo encontrada no

organismo vivo. Por outro lado, é o primeiro estudo que demonstra a acao do
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O0leo de Rosa mosqueta em retalho de pele humana e sua implicacdo na

densidade de colageno e expressao da citocina TGF-p.

5.3 CONCLUSAO

Neste estudo, comparamos lesdes confeccionadas em retalhos de pele
humana tratados com 6leo de Rosa mosqueta puro ou em formulacdo cosmética. A
emulsdo e a microemulséo elaboradas com 6leo de Rosa mosqueta aumentaram a
expressdo de TGF-B durante a cicatrizagdo, enquanto o grupo tratado com o éleo
puro ndo apresentou alteracdes nos niveis dessa citocina. As lesdes tratadas com
emulsdo a concentracdo de 30% de 6leo de Rosa mosqueta apresentaram niveis
moderados de TGF-B, menor densidade de colageno e epitelizacdo semelhante ao
grupo controle, corroborando o uso do 6leo de Rosa mosqueta para uma cicatriz

mais estética.
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CONSIDERACOES FINAIS
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir deste estudo, foi possivel o desenvolvimento de uma emulsao estavel
contendo 30% de Oleo de Rosa Mosqueta, mantendo suas caracteristicas
organolépticas e quimicas por 90 dias mesmo sob estresse térmico e de umidade.
Embora tenham sido notadas variagbes nos parametros reolégicos da emulséo,
provavelmente devido a maior perda de agua, tais alteracdes ndo foram suficientes
para comprometer a qualidade da formulacéo.

Além do envase em frascos airless, a incorporacdo do 6leo vegetal em uma
emulsdo 6leo em &gua contribuiu para a prote¢cdo dos compostos ativos do 6leo,
visto que a perda de atividade antioxidante no 6leo puro foi significativamente maior
que a perda de atividade antioxidante na emulsdo. Oleo e antioxidante sintético
parecem atuar sinergicamente para a protecao dos compostos antioxidantes. Assim,
demonstramos que a incorporacédo do 6leo em emulsédo garantiu a protecdo de seus
compostos quimicos contra o processo de peroxidacdo lipidica, apresentando
vantagens de uso comparado ao 6leo puro.

Tanto o 6leo puro quanto a emulsdo ndo mostraram potencial irritante na
membrana corio-alantoide de aves. A avaliacdo de viabilidade celular n&o indicou
toxicidade da emulsdo, mostrando-se um produto seguro para uso topico em
humanos. Além disso, foi possivel observar que a emulsdo apresentou um potencial
anti-inflamatério pelo estimulo da producao de citocina IL10.

As microemulsdes desenvolvidas neste trabalho incorporaram até 5% de 6leo
de Rosa Mosqueta utilizando Tween 80 como tensoativo e glicerina como
cotensoativo. As microemulsdes elaboradas mantiveram-se dentro da faixa de pH
requerida para uso cutaneo (4,5 — 5,5) sem a necessidade de adicdo de outros
componentes.

Semelhante as emulsdes, as microemulsdes elaboradas ndo apresentaram
toxicidade em cultura de queratinécitos humanos HaCat ou potencial inflamatério in
vitro. A acdo microbiolégica das microemulsdes observada contra C. acnes ou
contra os demais microrganismos testados, deve-se a composi¢cao da fase aquosa,
que utiliza clorexidina 0,1%, visto que o 0leo de Rosa mosqueta ndo mostrou acao
microbiolégica para nenhum dos microrganismos testados neste trabalho.

No estudo de permeagédo, os produtos mostraram apresentar acéo local pois

nao houve absorcdo atraves da superficie cutanea. A emulsdo de Rosa mosqueta
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30% foi mais eficaz para promover a permeacdo de acido linoleico quando
comparado ao Oleo puro. Esse dado confere vantagem ao uso da emulsdo em
comparacgao ao Oleo puro, permitindo maior aproveitamento dos ativos do 6leo nas
camadas mais profundas da pele.

Embora a microemulsdo elaborada com 2,5% de Oleo de rosa mosqueta
tenha sido pouco eficaz para promover a permeacdo do 6leo, observamos, em
estudo de cicatrizagdo ex vivo, que a pele tratada com esse produto apresentou
maior densidade de colageno comparado aos demais grupos, provavelmente pelo
estimulo a producao do fator de crescimento B (TGF ). J& a emulséo contendo 30%
do Oleo manteve niveis moderados dessa citocina durante o processo de
cicatrizacdo, estimulando menor densidade de colageno, favorecendo a ocorréncia
de uma cicatriz mais estética.

Como limitacdo, devemos destacar que a quantidade de 6leo incorporada em
microemulséo foi pequena e o uso do Twee 80 como tensoativo pode ter confundido
os resultados de permeacdo. O método analitico desenvolvido necessita de
aperfeicoamento para melhor compreensdo do potencial de permeacgdo da
microemulsdo. Além disso, o estudo de permeacdo se baseou em um Uunico
constituinte do 6leo, que, embora em maior concentracdo, pode nao corresponder
ao comportamento do 6leo em si.

Por outro lado, os resultados apresentados neste trabalho nos levam as
seguintes conclusdes:

1. O uso do 6leo de Rosa mosqueta é mais vantajoso quando incorporado
em emulsdo tanto para protecdo e conservacdo dos principios ativos do
0leo quanto para promover sua acdo nas camadas mais profundas da
pele.

2. O uso de clorexidina aquosa a 0,1% é eficiente como sistema conservante
nas formulagbes topicas, tanto para a protecdo do produto contra
contaminacgao, quanto para ac¢ao antimicrobiana.

3. O ¢6leo de Rosa mosqueta, bem como as formulacbes elaboradas neste
trabalho ndo apresentaram potencial irritativo, citotéxico ou inflamatério,
mostrando-se seguros para o0 uso topico em pele humana.

4. A microemulsédo de Oleo de Rosa mosqueta elaborada neste trabalho nao

apresentou boa permeacdo de seus componentes nas camadas da pele,
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mas, em estudo de cicatrizacdo ex vivo, promoveu maior deposicdo de
colageno e estimulou a producgao de TGFp.

5. O dleo puro ndo alterou a expressdo de TGF-B durante o processo de
cicatrizacdo e a densidade de coldgeno foi semelhante ao do grupo
controle.

6. A emulsdo de Rosa mosqueta a 30% foi mais eficiente em promover a
permeacdo do &cido linoleico contido no 6leo, estimulou a expressdo de
niveis moderados de TGF- durante o processo de cicatrizacao,
resultando em uma area de fibroplasia com menor densidade de colageno,

0 que corrobora seu uso na atenuacao de cicatrizes.

Essas conclusdes abrem espaco, inclusive, para estudos futuros. Levantamos
a possibilidade de utilizar a microemulsdo como carreador de elementos necessarios
ao metabolismo cutaneo. Um novo estudo de cicatrizacdo ex vivo com a adicdo de
cultura de macrofagos traria mais luz & agdo da microemulsdo nas células
inflamatdrias e o papel do TGF[ na densidade de colageno. Ademais, um estudo de
dose-resposta ajudaria a entender se a proporcao de 6leo no produto teve papel nos
resultados encontrados.

Este trabalho, além de atender aos objetivos propostos, traz novos
questionamentos que irdo expandir os conhecimentos cientificos acerca do uso do

0leo de Rosa mosqueta na cosmética ou na medicina.
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APENDICE A - ESQUEMA DE ELABORACAO DAS MICROEMULSOES

As microemulsdes séo elaboradas com o uso de uma fase oleosa, uma fase
aquosa e um tensoativo. O tensoativo pode conter apenas um elemento ou ser uma
combinacéo de tensoativos e cotensoativo para ajuste do EHL. No geral, a ordem de
adicdo dos elementos ndo ira interferir na formacdo das microemulsées. Mas em

nosso estudo, realizamos a adi¢ao de cada elemento da seguinte forma:

E
Fase oleosa Tensoativo Fase aquosa
b b
_——, Sob agitacdo — Sob agitacao
constante constante
Passo 1: fase oleosa Passo 2: adiciona tensoativo  Passo 3: fase aquosa

O primeiro desafio nesse processo, € justamente encontrar a mistura de
tensoativos e a propor¢do adequadas. Em nosso estudo, testamos uma mistura de
Tween 80 e Span 80 (8:2, 7:3), Tween 80 e glicerina (9:1; 9,5:0,5) e apenas 0 uso de
Tween 80.

Um outro ponto importante observado, é que, frequentemente, faz-se uma
mistura de tensoativo com cotensoativo. Contudo, em nosso estudo, a melhor forma
de atingir o sistema microemulsionado, foi misturando o cotensoativo ao 6leo de
interesse em proporg¢des de 1:1 ou 1:2.

Para encontrar os pontos de microemulsdo, é necessario avaliar todas as
proporcdes de fase aquosa, tensoativo e fase oleosa possiveis. Assim, inicia-se com
o minimo volume de fase oleosa possivel para 0 maximo volume de teosoativo, em
valores normalizados. Por exemplo, perfazendo um volume total de 1mL (mas que
pode variar com o volume de microemulsédo que vocé deseja elaborar), comeca-se

com 100mcL de fase oleosa e 900mcl de tensoativo em todos os béqueres, aos
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quais se realiza a titulacdo da fase aquosa, como no exemplo abaixo:

Fase oleosa: 100mcL
Tensoativo: 900mcL

imL * 2mL #  3mL # amL » 5mL @ 6mL » 7mL # smL # 9mL #

dho
Joaf
§ 1T -\

I

(\m 1l ;/

Observe que ha uma equivaléncia entre a fase oleosa + tensoativo e a fase
aquosa. Assim, em cada béquer, a agua é titulada em volume equivalente ao da
fase oleosa + tensoativo. Em nosso exemplo, o volume total de fase oleosa +
tensoativo foi de 1mL. Assim, a cada béquer, a 4gua é titulada nas proporcoes 1:1,
1:2, 1:3, 1:4 e assim sucessivamente até 1:9, quando havera, no béquer, 1mL de
fase oleosa + tensoativo e 9mL de fase aguosa. Esse mesmo processo deve ser

repetido para cada propor¢ao de fase oleosa + tensoativo:

Fase oleosa: 200mcL
Tensoativo: 800mcL

imL *  2mL 2  3mL 2 amL » 5mL# 6mL » 7mL »  8&mL *7 omL *

EE L 8

E
e

Fase oleosa: 300mcL
Tensoativo: 700mcL

2mL 2 3mL # amL »

Y R

1mL

L 6mL » TmL » smL *

)=

%
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Ao final, seréo elaboradas 81 formulacdes, com diferentes proporcdes de fase
aguosa, tensoativo e fase oleosa. As formulacfes identificadas como mciroemulsdes
sao descritas em proporgdes de fase aquosa, oleosa e tensoativo calculado a partir

do volume final. Por exemplo:

Fase Tensoativo Fase Volume %Fase | %Tensoativo | %Fase
Oleosa mL aguosa Final Oleosa Aquosa
mL mL mL
0,1 0,9 1 2 5% 45% 50%
0,1 0,9 2 3 3,33% | 30% 66,6%
0,1 0,9 3 4 2,5% 22,5% 75%
0,2 0,8 1 2 10% 40% 50%
0,2 0,8 2 3 6,6% 26,6% 66,6%
0,2 0,8 3 4 5% 20% 75%
0,2 0,8 4 5 4% 16% 80%

Para um exemplo pratico da elaboragdo de microemulsdo, acesse:
https://youtu.be/80gF0CaC1tk
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ANEXO 2 - APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA HUMANA

UNB - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE Wﬂp
DE BRASILIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Uso de células humanas para pesquisas in vitro, em substituigio a experimentagio
animal.

Pesquisador: Juliana Lott de Carvalho

Area Temética:

Versdo: 1

CAAE: 30175020.0.0000.5558

Instituigio Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia - UNB

Patracinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer; 3.954 541

Apresentagio do Projeto:

Trata-s2 de projeto de pesquisa em sua primeira versdo que visa investigar o uso de células humanas para
pesquisas in vitro em substituicio & experimentag@o em animais.A pele & o maior drgo do corpo & tem
fungfes essenciais ao organismo comeo proteger o organismo de insultos extemos, homeostase de fluidos e
detecgdo sensorial. Por este motive, & o primeire rgdo insultado por substdncias toxicas aplicadas
topicamente, lesfes mecdnicas, infecgdes dentre cutros. Pesquisas envolvendo este drgdo incluem a busca
de agentes regenerativos, que limitem o comprometimento estético e funcional da pele com cicatrizes; a
avaliago da capacidade de novoes produtos (ex. peptideos) penetrarem na pele; a pesquisa envelvendo o
envelhecimento da pele e desenvolvimento de novos extratos com potencial cosmeético. Entre os modelos de
pesquisa que representem a pele disponiveis atualmente estdo as linhagens celulares imortalizadas, as
celulas primarias (diretamente isoladas de tecidos humanos) & os modelos animais. Dentre eles, as células
primarias destacam-se pois ndo sdo artificialmente imortalizadas como as linhagens celulares imortalizadas
530, & ndo apresentam questies éticas nem dissimilaridade genética, como os modelos animais. Portanto,
as células humanas compdem oz modelos gue mais fislmente mimeatizam a pele humana e sdo
interessantes também por substituir os animais como modelo de pesquiza. 30 individuos de 18 a 60 anos,
de ambos os sexos, consideradas aptos (com base nos exames indicados pelo médico responsavel) que
passarem por procedimento cindrgico estético

(lipoaspiragdo, abdominoplastia, blefaroplastia, cu outros), que assinarem o TCLE irdo compor a
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Contnuapo do Parecer: 3.954.541

amostra. A esftratégia de recrutamento sera por meio de convite feito pela médica Dra. Marcia Moreira aos
pacientes de sua clinica de cirurgia plastica gque atenderem aos critérios de inclusdo. Serdo excluidos do
estudo menores de 18 anos ou maiores de 60 anos e pacientes considerados inaptos a realizar o
procedimento cirbrgico. A clinica Marcia Moreira Cirungia Plastica, localizada em Brasilia ficara responsavel
pela coleta do material humano (pele e tecido adiposo) que seria descartado. Sera apresentado aos
pacientes que irBo realizar procedimentos de lipoaspirago, blefaroplastia, abdominoplastia, ou cutros, o
projeto de pesquisa e o TCLE. Evidencia-se que o procedimento de escolha dos individuos doadores das
amostras ndo sera alterado em nada em fungdo do presente projeto. Apenas as amostras de tecido humano
que seriam descartadas sero enfregues & pesquisadora principal. Mo havera remuneragdo alguma 4
clinica ou aos pacientes.Os procedimentos para o isolamento das células da epiderme, derme e tecido
adiposo estio detalhados no projeto de pesguisa.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo da proposta € obter tecidos de pele e tecido adiposo humanos para izolamento, expansao,
caracterizagio e utilizagdo em pesquisa cientifica e tecnoldgica, aplicada scbretudo 4 testagem de novos
cosmeticos e medicamentes aplicados a pele humana.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

0 risco ou desconforto relatado pelo pesquisador € minimo e que eventualmente sera o da entrevista
aplicada pela médica coletora do material. O risco atribuivel as informacdes coletadas serfo mitigadas pelo
s2u completo sigilo. Ademais, o procadimento cindrgico pelo gual o pacients ind passar ndo sera alterado de
nenhuma forma em fungo da pesquisa, ndo acarmetando nenhum risco adicional ao paciente neste estagio.
Apenas apds o procedimento, ao invés do excesso de tecido eventualmente retirado do paciente ser
eliminado, este sera encaminhade ao laboratorio para isclamento de células e realizacdo de pesquisa
cientifica. Esta proposta podera n@o trazer beneficios diretos ao paciente, mas as células obtidas a partir
dos tecidos coletados serfo de grande valia no desenvolvimento de novos produtos farmaceuticos,
cosméticos, objetos de pesguisa do grupo proponente. A proposta tambam propde potencialmente salvar a
vida de milhares de animais, que deixardo de ser usados em pesquisas para desenvolvimento destes
produtos. O doador estard contribuinde para a evolugdio da ciéncia e desenvolvimento de produtos mais
sequres e eficazes pelo simples gesto de doar os subpredutes da sua cirurgia, que nomalments seriam
descartados. A participago na pesquisa ndo acametara gasto ao paciente, sendo totalmente gratuita.
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Comentarios e Congideragtes sobre a Pesguisa:

Trata-se de pesquisa preveé respeito ao parficipante em sua dignidade e autonomia, pondera os riscos e
beneficios, garante o direito 4 privacidade das informagdes dos pacientes, bem como gue o material
biclogico doado sera utilizado exclusivaments na pesquisa. Por fim mostra o beneficio social do
desenvolvimento de um modelo para a testagem de drogas & medicamentos que trard um impacto
socicambiental enorme frente 4 ndo utilizagdo de experimentagdo em animais.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Foram apresentados, em confermidade com a Resolugdo 466/CNS, os seguintes documentos: projeto
detalhado da pesquisa, resumo estruturado, termo de ciéncia das instituigbes participantes, termo de
compromisso dos pesquisadores, termo para ullizacio de dados individuals e institucionais, cumriculo lattes
atualizado da pesquisadora principal, orgamento e cronoegrama atualizado. Cabe ressaltar que no projeto
orginal consta o nome da pesquisadora associada, Dra. Marcia Moreira.

Recomendagdes:

Ajuntar @0 processo o Curriculo Lattes atualizado dos (itimos 6 meses da Dra. Marcia Mareira.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O projeto no apresenta impedimentos éticos. O parecer do colegiado foi pela aprovagio.

Consideragies Finais a critério do CEP:

O colegiade em reunifo extraordingria de 01/04/2020 aprovou o projeto De acordo com a Resolugdo
466/2012-CONEP/CNS, itens X.1. - 3.b. & XI. -2.d, este Comité chama a atengdo da obrigatoriedade de
envio do relatdrio parcial semestral e final do projeto de pesquisa para o CEP-FM, afraves de Mofificagdes
submetidas pela Plataforma Brasil, contados a partir da data de aprovagio do protocolo de pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguive Postagem Autor Situagao
Informagtes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 12032020 Aceito
do Projeto ROJETO 1070199 pdf 10:46:59
Projeto Detalhado /| Projeto_de Pesquisa Brochura_pdf 12032020 | Juliana Lott de Aceito
Brochura 10:45:20 | Carvalho
Investigador
Outros Orcamento. pdf 12032020 | Juliana Lott de Acsito

10:44:458 | Carvalho
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Cronograma Cronograma. pdf 12032020 | Juliana Lott de Aceito
10:33:44 [ Carvalho

Declaragao de 12_Temo_de Resp e Compromisso P 120032020 | Juliana Lott de Aceito

Pesquisadores 250 Responsvel pdf 10:24:16 | Carvalho

Outros 04 _Carta_de_Encaminhamento_de_proj| 120032020 | Juliana Lott de Aceito

etos pdf 10:22:33 | Carvalho

Outros Cumiculo_Lattes_Juliana_Lott pdf 12032020 | Juliana Lott de Aceito
10:20:53 | Carvalho

Declarﬁgﬁo de Termo_de_concordancia_institucional p | 120032020 | Juliana Lott de Aceito

Instituicao e df 10:15:38 | Carvalho

Infrasstnutura

Outros Termo_concordancia_parficipante. pdf 120032020 | Juliana Lott de Aceito
10:14:16 | Carvalho

TCLE ! Termos de | TCLE_pdf pdf 120032020 | Juliana Lot de Aceito

Assentimento / 101251 | Carvalho

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosio Folhaderosto_pdf 120%2020 | Juliana Lott de Aceito
100919 [ Canvalho

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
MN&o

BRASILIA, 04 de Abrl de 2020

Assinado por:

Antonio Carlos Rodrigues da Cunha
(Coordenador{a))
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