UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS
MESTRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Carolina Sousa Ponciano

Nanoemulsdes de 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia: desenvolvimento,
caracterizagao e potencial para cicatrizagao da pele

Juiz de Fora
2024



Carolina Sousa Ponciano

Nanoemulsdes de éleo essencial de Baccharis dracunculifolia: desenvolvimento,
caracterizagao e potencial para cicatrizagao da pele

Dissertacao apresentada ao
Programa de Pds-graduagcdo em
Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade Federal de Juiz de Fora
como requisito total para obtencéo do
titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas - Area de
Concentragao: Produtos Naturais e
Sintéticos Ativos.

Orientadora: Profa. Dra. Fernanda Maria Pinto Vilela
Coorientador: Profa. Dra. Thais Nogueira Barradas

Juiz de Fora
2024



Ficha catalografica elaborada através do programa de gerago
aubomatica da Biblioteca Universiténia da UFJF,
com o8 dados formecidos pelofa) auton(a)

Pamciano, Caraling Sousa.

Manoamulsdes de dleo essencial de Baccharis dracunculifolia :
dasenvolvimeanto, caracterizagdo e polencial para deatrizagdo da
pele / Carclina Souwsa Ponciano. — 2024,

105 1. - il.

Crientadora: Fernanda Maria Finto Vilala

Ceoaorientadora: Thais Mogueira Barradas

Dissertagdo (mestrado académico ) - Universidada Federal de Juiz
de Fora, Faculdade de Farmacia e Bioguimica. Programa de
Pas-Graduagcio em Ciéncias Farmacéuticas, 2024,

1. Tensoalivos biodegradaveis. 2. Estabilidade depandente da pH.
3. Eslabilidade coloidal. 4. Aplicacies lopicas. §. Cicatrizagdo da
feridas. |. Vilela, Fernanda Maria Pinto, arent. Il. Barradas, Thais
Mogueira, coorant. 1. Tiula,




1711212024, 13:25 SEI/UFJF - 2111971 - PROPP 01.5: Termo de aprovagdo

Carolina Sousa Ponciano

Nanoemulsdes de éleo essencial de Baccharis dracunculifolia: desenvolvimento, caracterizagdo e
potencial para cicatrizacdo da pele

Dissertagdo apresentada
ao Programa de Pés-
graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas

da Universidade Federal
de Juiz de Fora como
requisito parcial a
obtencdo do titulo de
Mestra em Ciéncias
Farmacéuticas. Area de
concentracdo: Produtos
Naturais e  Sintéticos
Ativos.

Aprovada em 28 de novembro de 2024,

BANCA EXAMINADORA

Dra. Fernanda Maria Pinto Vilela - Orientadora

Universidade Federal de Juiz de Fora

Dra. Thais Nogueira Barradas - Coorientadora

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Dr. Yris Maria Fonseca Bazzo

Universidade de Brasilia
Dr. Wilson Rodrigues Braz

Universidade Federal de Juiz de Fora

luiz de Fora, 21/11/2024.

https://sei.uff.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=2350149&infra_sistema=1...

12



1711212024, 13:25

seil ]
Sel o
assinn!uc‘.\
eletrénica

[

assinatura
eletrbnica

SEVUFJF - 2111871 - PROPP 01.5: Termo de aprovacgao

Documento assinado eletronicamente por Fernanda Maria Pinto Vilela, Professor(a), em
29/11/2024, as 08:47, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do
Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Yris Maria Fonseca Bazzo, Usuario Externo, em
29/11/2024, as 15:03, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do
Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

assinatura
eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Wilson Rodrigues Braz, Usudrio Externo, em 29/11/2024,
as 16:32, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n?
10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Thais Nogueira Barradas, Usuario Externo, em
02/12/2024, as 21:48, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do
Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

; A autenticidade deste documento pode ser conferida no Portal do SEI-Ufjf (www2.ufjf.br/SEI) através
%= do icone Conferéncia de Documentos, informando o cédigo verificador 2111971 e o cédigo CRC

8433CBDC.

https://sei.ufif.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=2350149&infra_sistema=1...

212



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, gostaria de agradecer aos meus pais, Katia e Niraldo, por sempre
me incentivarem a estudar e por me ensinarem que o conhecimento nunca é
demais. Sou profundamente grata por todo o apoio que me deram para que eu

pudesse chegar até aqui.

As minhas orientadoras, Fernanda e Thais, deixo meu sincero agradecimento.
Fernanda, obrigada por estar ao meu lado nos momentos em que os resultados
esperados nao vieram, sua tranquilidade e orientagao foram fundamentais para me
guiar nos momentos de necessidade. Depois de muitos desafios, conseguimos
chegar até aqui. Thais, agradecgo por me inspirar a sonhar alto, por ter me acolhido
prontamente desde nosso primeiro contato, e por me mostrar o valor que a

orientacao traz para a jornada de uma pos-graduagao.

Ao meu companheiro, Jhan Pierre, sou grata por estar comigo durante as longas
horas de estudo, experimentos e estrada, me apoiando e me dando forga nos dias
mais desafiadores. Obrigada por ter embarcado comigo neste desafio, muitas vezes

assumindo nossa parte para que eu pudesse dedicar a minha carreira profissional.

Aos meus amigos Cassiano, Damaris, José Angelo, Sara, Camila, Lucas, Larissa,
Julia e Carmine, agradego por sempre estarem prontos para me ouvir e pela

paciéncia nesse processo. Vocés sao incriveis, e sou muito sortuda por ter vocés.

Agradeco também a empresa Amantikir Origem Natural, que inspirou a pesquisa
sobre o alecrim-do-campo e pela generosa doagédo do 6leo, contribuindo para o

fomento da pesquisa cientifica.

Por fim, sou grata aos meus colegas, Fernanda Brito, Carine e Julliana, que me
apoiaram nas analises, interpretacdo dos resultados e redagdo. Agradego aos
professores Luiz Fernando Cappa e Ana Claudia Chagas pela disponibilidade,
abertura e orientacdo nas analises realizadas em seus laboratorios, e aos membros
da banca, por terem aceitado participar deste processo e por suas valiosas

contribui¢des!



RESUMO

Alquil poliglicosideos (APG) sao surfactantes nao iénicos provenientes de fontes
renovaveis, com propriedades ecotoxicologicas favoraveis e alta biodegradabilidade,
tornando-os atrativos para o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas
seguras e sustentaveis. O Oleo essencial de B. dracunculifolia (BDO), rico em
compostos bioativos como f-cariofileno e f-nerolidol, possui propriedades
antimicrobianas e anti-inflamatdrias, conferindo-lhe potencial para aplicagdes topicas
voltadas para cicatrizacdao de feridas. Neste contexto, este estudo objetivou
desenvolver uma nanoemulsdo inovadora livre de polietilenoglicois (PEG), usando
um surfactante APG para encapsular o BDO, caracterizando sua estabilidade,
propriedades fisico-quimicas e potencial seguranga. Adicionalmente, o estudo
investigou o comportamento pH-dependente dos surfactantes APG e sua influéncia
na estabilidade e uniformidade das nanoemulsdes, um aspecto pouco explorado na
ciéncia farmacéutica até hoje. Este estudo analisou ainda os teores de t-nerolidol e
B-cariofileno no BDO, avaliou sua toxicidade em células de fibroblastos humanos e o
seu efeito na migragdo celular. A determinagdo dos teores de t-nerolidol e
B-cariofileno no dleo essencial por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
revelou a presenca de 13,84% de t-nerolidol e 2,68% de B-cariofileno. Testes de
citotoxicidade mostraram que o BDO n&o apresentou toxicidade até concentragbes
de 500 yg/mL, e os ensaios de migragao celular demonstraram seu potencial para a
cicatrizagdo, com taxas de fechamento de feridas significativamente superiores ao
controle: cerca de 71% e 78% em 24 e 48 horas, respectivamente, em comparagao
a 43% e 51% no mesmo intervalo, indicando o seu potencial para a reparagéo da
pele. Através da construgcdo de um diagrama de fases ternario, quatro formulagdes
foram selecionadas e processadas no ultrassom, resultando em aspecto translucido
caracteristico de suspensdes coloidais nanométricas. As formulagdes foram
avaliadas quanto ao diametro hidrodindmico médio das goticulas, indice de
polidispersao (Pdl), potencial zeta (PZ) e condutividade durante 90 dias. As
nanoemulsdées produzidas com a proporgcao surfactante:BDO de 1:1, produziram
goticulas menores que 60 nm e baixa polidispersidade (Pdl < 0,2). O pH inicial das

formulacbes foi elevado (pH > 11), devido ao APG. Apds ajustes para pH 6,5,



observou-se um aumento no didmetro das gotas para 78 nm e o Pdl para 0,3,
sugerindo uma alteracdo na atividade interfacial do surfactante. Apés 90 dias, a
nanoemulsao com pH 6,5 estabilizou-se com diametro de gota em torno de 120 nm
e Pdl < 0,3, indicando um sistema monodisperso. A nanoemulsdo em pH 11,5
apresentou instabilidade precoce, com Pdl > 0,3 apdés 21 dias, sugerindo
coalescéncia. As  analises espectroscopicas confirmaram alteracdes
conformacionais no APG e no BDO relacionadas as variagées de pH, apoiando a
hipotese de mudangas conformacionais dependentes de pH no APG. Além disso, o
teste HET-CAM indicou menor escore de irritagao (IS 3,0 £ 0,0) para nanoemulséo
em pH 6,5 comparado ao 11,5 (IS 3,6 + 1,15), refor¢cando a importancia do controle
do pH para a seguranca de formulagdes topicas. Este trabalho enfatiza o potencial
das nanoemulsbdes baseadas em APG em produtos farmacéuticos mais seguros e

sustentaveis, destacando o comportamento sensivel ao pH deste sistema.

Palavras chave: Tensoativos biodegradaveis; Estabilidade dependente do pH;

Estabilidade coloidal; Aplicagdes topicas; Cicatrizacao de feridas.



ABSTRACT

Alkyl polyglucosides (APG) are nonionic surfactants derived from renewable sources,
with favorable ecotoxicological properties and high biodegradability, making them
attractive for the development of safe and sustainable pharmaceutical formulations.
The essential oil of Baccharis dracunculifolia (BDO), rich in bioactive compounds
such as B-caryophyllene and t-nerolidol, possesses antimicrobial and
anti-inflammatory properties, granting it potential for topical applications aimed at
wound healing. In this context, this study aimed to develop an innovative
polyethylene glycol (PEG)-free nanoemulsion using an APG surfactant to
encapsulate BDO, characterizing its stability, physicochemical properties, and
potential safety. Additionally, the study investigated the pH-dependent behavior of
APG surfactants and their influence on the stability and uniformity of nanoemulsions,
an aspect scarcely explored in pharmaceutical science to date. This study also
analyzed the contents of t-nerolidol and (-caryophyllene in BDO, evaluated its
toxicity in human fibroblast cells, and assessed its effect on cell migration.
High-performance liquid chromatography (HPLC) analysis revealed the presence of
13.84% t-nerolidol and 2.68% [-caryophyllene in the essential oil. Cytotoxicity tests
showed that BDO exhibited no toxicity up to concentrations of 500 pg/mL, and cell
migration assays demonstrated its potential for wound healing, with wound closure
rates significantly higher than the control: approximately 71% and 78% at 24 and 48
hours, respectively, compared to 43% and 51% in the same intervals, indicating its
potential for skin repair. Through the construction of a ternary phase diagram, four
formulations were selected and processed by ultrasound, resulting in the translucent
appearance characteristic of nanometric colloidal suspensions. The formulations
were evaluated for mean hydrodynamic droplet diameter, polydispersity index (Pdl),
zeta potential (ZP), and conductivity over 90 days. Nanoemulsions prepared with a
surfactant:BDO ratio of 1:1 produced droplets smaller than 60 nm with low
polydispersity (Pdl < 0.2). The initial pH of the formulations was high (pH > 11) due to
the APG. After adjustments to pH 6.5, an increase in droplet size to 78 nm and Pdl to

0.3 was observed, suggesting alterations in the interfacial activity of the surfactant.



After 90 days, the nanoemulsion at pH 6.5 stabilized with a droplet size of
approximately 120 nm and Pdl < 0.3, indicating a monodisperse system. Conversely,
the nanoemulsion at pH 11.5 exhibited early instability, with Pdl > 0.3 after 21 days,
suggesting coalescence. Spectroscopic analyses confirmed conformational changes
in the APG and BDO related to pH variations, supporting the hypothesis of
pH-dependent conformational changes in APG. Moreover, the HET-CAM test
indicated a lower irritation score (IS 3.0 = 0.0) for the nanoemulsion at pH 6.5
compared to pH 11.5 (IS 3.6 + 1.15), reinforcing the importance of pH control for the
safety of topical formulations. This work highlights the potential of APG-based
nanoemulsions for safer and more sustainable pharmaceutical products,

emphasizing the pH-sensitive behavior of this system.

Keywords: Biodegradable surfactants; pH-dependent stability; Colloidal stability;

Topical applications; Wound healing.
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1 INTRODUGAO

A cicatrizagao de feridas € um processo bioldgico complexo e essencial para
a recuperagao da integridade da pele e dos tecidos subjacentes apos as lesdes.
Esse fendbmeno envolve uma sequéncia coordenada de eventos celulares e
moleculares, como hemostasia, inflamacgao, proliferacao celular e remodelacdo do
tecido, sendo essencial para a manutencdo da homeostase (Rodrigues et al., 2019).
Contudo, fatores como infecgdes, doencas cronicas e a idade avancada, podem
comprometer a eficacia desse processo, resultando em feridas de dificil cicatrizacao,
que frequentemente levam a complicagbes graves (Deng et al., 2021). Assim, o
desenvolvimento de terapias que aceleram a regeneragao tecidual e reduzem a

inflamacao é essencial para a recuperacéao eficiente dessas lesdes.

Embora este trabalho aborde o tema das feridas de maneira abrangente, é
importante destacar as feridas cronicas, dado o impacto substancial que essas
lesbes tém na saude global. Feridas crbnicas constituem um desafio significativo,
afetando a qualidade de vida dos pacientes e acarretando altos custos para os
sistemas de saude (Graves e Zheng, 2014; Nussbaum et al., 2018; Phillips et al.,
2016). No estudo de Queen e Harding (2023), foi realizada uma avaliacdo dos
custos anuais estimados para o tratamento de feridas em diferentes regides do
mundo. Os resultados indicaram que, em 2019, os Estados Unidos apresentaram os
maiores gastos (US$ 126,9 bilhdes), enquanto o Brasil ocupou a 82 posicado (US$
6,4 bilhdes) (Queen e Harding, 2023). Uma analise atualizada conduzida pelos
mesmos pesquisadores em 2022 revelou que os custos nos Estados Unidos
aumentaram para US$ 148,7 bilhdes, enquanto o Brasil manteve-se na 82 posigao,
com gastos de US$ 11,2 bilhdes (R$ 28,8 bilhdes) (Queen e Harding, 2024).

Observa-se um crescente interesse em tratamentos que utilizam produtos
naturais, reconhecidos por seu potencial terapéutico e multifuncionalidade. Plantas
medicinais, amplamente empregadas tanto na medicina tradicional quanto moderna,

sao fontes ricas de compostos bioativos que demonstram propriedades promissoras


https://paperpile.com/c/yFypL1/8uKg
https://paperpile.com/c/yFypL1/lwZe
https://paperpile.com/c/yFypL1/Nkhd+fJaz+nJfy
https://paperpile.com/c/yFypL1/Nkhd+fJaz+nJfy
https://paperpile.com/c/yFypL1/bjwW
https://paperpile.com/c/yFypL1/xJtU
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no tratamento de feridas (Rajput e Kumar, 2020). Um exemplo notavel é a planta
Baccharis dracunculifolia, nativa do Brasil, destaca-se nesse cenario devido as suas
comprovadas propriedades anti-inflamatérias e antimicrobianas, atribuidas
principalmente a presenca de compostos como sesquiterpenos, entre eles o
nerolidol e o B-cariofileno (Cazella et al., 2019; Fabri et al., 2011; Ferronatto et al.,
2007; Fonseca et al., 2015; Machado et al., 2015; Pereira et al., 2011; Santos, dos et
al., 2010). Estudos sugerem que o Oleo essencial de Baccharis dracunculifolia
(BDO), pode atuar na modulagdo da resposta inflamatéria e atuar como
antimicrobiano (Brandenburg, 2020; Cazella et al., 2019). A exploracao cientifica de
produtos naturais, como o BDO, ndo apenas ressalta a importancia de preservar a
biodiversidade, mas também oferece a oportunidade de descobrir novos ativos
terapéuticos, explorar abordagens inovadoras para o tratamento de doencgas e

melhorar a qualidade de vida dos individuos.

Entretanto, um dos desafios no uso de dOleos essenciais em formulagdes
topicas € a sua baixa solubilidade em sistemas aquosos e, consequentemente, sua
limitada biodisponibilidade (Barradas e Holanda e Silva, de, 2021). Para superar
esse obstaculo, a nanotecnologia tem sido amplamente explorada, especialmente
por meio do uso de nanoemulsdes. As nanoemulsdes séo dispersdes de goticulas
de 6leo em agua, que oferecem vantagens em relagado as emulsdes convencionais,
como maior estabilidade, melhor absor¢ao cutanea e aumento da biodisponibilidade
de compostos bioativos (Naseema et al., 2021). Elas tém demonstrado ser uma
solucao eficaz para a encapsulacdo de compostos lipofilicos, como os presentes no
BDO, possibilitando aumento da solubilidade, liberagdo controlada e prolongada

desses ativos em aplicagbes dermatoldgicas voltadas a cicatrizacao de feridas.

Diante desse cenario, esta pesquisa teve como objetivo desenvolver
nanoemulsdes contendo o BDO e investigar suas estabilidades, como potencial para
futuras aplicagdes terapéuticas. A combinacdo de ativos naturais com
nanotecnologia tem o potencial de superar desafios e criar novas solugdes
terapéuticas. Assim, o desenvolvimento de nanoemulsdes estaveis com o BDO
representa um passo importante para tratamentos mais eficazes e seguros voltados

a cicatrizacao de feridas.


https://paperpile.com/c/yFypL1/RPGGx
https://paperpile.com/c/yFypL1/l8r9D+ZMdJH+j7EP5+IzvLn+lVi0k+Dl5Jy+49aj9
https://paperpile.com/c/yFypL1/l8r9D+ZMdJH+j7EP5+IzvLn+lVi0k+Dl5Jy+49aj9
https://paperpile.com/c/yFypL1/l8r9D+ZMdJH+j7EP5+IzvLn+lVi0k+Dl5Jy+49aj9
https://paperpile.com/c/yFypL1/QdL6q+j7EP5
https://paperpile.com/c/yFypL1/1vlYt
https://paperpile.com/c/yFypL1/NiQVZ
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CICATRIZAGAO DE FERIDAS

A pele, o maior érgéo do corpo humano, é uma estrutura complexa composta
por camadas distintas, cada uma desempenhando um papel importante na
manutencdo da saude cutdnea (Harris-Tryon e Grice, 2022). Além de sua funcao
primaria de barreira fisica, a pele também regula a temperatura corporal, previne a
desidratagéo, protege contra a radiagdo solar e atua como linha de defesa contra
patdbgenos e substancias toxicas (Smythe e Wilkinson, 2023). No entanto, sua
constante exposi¢ao a fatores externos a torna suscetivel a lesdes, que podem ter
consequéncias significativas tanto para os individuos afetados quanto para os

sistemas de saude.

Feridas sao definidas como interrupcbées na continuidade anatomica e
funcional dos tecidos, podendo ser causadas por agentes fisicos, quimicos,
térmicos, microbiolégicos ou imunoldgicos (Md, Bhuvaneshwari e Roopa, 2023).
Essas lesbes podem ocorrer em qualquer fase da vida e variam de feridas
superficiais a feridas crénicas complexas. Enquanto as feridas agudas tendem a
cicatrizar de forma previsivel, as feridas crbnicas apresentam um processo de
cicatrizagdo mais lento ou até mesmo pioram com o tempo (Leonida e Kumar, 2016).
Dependendo da profundidade, as feridas podem ser classificadas como superficiais,
de espessura parcial ou dérmicas profundas, afetando diferentes camadas da pele e
os tecidos subjacentes (Kordestani, 2019). A natureza da lesdo, o momento da
intervencao e a profundidade da ferida sédo fatores determinantes para o processo

de cicatrizagao e o tratamento adequado (Percival, 2002).

A cicatrizagado de feridas é um dos processos biolégicos mais complexos do
corpo humano, sendo composto por quatro fases interdependentes: hemostasia,
inflamacao, proliferacdo e remodelagao (Figura 1). Essas etapas nao ocorrem de

maneira isolada, mas interagem de forma continua, garantindo que a cicatrizagéo


https://paperpile.com/c/yFypL1/FhV5X
https://paperpile.com/c/yFypL1/Bhqpc
https://paperpile.com/c/yFypL1/lQ4Q
https://paperpile.com/c/yFypL1/2vNb
https://paperpile.com/c/yFypL1/vTu8
https://paperpile.com/c/yFypL1/bSz1
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prossiga sem interrupgdes desde a resposta inicial a lesdo até a formacgao do tecido
reparado (Wallace, Basehore e Zito, 2024). Cada uma dessas fases envolve
interacdes celulares e moleculares que visam restaurar a integridade do tecido
danificado (Rodrigues et al., 2019).

A hemostasia € a primeira resposta apds a lesdo, com objetivo de interromper
a perda de sangue por meio da vasoconstricdo com a formagdo de um coagulo
(Velnar, Bailey e Smrkolj, 2009). Conforme ilustrado na Figura 1, o coagulo
desempenha um papel essencial ao estancar o sangramento. Além disso, ele libera
fatores de crescimento importantes, como o fator de crescimento transformador
(TGF)-B, o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) e o fator de crescimento epidérmico (EGF), que
preparam o ambiente para a fase inflamatéria (Kanji e Das, 2017). Durante a
inflamacé&o, forma-se uma crosta, enquanto neutréfilos e macrofagos infiltram a area
da lesdo. Essas células atuam no combate a infecgcdes e na remocéo de detritos
celulares. Os macréfagos, em particular, liberam citocinas que estimulam a migragao
de fibroblastos e queratindcitos, que sdo cruciais para a regeneragao do tecido
(Wang et al., 2022).

Na fase proliferativa, os fibroblastos iniciam a formag¢ao da matriz extracelular,
além de promover a angiogénese, que é a formagao de novos vasos sanguineos.
Eles também sintetizam colageno, que fornece um suporte estrutural temporario ao
tecido em reparagdo. Simultaneamente, ocorre a reativagdo do tecido epitelial,
através de um processo conhecido como reepitelizacédo, que restaura a camada de
células epiteliais e contribui para o fechamento da ferida (Mony et al., 2023;
Rodrigues et al., 2019). Por fim, na fase de remodelacdo, o colageno imaturo,
predominantemente do tipo Ill, € substituido por colageno tipo |, que & mais
resistente. Durante essa fase, ha uma inativacdo dos fibroblastos e queratinécitos,
além da regressao dos vasos sanguineos (Mony et al., 2023). Este processo de
maturagao pode durar meses, resultando em um tecido cicatrizado que, embora nao
atinja a resisténcia total da pele original, apresenta significativa melhora na forca e
elasticidade (Gurtner et al., 2008).
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Figura 1 - Processo de cicatrizagdo espontanea da ferida
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Fonte: Adaptado de (Ryall et al., 2022)

Proliferagdo de fibroblastos

Essas quatro fases interdependentes garantem que o processo de
cicatrizacao ocorra de maneira coordenada, permitindo que o tecido ferido recupere
sua fungdo e integridade estrutural de forma eficaz. No entanto, o sucesso da
cicatrizacdo de feridas depende de uma série de fatores sistémicos e locais. A
presenca de comorbidades, como diabetes e doencas que afetam a cicatrizagao,
além de fatores como desnutricdo, infeccbes e a presenga de corpos estranhos,
pode interferir nessa dinamica (Beyene, Derryberry e Barbul, 2020). Fatores locais,
como oxigenagao, infec¢do, insuficiéncia venosa e isquemia, juntamente com fatores
sistémicos, como idade, género, hormbnios sexuais, estresse, obesidade, uso de
medicamentos (como esteroides glicocorticoides e anti-inflamatérios nao esteroides),
alcoolismo, tabagismo e condigcbes imunocomprometidas, também impactam

significativamente a cicatrizagédo (Deng et al., 2021; Guo e Dipietro, 2010).
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A cicatrizagdo geralmente leva um periodo de 4 a 6 semanas (Wallace,

Basehore e Zito, 2024). A eficiéncia desse reparo nao se limita a recuperacgao fisica,

uma vez que complicacbes como feridas crbnicas, que sao aquelas que nao

cicatrizam em até 6 semanas, podem impactar profundamente a autoestima e a

qualidade de vida dos pacientes, além de aumentar o risco de infecgdes secundarias
(Kapp, Miller e Santamaria, 2018; Wallace, Basehore e Zito, 2024).

Em casos de feridas agudas tardias e feridas cronicas, que geralmente nao
conseguem progredir pelos estagios normais de cicatrizagdo, ha uma interrupgao da
cicatrizagdo na fase inflamatdria, que pode se prolongar além do tempo considerado
normal. Essa inflamagao persistente resulta em desequilibrios nas citocinas, cuja
presenga deveria ser temporaria, o que leva a uma degradagdo excessiva dos
fatores de crescimento e dos receptores da matriz extracelular. Como consequéncia,
€ necessario manter uma resposta imunologica constante, gerando um ciclo

inflamatorio que prejudica a cicatrizagcédo (Xue et al., 2018).

Sabe-se que, em feridas crbnicas, ocorre um aumento de espécies reativas
de oxigénio (ERO), o que intensifica o estresse oxidativo na lesdo. Embora se
observe uma maior expressao de antioxidantes enzimaticos na ferida, a
superproducao de ERO resulta na inativacdo desses antioxidantes epidérmicos,
contribuindo para dificultar a cicatrizagao (Seyed Ahmadi, Farahpour e Hamishehkar,
2019; Soneja, Drews e Malinski, 2005). Esse desequilibrio no ambiente oxidativo
torna a ferida mais suscetivel a infecgcdes, uma das principais causas de
complicagdes no processo de cicatrizagao (Yazarlu et al., 2021). Com as células do
sistema imunologico sob estresse, sua capacidade de combater patdégenos é
comprometida, facilitando a invasao por bactérias como Staphylococcus aureus, que
podem formar biofilmes resistentes aos tratamentos, dificultando ainda mais o
processo de cura (Ryall et al., 2022; Yi et al., 2020).

O uso de medicamentos tépicos para cicatrizagdo de feridas apresenta
vantagens em relagdo a via sistémica. Enquanto a via sistémica depende de uma

perfusdo sanguinea adequada no tecido-alvo, o0 que nem sempre é possivel em
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feridas crénicas, a entrega tépica de medicamentos permite um direcionamento mais
eficaz. Feridas crbénicas, muitas vezes, carecem de uma oferta sanguinea critica, e a
entrega sistémica pode acarretar efeitos colaterais nos tecidos n&o-alvo, limitando a
dosagem e a duragao do tratamento. Essas limitagdes tém impulsionado o crescente

foco na entrega topica de medicamentos (Whittam et al., 2016).

Embora a via tépica apresente vantagens, como melhor biodisponibilidade e
reducdo de toxicidade sistémica, ela ainda enfrenta desafios considerando as
abordagens tradicionais. Um exemplo € a dificuldade de penetracdo do estrato
cérneo da pele em risco de ulceragdo, além da necessidade de garantir a viabilidade
celular apds a entrega dos agentes terapéuticos (Whittam et al., 2016). Outro desafio
sdo as formulagdes topicas tradicionais, como as a base de prata, que podem
danificar os tecidos saudaveis ao redor da ferida. Essas formulagbes apresentam
citotoxicidade, comprometendo a viabilidade celular e retardando a cicatrizagédo
(Kaiser, Wachter e Windbergs, 2021; Nethi et al., 2019; Prakashan, Roberts e
Gandhi, 2023). A formacao de biofilme em feridas cronicas também dificulta a
penetragcdo dos agentes terapéuticos e protege as bactérias dos antimicrobianos.
Além disso, o0 uso de antibidticos tdpicos pode contribuir para 0 aumento da
resisténcia bacteriana e causar efeitos adversos, como reacdes de
hipersensibilidade tardias, superinfec¢cdes e dermatite de contato (Kaiser, Wachter e
Windbergs, 2021).

A dificuldade em desenvolver terapias eficazes é evidenciada pelo fato de
que, apds a aprovagio do gel de becaplermina (Regranex™) pelo Food and Drug
Administration (FDA) ha mais de 25 anos, nenhuma nova terapia avangou para
aplicagbes clinicas. De acordo com a analise de Chen e colaboradores (2023), isso
ocorre porque, ao contrario do cancer, onde uma unica molécula pode ser eficaz, a
cicatrizagcdo de feridas demanda abordagens mais complexas, que envolvam
multiplas vias celulares, algo que ndo pode ser alcangado por uma unica molécula
(Chen et al., 2023).
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Diante dos desafios presentes no tratamento de feridas, os produtos naturais
emergem como alternativas promissoras. Sua composi¢gao complexa e propriedades
multifuncionais — como atividade anti-inflamatdria, antimicrobiana e antioxidante —
permitem que atuem de forma sinérgica em diferentes fases do processo de
cicatrizagdo (Sychrova et al., 2020). Essas caracteristicas podem contribuir para
uma abordagem terapéutica mais eficaz, potencialmente reduzindo riscos
associados aos tratamentos convencionais, como a toxicidade e a resisténcia
bacteriana. Com o avangco na compreensdo dos mecanismos de cicatrizagéo e o
desenvolvimento de novas tecnologias de formulagédo, substancias naturais tém
mostrado  potencial para acelerar a cicatrizacdo, oferecendo maior
biocompatibilidade e impacto ambiental reduzido (Yazarlu et al., 2021). Embora os
tratamentos convencionais ainda desempenhem um papel essencial, a exploragao
de alternativas naturais representa uma abordagem inovadora e sustentavel, capaz

de enfrentar esse crescente desafio de saude publica.

2.2 PRODUTOS NATURAIS NA CICATRIZAGAO DE FERIDAS

No Brasil, a vasta biodiversidade, com mais de 50.000 espécies de plantas
superiores, destaca o enorme potencial do pais como uma fonte rica de compostos
bioativos promissores para o desenvolvimento de novas terapias (Calixto, 2019; Liu
e Chen, 2024). Produtos naturais s&o definidos como compostos quimicos
provenientes de fontes biolégicas, como plantas, animais, minerais e matéria
organica, que possuem propriedades terapéuticas amplamente valorizadas por suas
acdes anti-inflamatdrias, antimicrobianas, antioxidantes e cicatrizantes (Bernardini et
al., 2018; Farnsworth, 1990; Monika et al., 2021). Esses compostos sdo utilizados de
diferentes formas: como fontes diretas de agentes terapéuticos, matéria-prima para
farmacos semissintéticos, protétipos para o design de moléculas, e como

marcadores taxondmicos para a descoberta de novos medicamentos (Calixto, 2019).
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O crescente interesse por produtos naturais em formulagdes farmacéuticas

pode ser atribuido a varios fatores. Em primeiro lugar, ha uma demanda por terapias
que apresentem menos efeitos adversos e menor toxicidade em comparagao com
medicamentos sintéticos (Wright, 2019). Em segundo lugar, a crescente resisténcia
antimicrobiana tem impulsionado a busca por alternativas aos antibidticos
convencionais. Muitos compostos naturais demonstram atividade antimicrobiana
promissora, inclusive contra bactérias resistentes, além de exibirem potencial
sinérgico quando combinados com antibiéticos (Alvarez-Martinez, Barrajon-Catalan
e Micol, 2020). Por fim, existe uma preferéncia por terapias que oferecam uma
abordagem multifuncional, visto que muitos agentes naturais possuem propriedades
combinadas, como atividades anti-inflamatoérias, antioxidantes e antimicrobianas.
Essa versatilidade pode melhorar a eficacia geral do tratamento, promovendo uma
melhor adesao dos pacientes, reduzindo efeitos colaterais e ampliando o espectro

de agao (Sychrova et al., 2020).

Produtos naturais, como flavonoides, terpenoides e taninos, apresentam
propriedades biolodgicas promissoras para a cicatrizagdo de feridas, incluindo a
modulagado das fases inflamatdria e proliferativa, o que acelera o processo de reparo
cutdaneo, promove a regeneragdo tecidual e minimiza cicatrizes indesejadas
(Frydman et al., 2020; Gupta et al., 2011; Natarajan et al., 2013; Ranzato, Martinotti
e Burlando, 2013; Su et al.,, 2017; Zeng et al., 2013). A fitoterapia, uma pratica
milenar, reafirma sua relevancia na medicina moderna ao oferecer fitomedicamentos
que demonstram eficacia na aceleragcdo da cicatrizacdo e na prevengao de
infecgdes, inclusive através da agao anti-inflamatéria e protegdo contra biofilmes
bacterianos, essenciais no tratamento de feridas de dificil cicatrizacao
(Criollo-Mendoza et al., 2023; Ryall et al., 2022).

Apesar desse potencial terapéutico, a aplicagcao de produtos naturais enfrenta
desafios significativos, como a estabilizagdo quimica, a padronizagdao de
composicado, a definicdo de doses seguras e eficazes e solubilidade limitada
(Criollo-Mendoza et al., 2023; Mouro e Gouveia, 2024). Para contornar essas

limitagdes, tecnologias modernas como microagulhas, vesiculas lipidicas, hidrogéis
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e curativos combinados vém sendo aplicadas, visando otimizar a administracéo e
aumentar a eficacia de compostos naturais (Ryall et al., 2022). Superar esses
desafios é essencial para garantir maior estabilidade e consisténcia desses agentes,
promovendo sua aplicagdo segura e eficaz no tratamento de feridas (Mouro e
Gouveia, 2024).

Embora apresentem esses desafios, os produtos naturais, em particular os
Oleos essenciais, emergem como uma alternativa promissora devido ao seu amplo
espectro de atividades terapéuticas. Os Oleos essenciais sdo compostos volateis e
aromaticos extraidos de plantas, representando o maior grupo de metabdlitos
secundarios produzidos pelas plantas. Eles sdo compostos por uma complexa
mistura de monoterpenos (10 carbonos) e, em menor propor¢ao, sesquiterpenos (15
carbonos). A extragcado dos 6leos essenciais ocorre geralmente por destilagdo com
agua ou vapor e, no caso de frutas citricas, por prensagem a frio. Devido a sua
ampla aplicagdo em cosméticos, fragrancias e alimentos, a composi¢ao quimica e os
efeitos dos oOleos essenciais na pele vém sendo exaustivamente estudados ha
décadas. Com uma longa histéria de uso na medicina tradicional, esses 6leos tém
mostrado potencial significativo no tratamento de feridas, atuando em areas como
controle de infecgbes, reducdo da inflamagcdo e regeneragao tecidual

(Pérez-Recalde, Ruiz Arias e Hermida, 2018).

Estudos recentes reforgcam a eficacia dos éleos essenciais, destacando suas
propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatérias (Lee et al., 2007;
Alves-Silva et al., 2023; Alam et al., 2017). Um exemplo é o Oleo essencial de
cipreste japonés (Chamaecyparis obtusa), que contém os compostos nerolidol e
eugenol. O eugenol, principal composto fendlico do 6leo de cravo, € amplamente
utilizado na odontologia como selante de canal radicular, além de apresentar
propriedades antibacterianas e antifungicas. O nerolidol, um sesquiterpeno
conhecido por promover a penetragdo cutdanea de medicamentos, também possui
atividade antibacteriana. No estudo de Lee et al. (2007), esses compostos foram
isolados do oOleo essencial de cipreste e avaliados quanto a agdo antifungica em

modelo animal, apods aplicagao topica. Embora o nerolidol tenha demonstrado menor
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poténcia antifungica contra Microsporum gypseum em comparagdo ao eugenol, foi
mais eficaz na melhora das lesdes cutaneas infectadas na primeira semana de
tratamento. Animais tratados apresentaram menor grau de hiperqueratose e
infiltracdo de células inflamatorias, além de remissao significativa das lesdes. Os
autores sugerem que propriedades complementares, como atividades
antibacterianas e anti-inflamatérias, também contribuiram para os resultados
observados (Lee et al., 2007).

Outro exemplo relevante é o 6leo essencial de Salvia aurea L., uma planta
utilizada tradicionalmente como um antisséptico tépico para o tratamento de feridas,
destacando o potencial de 6leos essenciais neste campo. No estudo de Alves-Silva
e colaboradores (2023), o O6leo essencial de salvia apresentou os seguintes
compostos majoritarios: (E)-cariofileno, 1,8-cineol, B-pineno, cis-tujona e canfora.
Suas propriedades cicatrizantes foram avaliadas no modelo de ferida por scratch em
fibroblastos NIH 3T3, na concentragdo de 1,25 pL/mL. O dleo promoveu a migragéao
celular sem comprometer a viabilidade das células. Os autores sugerem que esse
efeito pode ser atribuido ao efeito sinérgico dos compostos presentes no dleo.
Adicionalmente, o 6leo demonstrou atividade antifungica contra dermatéfitos
associados a micoses superficiais e lesdes cutaneas. Também foi observado efeito
anti-inflamatério, com reducgéao significativa na liberagao de 6xido nitrico (NO) e nos
niveis das proteinas COX-2 e iINOS (Alves-Silva et al., 2023).

Por fim, o 6leo essencial de cravo, obtido dos botdes florais de Syzygium
aromaticum (ou Eugenia caryophyllata, Myrtaceae), também demonstra grande
potencial terapéutico, especialmente pelo eugenol, seu principal componente,
conhecido por atividades antioxidantes e anticancerigenas. Alam et al. (2017)
encapsularam o oleo de cravo em uma nanoemulsao para investigar sua eficacia na
cicatrizagdo de feridas em camundongos via administragdo oral. Preparada pelo
método de emulsificagdo espontédnea e diagramas de fase, a nanoemulsédo foi
formulada com 1% de d6leo essencial, 8% de Triacetina, 15% de Tween-80 e 15% de
Labrasol, resultando em particulas com didametro médio de 29,10 nm e Pdl de 0,026.

O estudo mostrou que a nanoemulsado proporcionou uma cicatrizagao superior em
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roedores em relacdo ao Oleo essencial puro, justificando a importancia da
incorporagdo de O6leos essenciais em sistemas avangados para potencializar sua
eficacia. Além disso, a nanoemulsdo mostrou aumento no conteudo de colageno e
auséncia de ceélulas inflamatdrias, indicando seguranga e auséncia de toxicidade
(Alam et al., 2017).

Esses estudos ressaltam a versatilidade dos Oleos essenciais como
alternativas promissoras para o tratamento de feridas. Embora tenham sido
apresentados exemplos de plantas de outras regides do mundo, que demonstraram
eficacia comprovada, é fundamental reconhecer que a biodiversidade brasileira
abriga uma ampla gama de espécies ainda pouco investigadas, especialmente
aquelas que nao sao tradicionalmente reconhecidas por suas propriedades
terapéuticas. Essa lacuna representa uma oportunidade significativa para a pesquisa
de novas fontes de compostos bioativos, que podem revelar propriedades unicas e
inovadoras. Assim como os terpenoides presentes nas plantas estrangeiras
mencionadas, diversas espécies nativas do Brasil também contém esses
compostos, merecendo, portanto, uma investigacado mais aprofundada. Um exemplo
promissor € Baccharis dracunculifolia, cujos compostos bioativos demonstram
grande potencial para as aplicagdes na cicatrizagdo de feridas, reforgando a
importancia de explorar e valorizar a flora brasileira no contexto da saude e da

medicina natural.

2.3 Baccharis dracunculifolia

Dentro do cenario de produtos naturais que promovem a cicatrizagao de
feridas, Baccharis dracunculifolia, popularmente conhecida como
“alecrim-do-campo” ou “vassourinha” (Figura 2), se destaca como uma opgao
promissora. Esse arbusto € nativo do Brasil e pode ser encontrado desde o sudeste
até o sul do pais, assim como em outros paises da América do Sul (Barroso, 1976;
Paroul et al., 2016). Pertence a familia Asteraceae, uma das maiores familias de

plantas com flores, engloba mais de 1.600 géneros e cerca de 25.000 espécies
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(Gazim et al., 2022). Diversas espécies do género Baccharis tém sido amplamente
utilizadas na medicina tradicional para tratar uma série de condi¢des, tais como
febre, inflamacao, problemas cardiovasculares, disturbios gastricos, gripes e feridas
cuténeas, comumente utilizando-se de partes do vegetal como folhas, caule, ramos
e flores, que apresentam propriedades terapéuticas atribuidas principalmente aos

seus compostos bioativos (Feresin et al., 2003; Verdi, Brighente e Pizzolatti, 2005).

Figura 2 - Espécime adulto (A), folhas (B) e flores (C) de B. dracunculifolia

A

Fonte: Gazim e colaboradores, 2022.

Além das propriedades medicinais, B. dracunculifolia também é notavel por
outras contribuicbes. Seu tamanho e a resisténcia de sua madeira fazem com que
seja um recurso valorizado em varias regides do Brasil (Gazim et al., 2022). O
arbusto é utilizado na producao de utensilios domésticos, inclusive é associado ao
termo "vassourinha" devido ao seu uso na confecgdo de vassouras rusticas para
retirar as cinzas dos fornos de barro utilizados na preparagdo de paes e bolos. A
proximidade com o calor durante esse processo faz com que as folhas verdes
liberem o suave aroma do alecrim-do-campo no ar, conferindo um sabor sutil e

agradavel aos assados.

No campo ecoldgico, B. dracunculifolia exerce uma fungado importante,
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atraindo insetos polinizadores essenciais para a manutencdo dos ecossistemas
(Fernandes et al., 2018). E reconhecida também como a principal fonte vegetal para
a obtencao da propolis verde brasileira, produzida no estado de Minas Gerais e
renomada internacionalmente por sua qualidade (Lemos et al., 2010; Moise e Bobis,
2020; Paulino et al, 2009). Além disso, a importdncia ecologica de B.
dracunculifolia estende-se além de seu valor apicola. Esta espécie desempenha um
papel relevante no apoio ao crescimento de outras plantas ao seu redor, assim
como na restauragdo de areas degradadas devido ao seu rapido desenvolvimento
vegetativo (Gazim et al., 2022). Esse efeito positivo foi observado em locais onde a
espécie foi introduzida, trazendo melhorias notaveis nas condigdes ambientais,
incluindo temperatura, umidade e a disponibilidade de matéria orgénica no solo
(Siqueira et al., 2022). Outro aspecto interessante € sua aplicagdo na
biorremediagdo de solos contaminados por metais pesados. A planta é
frequentemente encontrada em zonas de recuperagao ambiental no Cerrado e na
Mata Atlantica, contribuindo para a revitalizacdo desses ecossistemas (Gomes et
al., 2015). Com esses diversos beneficios, B. dracunculifolia demonstra ser

importante no apoio a biodiversidade e a saude dos ecossistemas.

Estudos publicados na literatura confirmam as diversas atividades biolégicas
dos extratos provenientes das folhas de B. dracunculifolia, como a acao
antioxidante, anti-inflamatéria, antiulcera, citotdéxica e antimicrobiana (Costa et al.,
2019; Fabri et al., 2011; Santos, dos et al., 2010). Embora o foco deste estudo seja
o 6leo essencial de B. dracunculifolia (BDO), também obtido das folhas e flores da
planta, € relevante destacar que esses extratos apresentam propriedades

importantes que corroboram a escolha da planta como objeto de investigacéao.

O BDO, -caracterizado pelo seu odor tipico de mel, € composto
majoritariamente  de terpendides como  sesquiterpenos oxigenados e
hidrocarbonetos, principalmente nerolidol, espatulenol, germacreno D, limoneno,
B-cariofileno e biciclogermacreno. Esses compostos estdo relacionados com a
importante atividade anti-inflamatéria e antiproliferativa observada (Brandenburg,
2020; Cazella et al., 2019; Quintino et al., 2020). O BDO apresenta atividades

antibacterianas contra Mycobacterium sp., Streptococcus mutans, P. aeruginosa,
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Bacillus cereus e S. aureus, e antifungicas contra Candida albicans e Fusarium
graminearum (Cazella et al., 2019; Ferronatto et al., 2007; Fonseca et al., 2015;
Machado et al., 2015; Pereira et al., 2011).

No estudo conduzido por Brandenburg (2020), o BDO foi avaliado quanto a
sua aplicagao tépica em camundongos submetidos a inflamagao cutanea aguda e
crbnica, induzida por acido araquidonico ou pelo composto
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA). Os resultados revelaram a capacidade
do 6leo em modular diversos aspectos do processo inflamatério, com eficacia
comparavel ao corticoide dexametasona na reversao do estado inflamatério. Os
autores sugeriram que as propriedades anti-inflamatérias e antiproliferativas
observadas podem ser atribuidas a presenga de sesquiterpenos neste oleo
(Brandenburg, 2020).

Entre os constituintes sesquiterpénicos identificados no BDO destaca-se o
nerolidol, que possui quatro formas isoméricas diferentes (Figura 3), reconhecido
como um dos principais componentes (Chan et al.,, 2016; Russo, 2011). Este
composto demonstrou possuir propriedades sedativas e é encontrado em niveis
discretos em cascas de frutas citricas, incluindo laranjas. Entre as suas atividades
farmacoldgicas e biologicas ressalta-se também a sua acdo antimicrobiana,
antibiofilme, antioxidante, ansiolitica, antiparasitaria, repelente de insetos,
antinociceptiva, anti-inflamatéria, antiulcerogénica e anticancer (Barros Silva Soares
de Souza et al., 2020; Chan et al., 2016).
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Figura 3 - Estruturas quimicas dos dois enantibmeros para isbmeros cis e trans do

nerolidol.
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Fonte: Chan e colaboradores, 2016.

Além das propriedades farmacolégicas, foi observado que ele é capaz de
aumentar a penetracao do 5-fluorouracil na pele, conforme explorado por Cornwell e
Barry (1994). Tem capacidade de se alinhar eficientemente nas lamelas lipidicas do
estrato cérneo, resultando na perturbagdo de sua organizagao (Chan et al., 2016;
Cornwell e Barry, 1994). Além disso, € importante ressaltar que o nerolidol n&o
apresentou toxicidade quando administrado a 4% em humanos, por meio de uma
aplicagao oclusiva durante 48 horas, nem apresentou propriedades sensibilizantes
em testes de maximizagcao ou em testes de contato de insulto repetido (Lapczynski
et al., 2008).

Ademais, o B-cariofileno (Figura 4), um sesquiterpeno biciclico presente no
BDO e também em outras plantas, como a Cannabis sativa L., possui uma ampla
atividade  biolégica, incluindo antioxidante, antimicrobiana, analgésica,
anti-inflamatéria e cicatrizante (Dahham et al., 2015; Gushiken et al., 2022). O
B-cariofileno foi avaliado in vivo quanto a capacidade de cicatrizacado de feridas na

pele, apresentando poder cicatrizante significativo em comparagdo com trés
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medicamentos amplamente utilizados na pratica clinica, que foram o sulfato de
neomicina (5 mg/g) + bacitracina-zinco (250 IU/g), dexpantenol 5% e colagenase
1,21U, sem mostrar toxicidade sistémica (Gushiken et al., 2022). Por ser um
fitocanabinoide, o p-cariofileno pode atuar como um agonista do receptor
canabinoide tipo 2 (CB2), que esta relacionado a inibi¢do da inflamacgao e formagéao
de edema, além de apresentar efeitos analgésicos (Baldissera et al., 2017; Basha e
Sankaranarayanan, 2016; Gertsch et al., 2008). Devido a auséncia de efeitos
psicoativos associados aos agonistas dos receptores CB2, o B-cariofileno surge
como uma perspectiva promissora enquanto substancia terapéutica, tanto para seu

uso sistémico quanto para aplicagdes topicas (Karsak et al., 2007).

Figura 4 - Estrutura quimica do B-cariofileno

Fonte: ChEBI (2021).

Um desafio significativo para o uso de B. dracunculifolia no desenvolvimento
de agentes terapéuticos topicos € a instabilidade dos compostos bioativos
presentes, como o t-nerolidol e o B-cariofileno. Devido a sua natureza hidrofdbica,
volatilidade e suscetibilidade a degradagédo, especialmente em formulagbes
aquosas para a pele, esses compostos podem perder eficacia ao longo do tempo
(Azzi et al., 2017; Chan et al., 2016; DI Giacomo et al., 2017). O nerolidol, por
exemplo, é altamente suscetivel a fotodegradacao devido as suas ligagdes duplas,
enquanto o B-cariofileno pode oxidar quando exposto ao ar, formando produtos

alergénicos, como o oxido de cariofileno (Skold et al., 2006).

Esses desafios ressaltam a importdncia de estratégias para aumentar a

estabilidade e a biodisponibilidade desses compostos em formulag¢des topicas. Uma
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dessas estratégias é o uso de nanotecnologia, como as nanoemulsdes, que podem
proteger os compostos bioativos e melhorar sua entrega na pele, oferecendo uma

solucao promissora para o desenvolvimento de terapias mais eficazes.

2.4 NANOEMULSOES

As nanoemulsdes emergem como sistemas inovadores e promissores para a
entrega de Oleos essenciais, especialmente no contexto de suas aplicagbes
terapéuticas. A natureza hidrofébica e volatii dos oleos essenciais, como os
compostos encontrados no BDO, muitas vezes resulta em instabilidade e baixa
solubilidade em formulagcbdes aquosas, comprometendo sua eficacia. Nesse cenario,
as nanoemulsdes oferecem uma solugao eficaz ao incorporar esses 6leos em uma
matriz emulsionada, o que nao apenas melhora a estabilidade, mas também a
biodisponibilidade dos principios ativos, reduz a volatilidade e a toxicidade (Cimino et
al., 2021; Pavoni et al., 2020).

Uma emulsao é definida como uma combinagao de dois ou mais liquidos que
nao se misturam naturalmente, na qual a fase dispersa, composta por goticulas, se
encontra dispersa de maneira homogénea em toda a fase continua. Este sistema
possui como caracteristica tipica o aspecto leitoso e é classificado como um
sistema coloidal (Naseema et al., 2021). As nanoemulsdes, por sua vez, se
distinguem por sua escala nanométrica, apresentando uma aparéncia transparente
ou translucida, com o diametro das goticulas variando entre 20 e 200 nanémetros
(Barradas e Holanda e Silva, de, 2021; Tadros et al., 2004). Essas nanoemulsdes
sao sistemas coloidais termodinamicamente instaveis, constituidas por duas fases
imisciveis de 6leo e agua, estabilizadas por uma camada interfacial de surfactante,
que desempenha um papel crucial na diminuicao da tenséo interfacial (Barradas e
Holanda e Silva, de, 2021).

O processo de estabilizagdo das nanoemulsdes reduz a energia de

cisalhamento necessaria para diminuir o raio de curvatura das goticulas formadas
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(Leong et al., 2009). A escolha do surfactante é determinante, influenciando
diretamente propriedades essenciais da nanoemulsdo, como o diametro das
goticulas, a estabilidade do sistema e sua biocompatibilidade, aspectos que séo
fundamentais para a eficacia e segurangca das formulagdes (Azeem, Rizwan,
Ahmad, F., et al., 2009). Os surfactantes utilizados em nanoemulsdes podem ser
classificados em diferentes categorias, como idnicos (catidnicos e aniénicos) e nao
idbnicos, sendo estes amplamente preferidos devido a sua menor toxicidade e maior
biocompatibilidade, caracteristicas essenciais para aplicacbes cosméticas e

farmacéuticas (Hoeller, Sperger e Valenta, 2009).

Surfactantes nao ibnicos, como os ésteres de polioxietileno (polissorbatos),
ésteres de poliol (como os ésteres de acido graxo de sorbitano), e poloxameros (por
exemplo, polaxamero 188), sdo amplamente utilizados em nanoemulsdes devido a
sua capacidade de formar sistemas estaveis (Cortés et al., 2021; Tadros, 2013).
Além disso, a escolha de um surfactante nao i6nico adequado garante a
estabilidade fisica a longo prazo da nanoemulsao, prevenindo a coalescéncia das
goticulas e mantendo a integridade do sistema ao longo do tempo (Lawrence e
Rees, 2000). Apesar das vantagens dos surfactantes nao ibnicos na estabilizagao
de nanoemulsdes, esses compostos podem apresentar diversas limitagbes que
podem comprometer a eficacia e a seguranga das formulagdes. Um dos principais
problemas dos polietilenoglicois (PEG) é a toxicidade e irritagdo que podem causar,
especialmente em aplicagbes tépicas (Bruusgaard-Mouritsen, Johansen e Garvey,
2021; Lémery et al., 2015; Zesch, 1988).

Nos Uultimos anos, o desenvolvimento de novos surfactantes tém se
concentrado em melhorar a seguranga e a biodegradabilidade das formulagdes,
especialmente em aplicagbes farmacéuticas e cosméticas (Cedrola et al., 2024; De
et al., 2015; Saxena e Mandal, 2022). Essa mudanca de paradigma reflete a
crescente demanda por sustentabilidade, buscando reduzir o impacto ambiental e
atender ao interesse dos consumidores por produtos mais seguros e ecologicamente
corretos. Em particular, ha um movimento em direcdo a formulagdes sem PEG, que

sdo mais alinhadas com essas expectativas (Nagtode et al., 2023).
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Surfactantes de origem natural, como os alquil poliglucosideos (APG), vém
ganhando destaque por sua alta biocompatibilidade, seguranca e sustentabilidade
ambiental (Pantelic e Cuckovic, 2014). Derivados de agucares e alcoois graxos, 0s
APG séao surfactantes nao iénicos eficazes na formacédo de nanoemulsdes estaveis,
tornando-se uma alternativa promissora aos surfactantes sintéticos tradicionais
(Mohamad Shahripoddin, Salim e Ahmad, 2021). Compostos por uma porgao
sacaridica hidrofilica e uma cadeia alquila hidrofébica, sao obtidos de fontes naturais
como Oleo de coco/palmiste e glicose de milho, o que lhes confere um excelente
perfil ecotoxicologico e alta biodegradabilidade (Geetha e Tyagi, 2012; Johnson et
al., 2021). Devido as suas propriedades de umectagdo, redugcdo da tensao
superficial, tolerancia a eletrdlitos, eles sdao amplamente utilizados em diversas
aplicagbes, incluindo detergentes, emulsificantes cosméticos e agentes
farmacéuticos (El-Sukkary et al., 2008; Geetha e Tyagi, 2012). Além de serem
compativeis com formulagdes livres de sulfatos e PEG, caracteristicas valorizadas

em cosméticos eco-friendly (Rastogi, 2021; Rybinski, von e Hill, 1998).

Entre os APG, o coco-glicosideo (glicosideo de alcool graxo C8-16) se
destaca como surfactante primario ou cosurfactante em produtos de limpeza
cosmeética, devido a sua seguranga ocular e dermatoldgica, além de suas
propriedades espumantes, baixa penetracdo nas camadas epidérmicas e dérmicas,
boa biodegradabilidade, molhabilidade, seguranga e capacidade de limpeza (Keck
et al., 2014; Nunes et al., 2020; Pantelic e Cuckovic, 2014; Savic et al., 2014).
Dessa forma, os APG, como o coco-glucosideo, emergem como alternativas viaveis
e seguras em formulagdes livres de sulfatos e PEG, reforcando seu papel em

produtos ecologicamente responsaveis.

A estrutura molecular dos APG, com um grupo polar de glicose e um grupo
nao polar de alcoois graxos (Figura 5), permite a criagcdo de uma barreira estérica
qgue previne a coalescéncia, aumentando a estabilidade das formulagdes (Oliveira e
Mei, 2009). A versatiidade dos APG na formulagdo de nanoemulsbes, €
especialmente relevante considerando os métodos de obtencdo dessas emulsoes,

cujo sucesso depende da escolha adequada dos surfactantes e da técnica utilizada
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para gerar goticulas de diametro nanométrico. Métodos como homogeneizagao de
alta pressao, inversao de fase, microfluidizagao e ultrassonicagdo sao empregados
para a obtengao de nanoemulsdes, sendo a ultrassonicacdo uma das mais eficazes
em pequena escala (Naseema et al.,, 2021). O processo funciona por meio da
agitacdo molecular causada pelas ondas sonoras, promovendo a disperséo da fase
oleosa na fase aquosa e a quebra das goticulas em diametros submicrénicos, o que

contribui diretamente para a estabilidade do sistema (Li e Fogler, 1978).

Figura 5 - Estrutura molecular dos APG

OH

R = grupo alquil, DP = numero médio de unidades de glicose

Fonte: Adaptado de Savic (2014)

As nanoemulsdes tém se destacado como uma alternativa promissora para a
encapsulacdo de 6leos essenciais, oferecendo uma série de vantagens em
comparagao com emulsdes convencionais. Esses sistemas podem ser aplicados
em diversas formas farmacéuticas, como liquidos, sprays, cremes, géis, aerossois e
espumas (Singh et al., 2017). Entre as principais propriedades das nanoemulsoes,
destacam-se: o aprimoramento da estabilidade da formulagao, resultando em maior
vida util; o aumento na solubilidade de ativos pouco soluveis em formulagbées
aquosas; e uma area superficial ampliada para o ativo, o que otimiza sua
biodisponibilidade. Além disso, as nanoemulsdes tém a capacidade de dispersar
fracamente a luz, conferindo transparéncia a formulagdo, e apresentam fluidez

elevada, facilitando a dispersao eficaz sobre a pele. Esses sistemas também
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possibilitam o controle da liberacdo de compostos bioativos, além de melhorar as
propriedades sensoriais da formulagdo (Choi e McClements, 2020; Fuentes et al.,
2021; Naseema et al., 2021).

As nanoemulsdes sao especialmente uteis no tratamento de feridas dificeis
de cicatrizar, pois superam as limitacdes das terapias tradicionais. Tratamentos
convencionais com antibiéticos, antimicrobianos e medicamentos tdpicos, por
exemplo, apresentam baixa penetragdo em camadas mais profundas da pele e risco
de resisténcia bacteriana quando usados prolongadamente (Gao et al., 2018).
Diante desses desafios, as hanoemulsdes e outras estratégias nanotecnoldgicas se
destacam por proporcionar uma liberacdo controlada e constante dos ativos em
concentragdes ideais, o que melhora a biodisponibilidade e o perfil farmacocinético,
reduzindo a necessidade de reaplicagdes (Kolimi et al., 2022; McClements e Jafari,
2018; Mofazzal Jahromi et al., 2018).

A estrutura das nanoemulsdes, com goticulas menores, aumenta a area de
contato dos principios ativos sobre a ferida. Isso facilita a interagcdo com as células
locais, promovendo um efeito sinérgico dos compostos aplicados e resultando em
uma agao mais eficaz (Chhabra et al., 2023; Gupta et al., 2016). Além disso, ao
evitar o metabolismo de primeira passagem, essas formulagbées minimizam efeitos
adversos comuns na terapia oral, promovendo maior adesdo ao tratamento
(Chhabra et al., 2023; Puglia et al., 2010)

O potencial das nanoemulsées como veiculos eficazes para agentes de
cicatrizagdo de feridas foi demonstrado em estudos. Um exemplo € o trabalho de
Parisotto-Peterle et al. (2020), que desenvolveu uma nanoemulsao de S-cariofileno,
e um hidrogel contendo essa nanoemulsao, avaliando o perfil de permeacao in vitro

e a atividade cicatrizante in vivo (Parisotto-Peterle et al., 2020).

A nanoemulsdo foi composta por uma fase oleosa contendo 10,0% (m/m) de
B-cariofileno e 1,0% (m/m) Span 80°, além de uma fase aquosa composta por 1,0%
(m/m) de Tween 20° e agua purificada. Essa formulagdo foi obtida por

homogeneizagdo de alta pressédo, enquanto o hidrogel foi formulado através de
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disperséo direta com 1,5% (m/m) de hidroxietilcelulose. Ambas as formulagbes
foram caracterizadas por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), analisando o
diametro das gotas, indice de polidispersdo (Pdl) e potencial zeta (PZ)
(Parisotto-Peterle et al., 2020).

Os resultados mostraram que as formulagdes apresentaram didmetro de gota
proximo de 280 nm, PdI inferior a 0,2, PZ negativo em torno de -30 mV e um
elevado teor de B-cariofileno (entre 72 e 80%), mantendo a estabilidade por até 60
dias. A permeacgao cutanea, avaliada em células de Franz com pele de orelha de
porco, revelou que o B-cariofileno isolado ndo conseguiu atravessar o estrato
cérneo, enquanto a nanoemulsificacdo facilitou essa permeagao. Em modelos de
ferida dorsal em roedores, observou-se que o tratamento com o hidrogel contendo a
nanoemulsao resultou em um fechamento mais rapido da ferida, evidenciado pela
reducdo da area de superficie e pela contragao da ferida, destacando seu efeito
anti-inflamatério. A analise histolégica realizada no 12° dia pds-lesao indicou que o
hidrogel apresentou resultados comparaveis aos do grupo controle positivo
(Dersani®), demonstrando sua eficacia no reparo do tecido cutaneo. Além disso, foi
observado que a aplicacédo direta de B-cariofileno nas feridas causava irritagao, o
que nao ocorreu quando o hidrogel foi utilizado, indicando sua capacidade de

reduzir a irritagao da pele (Parisotto-Peterle et al., 2020).

A administragéo tépica de nanoemulsdées também permite a difusdo de ativos
terapéuticos através dos apéndices cutaneos, como foliculos pilosos e glandulas
sebaceas e sudoriparas, que representam rupturas na continuidade do estrato
corneo. Essas estruturas oferecem uma via adicional para a entrega de compostos
bioativos diretamente nas camadas mais profundas da pele. Esse mecanismo &
especialmente util no tratamento de feridas superficiais, como arranhdes, raspagens
ou cortes, que danificam a epiderme e parte da derme subjacente, mas preservam
os foliculos capilares e as glandulas sudoriparas intactos (Bornes et al., 2021,
Kakadia e Conway, 2022).

O didmetro das particulas influencia a penetracdo nos foliculos, pois

particulas menores alcangam maiores profundidades, enquanto particulas maiores
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tém alcance limitado. O acumulo de substancias no foliculo pode proporcionar uma
liberagado continua e controlada do ativo ao longo do tempo (Liu et al., 2023). Os
foliculos alcangcam uma profundidade de até 1000 ym na derme, criando uma
superficie tridimensional de contato com a pele, oferecendo uma area ampla o
suficiente para garantir a absor¢do eficaz de substédncias que promovem a

regeneracgao e reparo da pele (Zhou et al., 2021).

Um exemplo pratico do uso dessa via de entrega foi demonstrado na
pesquisa de Dahmana et al. (2021), que investigou nanomicelas poliméricas para
liberar espironolactona, um antagonista do receptor mineralocorticoide que evita a
ligagdo de glicocorticoides e, assim, potencialmente acelera a cicatrizagao.
Desenvolvido especificamente para otimizar a recuperacdo de feridas de
cicatrizagdo lenta e tratar condigbes cutaneas relacionadas a androgenos, o
sistema encapsulou espironolactona em nanomicelas com um copolimero derivado
do poli(etileno glicol) e do acido poli(lactico) (mPEG-dihexPLA), resultando em
particulas com didmetro médio de 21 nm e Pdl de 0,2, caracterizados por DLS. A
avaliacdo da penetracéo folicular, realizada em pele suina utilizando células de
difusdo de Franz, evidenciou que a deposicdo de espironolactona foi cinco vezes
maior nas areas com unidades pilossebaceas (PSU) em comparagédo com amostras
sem essas estruturas. Esse direcionamento efetivo aos foliculos pilosos reforca o
papel dessas estruturas como vias promissoras para melhorar a eficacia dos
tratamentos topicos, especialmente para cicatrizagédo de feridas (Dahmana et al.,
2021). Nesse contexto, os foliculos pilosos desempenham um papel importante na
melhoria da absorcao dos ativos, oferecendo uma via significativa para a entrega
eficaz de tratamentos topicos (Kakadia e Conway, 2022; Meidan, Bonner e
Michniak, 2005).

Portanto, as nanoemulsées sao sistemas altamente eficazes para a liberagao
de ativos, apresentando vantagens significativas no desenvolvimento de
formulagdes. Elas oferecem notavel estabilidade e melhoram a biodisponibilidade
de compostos bioativos, como O6leos essenciais, destacando-se como uma

alternativa viavel para a liberagdo de ativos, especialmente no tratamento de
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condicbes relacionadas a cicatrizacdo da pele. Além disso, o direcionamento
dessas nanoemulsdes para os foliculos pilosos representa uma abordagem
inovadora, permitindo uma penetragdo mais profunda e eficaz dos principios ativos.
Essa via de entrega ndo apenas potencializa a absor¢do dos compostos, mas
também oferece uma liberagao controlada, o que pode ser particularmente benéfico
para tratamentos que visam o reparo da pele em feridas e outras condigcbes

dermatoldgicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi analisar a atividade do BDO em relagéo a

migracao celular e desenvolver nanoemulsdes inovadoras a base deste 6leo para

aplicagdes topicas, com foco em surfactantes APG livres de PEG, avaliando suas

propriedades fisico-quimicas e potencial de irritagao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)

O objetivos especificos deste trabalho incluem:

Avaliar a citotoxicidade do BDO in vitro em fibroblastos;

Analisar a taxa de migracéao celular induzida pelo BDO utilizando a técnica de
Scratch Assay;

Desenvolver nanoemulsdes contendo o BDO;

Caracterizar as nanoemulsdes desenvolvidas quanto ao pH, didmetro
hidrodinamico médio, Pdl, PZ e condutividade;

Determinar os teores de B-cariofileno e t-nerolidol no BDO e na nanoemuls&o
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

Realizar a caracterizagdo das nanoemulsdes por Espectroscopia Raman e
Espectroscopia de Infravermelho (1V);

Avaliar a tensao superficial do surfactante em diferentes pH;

Investigar o potencial de irritagdo ocular do BDO e das nanoemulsdes por
meio do teste na Membrana Corioalantoica de Ovo de Galinha (HET-CAM).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DO BDO IN VITRO

4 1.1 Cultura de células

O teste de viabilidade celular foi realizado pelo método descrito por Mosmann,
empregando o] ensaio colorimétrico com brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol)-2,5-difeniltetrazolio (ensaio MTT) (Mosmann, 1983). Células de
fibroblastos de pele humana normal (CCD1059Sk) foram cultivadas em meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Vitrocell-Embriolife, Sao Paulo, Brasil)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab, Sdo Paulo, Brasil) e 1%
de antibiéticos (100 Ul/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina). As células
foram mantidas em frascos de cultura a 37°C em atmosfera umidificada de 95% de

ar e 5% de didxido de carbono (CO,) até atingir 80% de confluéncia.

4.1.2 Preparagao das células

Apods o crescimento celular, o meio de cultura foi removido e as células foram
lavadas duas vezes com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS). Em seguida,
as células foram incubadas com 1000 pL de solugdo de tripsina por 5 minutos para
descolamento das células. Apds, a tripsina foi neutralizada com DMEM, e a
suspensao celular foi recolhida e centrifugada a 100 xg por 4 minutos. O
sobrenadante foi descartado, e as células foram ressuspendidas em DMEM. Uma
diluicdo celular de 1:20 foi realizada, e a contagem celular foi feita em uma camara
de Neubauer para determinar a densidade celular. As células foram semeadas em
placas de cultura de 96 pogos, com uma densidade de 5 x 10® células por pogo. As
placas foram entdo incubadas por 24 horas para permitir a adesao das células a

superficie do poco.
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4 1.3 Teste de citotoxicidade

O BDO foi primeiro solubilizado em 1,25% de DMSO e agua (20 mg/mL). As
células foram tratadas com solugdes do 6leo em concentragdes variadas (500 — 3,9
Mg/mL, em quadruplicata) preparadas por dilui¢des seriadas. Solu¢gées de DMSO de
concentracdes variadas foram utilizadas como controles de solvente para cada
concentracdo do oleo testado. Também foram utilizados meio de cultura (DMEM)

sem amostra (controle negativo) e DMSO 2% (v/v) (controle positivo).

Apbs 48 horas de incubagao, o meio de cultura foi removido e substituido por
100 pL de solugéo de MTT (0,5 mg/mL), seguido de incubagao por 4 horas a 37°C.
Apds a incubacao, a solucdo de MTT foi removida e os cristais de formazan foram
solubilizados em 100 uL de solugdo de isopropanol. A absorbancia foi medida num
leitor de microplacas a 570 nm e a viabilidade celular a 645 nm foi calculada em
relacdo ao controle negativo, considerada como 100% de viabilidade celular. As
porcentagens de viabilidade celular para células tratadas com 6leo essencial em
diferentes concentragbées foram determinadas por regressao nao linear utilizando
GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados sio

apresentados como média * desvio padréo (DP).

4.2 AVALIACAO DA TAXA DE MIGRACAO CELULAR DO BDO IN VITRO (Scratch

assay)

Para avaliar o efeito in vitro do 6leo essencial em diferentes concentracdes na
migracao celular de células de fibroblastos dérmicos humanos (CCD1059Sk), foi
empregado um modelo experimental baseado no teste de scratch. Inicialmente, as
células foram submetidas a tripsinizacéo e centrifugacéo (100xg por 4 minutos). O
meio foi descartado e as células foram ressuspendidas em DMEM para contagem
celular. Posteriormente, 3,5 x 10° células/pogo foram inoculadas na placa de 24

pocos e permaneceram por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, até
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atingirem aproximadamente 100% de confluéncia por pogo. Apds esse periodo de
adesao celular, uma ferida artificial e uniforme foi criada em cada pogo utilizando
uma ponta de pipeta estéril de 200 pL. Os pogos foram lavados duas vezes com
PBS para remover células desprendidas, e o meio de crescimento foi substituido por
meio fresco contendo o 6leo essencial a 500 e 250 ug/mL. Além disso, também
foram realizados controles negativos utilizando DMSO 2% e controle de células

apenas com o meio de cultura.

Os pocos foram fotografados no tempo zero (TO) para registrar a condigao
inicial da ferida utilizando um microscépio invertido equipado com um sistema de
captura de imagem. Posteriormente, a placa foi incubada a 37°C em uma atmosfera
de 5% de CO, por periodos de tratamento de 24, 48 e 72 horas. As fotografias foram
capturadas em intervalos de tempo pré determinados para monitorar a migragao
celular ao longo do tempo. Por fim, as imagens foram analisadas utilizando o
software ImageJ® (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) e as taxas de

fechamento das feridas foram calculadas utilizando a equacéo 1:

%F = ——x100 (1)

Onde A, representa a area inicial da ferida e A, é a area da ferida apés cada

intervalo de tempo.

4.3 CONSTRUGAO DO DIAGRAMA DE FASES TERNARIO

O diagrama de fases ternario € uma ferramenta util para determinar a melhor
combinacdo de agua, 6leo e surfactante em uma mistura ternaria (Dhoot et al.,
2018). Este processo foi conduzido utilizando uma metodologia de titulagao
volumétrica descrita anteriormente (Barradas et al., 2015). O BDO serviu como fase
oleosa. O surfactante ndo idnico foi selecionado devido ao seu perfil de tolerancia
para uso tdpico, pois € considerado mais seguro e menos toxico do que os

surfactantes idnicos (Azeem, Rizwan, Ahmad, F. J., et al., 2009). Neste contexto,
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optou-se pelo uso do Plantacare® 818 (Coco-Glucoside), glicosideo de alcool graxo
C8-16, numero CAS 141464-42-8, que foi gentilmente doado pela BASF, Brasil.
Diferentes propor¢des de surfactante:6leo foram produzidas de 1:9 a 9:1 (m/m).
Vale ressaltar que a amostra de P818 utilizada neste estudo continha 47-49% de
agua, sendo considerado uma mistura de P818 em 51-53% em peso, segundo o

fabricante.

A variagdo na relagdo oleo:surfactante foi analisada macroscopicamente
através da observacao visual das fases e da variagdo da estabilidade (isto é,
formagdo de creme ou separacdo de fases) apds cada titulagdo. As formulagcbes
foram classificadas em macroemulsbes cremosas, macroemulsdes liquidas e

microemulsdes para aquelas com aspecto translucido e sem separacao de fases.

4.4 PREPARO DAS NANOEMULSOES

Com base nos dados obtidos no diagrama de fases, quatro formulagdes
promissoras contendo o BDO foram selecionadas (Tabela 1) de acordo com sua
aparéncia macroscopica translucida para processamento no processador
ultrassonico (Ultrasonics®, Newtown, EUA). Inicialmente, o oleo essencial foi
pesado em um frasco, enquanto, em outro recipiente, a agua e o surfactante foram
misturados. Apds uma homogeneizagao inicial para misturar os componentes, a
emulsdo grosseira foi processada em processador ultrassénico por 3 minutos, a

90% de amplitude sob banho de gelo.
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Tabela 1 - Calculo da quantidade de constituintes em porcentagem (%) das

formulagdes selecionadas

Formulagao Surfactante Oleo essencial
F1 18% 18%
F2 18% 9%
F3 14% 14%
F4 14% 7%

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2024).

O pH das formulagdes foi medido em triplicata a temperatura ambiente por
meio de um medidor de pH (PG2000, GEHAKA, Sao Paulo, Brasil). A formulagao
F1 (pH 11,5), foi selecionada para ajuste de pH com &cido citrico a 20%, resultando
em F1 com pH ajustado de 6,5 (F1 (pH 6,5)). A escolha de F1 baseou-se em seu
maior teor de Oleo essencial, caracteristica que pode potencializar os efeitos

terapéuticos da formulagao.

45 CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES E DETERMINACAO DE
TRANS-NEROLIDOL E B-CARIOFILENO NO BDO

4.5.1 Diametro hidrodinamico médio, indice de Polidispersdo (Pdl), Potencial Zeta
(PZ) e Condutividade

Para analise de PZ e medicbes de condutividade, as amostras foram
colocadas em células eletroforéticas no dispositivo Zetasizer, Nano Series (Nano-ZS,
Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). A analise do didmetro hidrodinamico
médio das gotas e Pdl por DLS foi realizada em temperatura ambiente (25°C) apds
diluicdo 1:100 das formulagdes em agua destilada, em cubeta de quartzo de 5 mL

utilizando Zetasizer, Dispositivo Nano Series (Nano-ZS, Malvern Instruments,
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Malvern, UK) para obter informacdes do didmetro e distribuicdo das goticulas
dispersas. Os valores obtidos correspondem a média + desvio padrao de trés
medidas de cada formulagdo. As medi¢gdes do didmetro hidrodinamico médio e do
Pdl foram realizadas para todas as amostras de nanoemulsdes obtidas (F1, F2, F3 e
F4) imediatamente apds seu processamento. O estudo de estabilidade incluiu
medig¢des aos 7, 14, 21, 28, 45, 60 e 90 dias para as formulagées F1 (pH 6,5) e F1

(pH 11,5) mantidas em temperatura ambiente.

E importante ressaltar que, devido a concentracéo dos sistemas, estes foram
previamente diluidos antes das leituras. Isso foi realizado para evitar possiveis
interferéncias decorrentes de interagbes micelares, que poderiam comprometer a
precisdo das medi¢cdes e a interpretacdo dos resultados, conforme sugerido por

Lawrence e Rees (2000).

As analises de coalescéncia e maturacido de Ostwald foram realizadas para
entender o impacto do processo de desestabilizagdo nas nanoemulsdes. Para isso,
foram construidos graficos que permitiram observar a relagdo entre o tempo e o raio
das gotas. Um coeficiente de determinacdo (R?) superior a 0,9 indica um ajuste
linear satisfatorio, o que significa que as gotas estdo mudando de tamanho de forma

previsivel ao longo do tempo.

A taxa de coalescéncia foi quantificada com base na equagao proposta por
Musa et al. (2017), que relaciona o tempo e o raio da gota através da seguinte

equacao 2:

1/7‘2 = 1/r§ — (8/3)wt (2)

Onde 'r' representa o raio médio apds um intervalo de tempo especifico, 'w' é
a frequéncia de quebra por unidade de area do filme e 'ry' € o valor inicial em t = 0.
Assim, a taxa de coalescéncia é determinada construindo um grafico de 1/r> em

funcdo do tempo, esperando uma relacgéao linear (Musa et al., 2017).

Além disso, de acordo com a teoria de Lifshitz, Slyozov e Wagner (Lifshitz e

Slyozov, 1961), é prevista uma relagdo linear entre r* e o tempo de armazenamento.
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Esta teoria € expressa pela seguinte equagao 3:

w = dr’/dt = 8/9(C(e)YV, D/pRT] (3)

Nesta equacao, 'w' representa a frequéncia de quebra por unidade de area do
filme, 'r' é o raio médio da gota ao longo do tempo, 't' é o tempo de armazenamento
em segundos, 'C(«)"' é a solubilidade da fase dispersa, 'V,,' € o volume molar da fase
interna, 'D' é o coeficiente de difusdo da fase dispersa na fase continua, 'p' é a

densidade da fase dispersa, 'R' € o gas constante e 'T' € a temperatura absoluta.

4.5.2 Determinagdo dos teores de nerolidol e p-cariofleno no BDO e na

nanoemulsao por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A quantificacdo de -cariofileno e nerolidol no 6leo essencial e nas
nanoemulsdes realizada por CLAE seguiu o método previamente validado por
Nogueira e colaboradores (2023) com adaptagbes. Foi utilizado o equipamento
modular de CLAE (Waters®, Milford, Massachusetts, EUA) composto por uma bomba
binaria (Waters®1525), um detector de arranjo de diodos (DAD) (Waters®2998) e um
injetor automatico (Waters®2707). Os dados foram processados utilizando o software
Empower®3 (Waters®, Milford, Massachusetts, EUA). Foi utilizada uma coluna de
fase reversa C18 (Promosil, Agela Technologies®, Torrance, Califérnia, EUA, 4,6 x
150 mm, 5 ym). A fase movel foi composta por uma mistura de acetonitrila grau
CLAE (J.T. Baker, México) e agua purificada em sistema Milli-Q (Millipore®) com
0,1% de acido acético glacial grau CLAE (Dinamica®, pureza de 99,7%). Todos os
solventes foram previamente filtrados em membrana PVDF de poro 0,45 uym e
diametro de 47 mm com o auxilio de um sistema acoplado a bomba de vacuo e

degaseificados durante 15 minutos com o auxilio de banho de ultrassom.

As amostras foram analisadas em sistema de elui¢ao isocratico de acetonitrila
e agua acidificada com 0,1% de acido acético (85:15 v/v), sob fluxo de 1 mL/min,

com volume de injecdo de 20 yL em comprimento de onda de 210 nm. Os padrbes
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analiticos de B-cariofileno (pureza = 98%, Sigma-Aldrich) e nerolidol, mistura do cis e
trans (pureza = 98%, Sigma-Aldrich) e o BDO, obtido comercialmente do fornecedor
Fazenda Terramami, (Silveiras, Sao Paulo, Brasil) e gentiimente doado pela
Amantikir Origem Natural (Sdo Lourengo, Minas Gerais, Brasil), foram diluidos em
acetonitrila até a concentragdo de 1 mg/mL. Todas as solu¢gbes de padrbes e
amostras foram filtradas em filtros PVDF de 0,45 um acoplados as seringas. Curvas
de calibracédo foram preparadas a partir de solugdes padrao (7,8 ug/mL a 1 mg/mL)
para quantificagdo, e os resultados foram expressos em miligramas de nerolidol e
B-cariofileno por mililitro de BDO. A identificacdo dos compostos presentes no BDO
foi feita por comparacdo dos tempos de retencdo obtidos das amostras e dos

padrdes analisados nas mesmas condi¢cdes e pelos espectros de absorgao obtidos.

4.5.3 Determinagdo dos teores de nerolidol e p-cariofileno por CLAE nas

nanoemulsées

Para analisar a reprodutibilidade do processo de preparagao da formulacgao,
foram quantificados os teores de B-cariofileno e nerolidol nas formulagdes, seguindo
a metodologia CLAE descrita anteriormente (tépico 4.4.2). Nanoemulsdes (n=3)
foram diluidas em acetonitrila para concentragdo de 5 mg/mL. Para a quantificagéo
de nerolidol e B-cariofileno nas formulagdes, foram elaboradas curvas de calibragao
a partir de solugdes padrédo em diferentes concentragbes de 7,8 a 1000 pg/mL
utilizando os padrdes B-cariofileno (pureza = 98%, Sigma-Aldrich) e nerolidol,

mistura do cis e trans (pureza = 98%, Sigma-Aldrich).

4.5.4 Espectroscopia Raman e espectroscopia infravermelha com transformada de
Fourier (FTIR)

Para investigar possiveis alteragdes na interagdo quimica entre o surfactante

e o 6leo essencial nas formulagcbes em diferentes pH, foram realizados espectros de
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Raman e infravermelho. Os espectros de Raman foram adquiridos utilizando um
espectrometro Raman interferométrico Bruker RFS 100, com comprimento de onda
de excitacdo de 1064 nm. O instrumento é equipado com um detector de germéanio
resfriado por nitrogénio liquido. As medigdes foram feitas com 512 acumulagdes,

resolugao espectral de 4 cm™ e poténcia do laser ajustada para 200 mW.

Os espectros infravermelhos foram obtidos utilizando um espectrometro
Bruker FTIR modelo Vertex, acoplado a um acessoério de refletancia total atenuada
de diamante (ATR). Os espectros foram acumulados ao longo de 128 varreduras

com resolucao espectral de 4 cm™.

4.6 TENSAO SUPERFICIAL

Para investigar possiveis mudangas na organizagao da estrutura molecular do
surfactante P818 em dois niveis de pH diferentes (ou seja, 6,5 e 11,5), a tensao
superficial foi medida em duplicata para duas solugées de APG a 20% em peso
(20% P818 em pH 6,5 € 20% em peso P818 em pH 11,5) em um intervalo de 1 a 900
segundos usando um tensidémetro de analise de perfil de gota PAT1 (SINTERFACE
Technologies, Alemanha) em temperatura ambiente. Gotas de 6leo foram formadas

na ponta do capilar e inseridas em uma cubeta cheia de agua ultrapura.

4.7 AVALIAGAO DO POTENCIAL DE IRRITACAO PELO TESTE COM MEMBRANA
CORIOALANTOICA DO OVO DE GALINHA (HET-CAM)

Ovos de galinha fertilizados foram selecionados e incubados sob rotacdo a
37,5°C por 8 dias. Ap6s este periodo, ovos nao viaveis foram identificados por meio
de ovoscopia e descartados. Os ovos viaveis foram mantidos na incubadora com a

camara de ar voltada para cima e rotacdo desativada. No décimo dia de incubacéo,
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a casca ao redor da cadmara de ar dos ovos viaveis foi cuidadosamente removida

para expor a membrana corioalantoica.

Foram preparadas as solugdes controle, que incluiram cloreto de sddio 0,9%
(NaCl pureza > 99%) como controle negativo e hidréxido de sodio 0,1 M (NaOH grau
reagente, pureza 97%), obtidos da Sigma-Aldrich Co., Ltd., como controles positivos.
Além disso, o BDO puro e BDO:azeite de oliva (1:1), juntamente com as formulagdes
F1 (pH 6,5) e F1 (pH 11,5), foram aplicados diretamente na membrana corioalantoica
em um volume de 0,3 mL, seguindo procedimentos similares para os controles

(Luepke e Kemper, 1986).

Apos a aplicagado das solugbes, a integridade e a resposta da membrana
foram visualmente avaliadas durante um periodo de 300 segundos. As reagdes
foram pontuadas de acordo com o tempo de aparecimento de cada efeito,
hemorragia, lise e coagulagao, seguindo critérios pré-definidos por Luepke (1985),
As pontuagdes sdo atribuidas a cada efeito observado, que somadas representam a
pontuacgéao total de irritagcdo (IS), usada para classificar as substancias em diferentes
categorias: nao irritante (0,0-0,9), irritante leve (1,0—4,9), irritante moderado
(5,0-8,9) e irritante grave (9,0-21,0). Cada experimento foi conduzido utilizando trés
ovos para cada solucéo testada (ICCVAM, 2010; Luepke, 1985).

O escore total de irritagcdo (IS) € calculado atribuindo pontuagdes especificas
com base no tempo (em segundos) em que cada reagéo aparece: se a lise ocorrer
dentro de 30, 120 ou 300 segundos, serdo dadas pontuagbes de 5, 3 ou 1,
respectivamente. Para hemorragia sdo atribuidas pontuagdes de 7, 5 ou 3, e para
coagulagao séo atribuidas pontuagdes de 9, 7 ou 5, dependendo do momento da
ocorréncia. Essas pontuagdes sado entdo somadas para obter o IS. O teste
HET-CAM ¢é considerado aceitavel se o controle negativo (NaCl 0,9%) for
classificado como nao irritante (IS proximo de 0) e o controle positivo (NaOH 0,1 M)
for classificado como altamente irritante (IS > 9), com o IS variando entre 10 e 19
(ICCVAM, 2010; Luepke, 1985).


https://paperpile.com/c/yFypL1/70lQ
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o software
GraphPad Prism 8.0° (GraphPad Inc., EUA). Os testes foram realizados em triplicata
e os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Diferentes grupos
foram comparados pelo método de analise de variancia (ANOVA), seguido de teste
de comparagbes multiplas. Foram consideradas diferengas significativas para

valores de p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CITOTOXICIDADE DO BDO

A citotoxicidade do BDO foi avaliada na linhagem ndo tumoral de fibroblastos
humanos (CCD1059Sk), utilizando o ensaio MTT para caracterizar a viabilidade
celular. Esse ensaio baseia-se na capacidade das células metabolicamente ativas de
reduzir o sal MTT, gerando cristais de formazan, um composto insoluvel de cor roxa,
cuja formacédo reflete a atividade mitocondrial das células (Mosmann, 1983). A
Figura 6 apresenta a porcentagem de viabilidade apds 48 horas de incubagado com

diferentes concentracdes de 6leo essencial.

Como esperado, as células controle em DMEM (controle negativo)
apresentaram 100% de viabilidade, enquanto o grupo tratado com DMSO 2%
(controle positivo) apresentou diminuicdo significativa da viabilidade celular,
confirmando que eram suscetiveis a substancias nocivas. Concentragées de BDO
de 500, 250 e 125 pg/mL demonstraram diferengas significativas em relagdo ao

grupo controle, mas mantendo a viabilidade celular superior a 70%.

Figura 6 - Porcentagem de Viabilidade Celular apos 48 horas de incubacao
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Resultados do MTT mostrando a porcentagem de viabilidade das células CCD1059Sk apds
tratamento com BDO por 48 h. DMSO 2% foi utilizado como controle positivo. A diferenca
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significativa entre controle e tratamentos foi determinada pelo teste estatistico ANOVA dois
fatores, seguido pelo teste de comparag¢des multiplas de Dunnett; n = 4, média £+ DP.
*(p<0,05).

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2024).

A citotoxicidade dos extratos hidroalcodlicos e etandlicos de B. dracunculifolia
foi relatada para diferentes linhagens celulares, como queratindcitos humanos
(Nok-1) e células Vero derivadas do rim do macaco verde africano (ATCC CCL-81).
Os extratos de B. dracunculifolia foram classificados como pouco citotdxicos em
concentragbes de até 7 mg/mL em células Nok-1. Além disso, o ICs da
monocamada de células Vero foi superior a 2.000 pg/mL para o extrato

hidroalcodlico (Bonin et al., 2020; Domingos Neto et al., 2023).

No entanto, pouco se sabe sobre a citotoxicidade do BDO. No estudo
realizado por Parreira et al. (2010), a atividade citotéxica do BDO foi avaliada contra
células Vero. Nenhuma citotoxicidade foi observada em concentragcdes até a dose
maxima testada de 10 pg/mL, indicando que o BDO apresenta um perfil de
seguranga em concentragdes baixas (Parreira et al., 2010). De forma similar, o
presente trabalho demonstrou que, mesmo em concentragdes mais elevadas de
BDO (500, 250 e 125 pyg/mL), as células mantiveram a viabilidade superior a 70%.
Neste contexto, este trabalho pode contribuir no avancar na compreensdo da
citotoxicidade do BDO, especialmente tendo em conta que os dados mais recentes
sobre este tema foram publicados ha anos. Os resultados obtidos fornecem dados
relevantes sobre a citotoxicidade do BDO em fibroblastos, que sao células-chave
presentes na derme e envolvidas em diversas funcbes da pele, incluindo a
cicatrizagdo de feridas (Pensalfini e Tepole, 2023). Esses dados contribuirdo para o
conhecimento sobre a seguranga do BDO, que podera ser utilizado como

ingrediente com potencial terapéutico em formulag¢des topicas.


https://paperpile.com/c/yFypL1/U2mXo+4d6kk
https://paperpile.com/c/yFypL1/VAfry
https://paperpile.com/c/yFypL1/EtiCr

49
5.2 TAXA DE MIGRACAO CELULAR DO BDO

O ensaio de scratch test € amplamente empregado para avaliar a capacidade
de células migrarem em resposta a diferentes estimulos, incluindo compostos
farmacéuticos que podem influenciar esse processo. Neste experimento, foi
observado o processo de reepitelizagdo, fundamental para a regeneragéo da pele
apés uma lesdo. A reepitelizagdo é um processo complexo que envolve 0
fechamento da ferida, sendo mediado por trés principais etapas: migracao,
proliferagdo e diferenciagcdo celular. Inicialmente, as células migram para a area
danificada para cobrir a lacuna formada pelo arranhdo. Em seguida, ocorre a
proliferacdo celular para repor as células perdidas. Finalmente, as células
migratorias se diferenciam para restaurar as fungdes da epiderme danificada. O
monitoramento desses parametros durante o ensaio de scratch fornece insights

valiosos sobre processo de cicatrizagao cutanea (Rittié, 2016).

Micrografias capturadas ao longo de 72 horas de tratamento com BDO
revelaram efeitos dose-dependentes na migracao celular e no fechamento da ferida.
Os resultados indicaram que, quando a concentragdo de BDO foi de 500 ug/mL, a
taxa de fechamento da ferida foi maior do que quando a concentragao utilizada foi
de 250 pg/mL. Isso sugere que o efeito de BDO no reparo da ferida aumenta com a

dose aplicada (Figura 7).

A migragao celular no grupo tratado com BDO a 500 pg/mL foi 1,65 e 1,53
vezes maior que no grupo controle (p < 0,05) apos 24 e 48 horas, respectivamente.
O BDO apresentou taxas de fechamento de aproximadamente 71% em 24 horas e
78% apos 48 horas e o grupo controle apresentou taxas de fechamento de 43% em
24 horas e 51% em 48 horas. No entanto, apos 72 horas, tanto o grupo controle
quanto o grupo tratado com BDO apresentaram taxas de fechamento semelhantes,

sugerindo que BDO a 500 ug/mL acelerou o reparo da pele nas primeiras fases.


https://paperpile.com/c/yFypL1/N8YW
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Figure 7 - Ensaio de migracao celular
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Gréfico e imagens representativas mostrando a migragao celular no fechamento da ferida
realizada em monocamadas de linhas celulares de fibroblastos humanos CCD1059Sk apds
tratamento com BDO a 250 e 500 pyg/mL (OE BD 250 e 500) e DMSO 2,0%. As imagens
foram capturadas nos horarios Oh, 24h, 48h e 72h. Diferengas significativas entre controle e
tratamentos foram determinadas por ANOVA de dois fatores, seguida pelo teste de
comparagdes multiplas de Dunnett (n = 3, média + DP). *p < 0,05.

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2024).

O reparo da pele envolve varios estagios, conforme previamente mencionado,

incluindo hemostasia, inflamacgao, migracao, proliferacdo e maturagao celular (Rittié,


https://paperpile.com/c/yFypL1/N8YW
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2016). Ferreira e colaboradores (2016) avaliaram o nerolidol na eficacia da
cicatrizacao de feridas in vivo, combinado com uma formulagcédo de hidrogel a base
de quitosana. Os resultados revelaram que o hidrogel incorporando 2% de nerolidol
apresentou efeitos curativos notaveis, superando a eficacia do tratamento
padrdo-ouro com colagenase de Clostridium histolyticum. A formulagdo demonstrou
reepitelizagcdo acelerada e reorganizagdo precoce do colageno ja no 7° dia de

tratamento.

Além disso, o B-cariofileno, conhecido pelos seus efeitos anti-inflamatérios e
analgésicos, mostrou ter um grande potencial na cicatrizagcdo de feridas in vitro,
promovendo o fechamento de feridas (Baldissera et al, 2017; Basha e
Sankaranarayanan, 2016; Gertsch et al., 2008). No estudo de Koyama et al. (2019),
descobriu-se que a exposi¢cao ao B-cariofileno (diluido em DMSO na concentragao
de 6 yM) aumenta a migragao celular em fibroblastos e queratinécitos cultivados de
camundongos C57BL/6. Apds 24 horas, o numero de fibroblastos foi 2,1 vezes maior
e o numero de queratindcitos foi 2,5 vezes maior em comparagdo com O grupo
controle. No entanto, esse efeito ndo foi observado em fibroblastos de camundongos
geneticamente modificados para ndo expressar o receptor CB2, sugerindo que a
ativagdo desse receptor pode ser importante para a migragéo celular (Koyama et al.,
2019). Além disso, no estudo de KK et al. (2024), o B-cariofileno foi avaliado em
fibroblastos de pele L929 a uma concentragédo de 145,3 uM, mostrando que apés 48

horas, cerca de 91,34% da area arranhada foi reepitelizada (Kk et al., 2024).

Até o momento, ndo ha registros de dados sobre o reparo da pele e
resultados de ensaios de avaliacido realizados com o BDO. Portanto, os resultados
do ensaio de scratch deste estudo ressaltam o potencial promissor do BDO na
cicatrizacdo de feridas, possivelmente devido a compostos como nerolidol e
B-cariofileno. Essas descobertas evidenciam o potencial terapéutico do BDO para
formulagdes todpicas, visando melhorar os processos de reparacdo da pele, e

indicam a necessidade de investigacdes futuras na area da cicatrizagao cutanea.


https://paperpile.com/c/yFypL1/N8YW
https://paperpile.com/c/yFypL1/uKefW+eHBAg+vACZc
https://paperpile.com/c/yFypL1/uKefW+eHBAg+vACZc
https://paperpile.com/c/yFypL1/MA5uK
https://paperpile.com/c/yFypL1/MA5uK
https://paperpile.com/c/yFypL1/Nwd5C

52
5.3 CONSTRUCAO DO DIAGRAMA DE FASES TERNARIO

O desenvolvimento de um diagrama de fases ternario fornece uma
compreensao abrangente das caracteristicas composicionais de diferentes misturas
de trés componentes e seus respectivos comportamentos de fase (Chew e
Reinhardt, 2023). Sistemas estaveis séo frequentemente selecionados pela sua
capacidade de demonstrar a eficacia do surfactante na redugdo da tensao
interfacial entre as fases aquosa e oleosa. Esses sistemas podem originar
emulsdes e microemulsbes macroscopicas, que podem apresentar-se
transparentes ou translucidas (Silva et al., 2020). Estas observagdes destacam a
influéncia das proporcdes dos componentes na estabilidade e nas caracteristicas
dos sistemas baseados em emulsbes (Jhawat, Gulia e Sharma, 2021;
Shafig-un-Nabi et al., 2007).

Os resultados obtidos no diagrama de fases ternario (Figura 8) revelaram
informagdes importantes sobre o equilibrio de agua, 6leo (BDO) e surfactante em
uma mistura ternaria, mostrando como esses componentes estao distribuidos e
interagem em diferentes proporgdes. Durante a construgdo do diagrama, as
misturas exibiram variagcdes significativas de comportamento dependendo das
proporgdes relativas de oleo, surfactante e agua. As areas delineadas no diagrama
refletem diferentes regimes de emulsdo: macroemulsdes cremosas, macroemulsdes
liquidas e microemulsées. Observou-se que sistemas contendo aproximadamente
10% de surfactante e baixas concentragbes de Oleo sdo capazes de fornecer
microemulsdes espontaneamente. Porém, a medida que a concentragcdo do 6leo
aumenta, a transparéncia do sistema diminui, refletindo uma transicdo de fase para
macroemulsdes, que podem ser classificadas como cremosas ou liquidas,
dependendo da sua viscosidade. Tal transicao pode ser provavelmente seguida por
um aumento no didmetro das gotas, capazes de dispersar a luz visivel, resultando

em um sistema opaco (Barradas et al., 2015).

Curiosamente, na regido central do diagrama s&o novamente observadas

microemulsdes, onde as concentracdes de Oleo e surfactante sdo aproximadamente
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equivalentes (variando de aproximadamente 13 a 40%), enquanto a concentragao
de agua varia de 70% a 15%. Neste ponto, a reducdo da tensao interfacial pelo
surfactante, a solubilizacdo mutua das fases e a flexibilidade do filme interfacial
permitem a formacdo de estruturas bicontinuas estaveis (De Gennes e Taupin,
1982; Lindman et al, 1989; Olsson e Wennerstrom, 1994). A regido central
representa uma zona de transicdo onde as propriedades das fases sao

equilibradas, resultando em microemulsdes estaveis e interligadas.

Figura 8 - Diagrama de fases ternario
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Diagrama de fases ternario criado usando TernaryPlot.com. Foram obtidos 99 pontos pelo
método de titulagdo com relagao oleo/surfactante variando de 1:9 a 9:1. As diferentes areas
do diagrama representam macroemulsdes cremosas, macroemulsées liquidas e
microemulsdes.

Fonte: Elaborado pela propria autora (2024).

Os resultados obtidos no diagrama de fases indicaram que as formulagdes
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localizadas proximas a regido da microemulséo, devido a sua baixa viscosidade e
aparéncia translucida, sdo as mais promissoras para processamento ultrassoénico.
Com base nessas observagdes, quatro formulagdes foram selecionadas para o
processamento por ultrassonicagao. A Formulacdo 1 contém 18% de surfactante e
18% de 6leo essencial, a Formulagcdo 2 possui 18% de surfactante e 9% de 6leo
essencial, enquanto as Formulagbes 3 e 4 apresentam 14% de surfactante com

14% e 7% de 6leo essencial, respectivamente (descrito na Tabela 1).

5.4 PREPARO DAS NANOEMULSOES

Apds o processamento ultrassénico, verificou-se macroscopicamente que
todos as quatro nanoemulsées foram obtidas com sucesso, pois passaram de
opacas a translucidas, sugerindo a formagéo de goticulas de didametro nanométrico,

corroborando com o estudo de Asadinezhad et al., 2019.

As solugdes de coco-glicosideo apresentam pH alcalino, o que € inadequado
para aplicacdes na pele (Geetha e Tyagi, 2012). Durante o desenvolvimento das
formulagbes, as andlises de pH indicaram valores proximos de 11,5 para todas as
nanoemulsdes. Esse resultado esta de acordo com a literatura, que também relata
pH superior a 8 para solugbes comerciais de APG, geralmente disponiveis em
concentragdes de 20% em peso (Beall e Sloan, 2002; Paji¢ et al., 2017; Roberts e
Sloan, 2003). A adigdo de BDO nao teve impacto significativo nos valores de pH
observados nas formulagdes. Contudo, essa condi¢ao alcalina € inadequada para
aplicagao na pele, que exige um pH entre 4,1 e 5,8 para manter a homeostase e a
permeabilidade da barreira cutanea, o equilibrio microbiano e evitar descamacgao

excessiva (Proksch, 2018).

Além disso, é importante destacar que o valor de pH esta relacionado a
diferenciagdo dos queratinocitos, bem como a producédo e funcionalidade dos
lipidios epidérmicos e do envelope lipidico dos cornedcitos (Jia et al., 2018).
Consequentemente, um desequilibrio nos valores de pH esta frequentemente

relacionado com condi¢des inflamatoérias da pele. Por exemplo, em condi¢des
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alérgicas da pele e dermatite atopica lesional, observa-se um aumento nos valores
de pH local, com uma variagao entre 0,2 e 0,3 unidades de pH em comparagéo com
a pele nao afetada. Esse pH elevado também é observado em peles secas e
envelhecidas (Eberlein-Konig et al., 2000; Proksch, 2018; Rippke, Schreiner e
Schwanitz, 2002). A normalizagdo do pH da pele através da acidificacdo via
tratamento tépico pode promover efeitos benéficos para a microbiota da pele,
reparagdao da barreira cutanea, favorecer a diferenciacdo epidérmica e reduzir a

resposta inflamatoria (Lukic ef al., 2021).

Portanto, o pH foi ajustado para proximo de 6,5 para posterior avaliagao,
utilizando acido citrico a 20%, o que levou a turbidez (Figura 9), provavelmente
devido as alteracbes nas propriedades interfaciais do APG. Foi demonstrado que o
filme interfacial constitui o principal local para a solubilizagdo da maioria das
moléculas de farmacos (EIMeshad e Tadros, 2011). Tal fenédmeno pode ter levado a
uma alteragcdo na solubilidade dos componentes do BDO, contribuindo para as
alteragdes macroscoépicas observadas como consequéncia do ajuste do pH, ou
seja, mudanga de cor do sistema liquido amarelo palido para uma amostra azulada.
As diferencas observadas no aspecto das nanoemulsdes refletem variacbes no
didmetro das goticulas; as menores, geralmente abaixo de 100 nm, tém uma
capacidade reduzida de dispersar luz, resultando em emulsdées mais claras e
transparentes. Em contraste, goticulas maiores tendem a dispersar mais luz,
aumentando a opacidade e impactando a coloragao final do sistema (Anton e
Vandamme, 2011; Solans et al., 2005). Além disso, as nanoparticulas sdo afetadas
pelo fendmeno do espalhamento Rayleigh, que indica que goticulas muito
pequenas sdo mais eficazes em espalhar comprimentos de onda de luz mais

curtos, como o azul (Santra, Shneider e Car, 2017).
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Figura 9 - Aparéncia macroscopica comparativa entre F1 (pH 6,5) e o controle F1
(pH 11,5).

Fonte: Elaborado pela propria autora (2024).

Os APG sao conhecidos como surfactantes nao ibnicos com caracteristicas
vantajosas, como extensa biodegradabilidade (Gamia et al., 1997) e excelente
compatibilidade dermatolégica (Mehling, Kleber e Hensen, 2007; Pezron, Galet e
Clausse, 1996). Além disso, eles sao considerados independentes de eletrdlitos e
de temperatura (EIMeshad e Tadros, 2011). Vale a pena notar que o componente
glicosideo €& responsavel pela solubilidade em agua das moléculas de APG
(EIMeshad e Tadros, 2011). O comportamento sensivel ao pH dos surfactantes
APG, que permanece pouco explorado na ciéncia, destaca uma area significativa
para futuras pesquisas. Compreender e aproveitar esta sensibilidade pode levar a

aplicagdes inovadoras e melhor desempenho em diversas formulacoes.
5.5 CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES

5.5.1 Diametro hidrodindmico médio, Pdl, PZ e condutividade

A anadlise do didmetro hidrodindmico médio das gotas por DLS se
fundamenta no principio do movimento browniano, no qual particulas e moléculas
de menor didmetro exibem um movimento térmico aleatorio mais rapido em
comparagao as maiores. Este fendbmeno de difusdo esta relacionado a velocidade

com a qual essas particulas se movem, sendo que as menores tendem a se difundir
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mais rapidamente do que as maiores (Bhattacharjee, 2016).

A distribuigdo do didmetro hidrodinamico meédio das gotas para as
formulagcées F1 a F4 foi analisada imediatamente apds seu preparo (tempo zero)
(Tabela 2). A distribuicdo dos didmetros médios das gotas sao apresentados nas

Figuras 10 e 11.

Tabela 2 - Didametro das goticulas em nanémetros (£DP) e Pdl (£tDP) imediatamente

apods seu processamento

Formulagao Diametro das gotas (nm) (*DP) e Pdl (*DP)
F1 (pH 11,5) 59,27 + 0,25** 0,183 £ 0,01*
F2 240,6 + 21,98* 0,625 + 0,21*
F3 55,42 + 1,19** 0,148 £+ 0,006*
F4 195,3 + 2,82* 0,327 + 0,004*

Diferencas significativas entre as formulagbes foram determinadas por ANOVA, (n = 3,
média = DP). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. Comparagdes foram feitas entre as
formulacdes F1 e F3, e entre F2 e F4.

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2024).
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Figura 10 - Distribuicdo de didmetro das gotas das formulagdes F1, F2, F3 e

F4 desenvolvidas no tempo 0.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora (2024).

As andlises estatisticas revelaram diferengas significativas nos diametros das
gotas e nos valores de Pdl entre as formulagdes. A formulacdo F1 (pH 11,5)
apresentou didmetro médio de gotas de 59,27 nm + 0,25, enquanto a formulacéo F3
apresentou 55,42 nm % 1,19, com diferenga estatisticamente significativa (p < 0,01).
Da mesma forma, ao comparar F2 e F4, F2 apresentou didametro de 240,6 nm
21,98 e F4 apresentou diametro de 195,3 nm = 2,82, também com diferenca
significativa (p < 0,05). Em relacdo ao Pdl, a formulacdo F1 teve valor de 0,179,
enquanto a formulagcao F3 teve valor de 0,148, com diferenca significativa (p <
0,05). Da mesma forma, comparando F2 e F4, F2 apresentou Pdl de 0,727 e F4
apresentou Pdl de 0,327, com diferenga significativa (p < 0,05). Estes resultados
indicam que as formulagbes nao sé diferem significativamente nos didmetros das
goticulas, mas também em termos de polidispersidade, conforme refletido pelos

valores de PdlI.

As formulagdes F1 e F3, com proporcdo surfactante:6leo de 1:1,
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demonstraram didmetros de goticulas reduzidos, menores que 60 nm, e valores de
Pdl préximos a 0,1, indicando uma distribuicdo monodispersa. A escolha do APG
P818 como surfactante atendeu com sucesso as caracteristicas desejadas para a
nanoemulsao, visto que as formulagcdes F1 e F3 demonstraram didmetros pequenos
e distribuicdo monodispersa, refletida em valores de Pdl na faixa ideal (Pdl < 0,3).
Por outro lado, as formulacbées F2 e F4, que utilizaram uma propor¢cao de
surfactante de 2:1, exibiram goticulas com didmetros maiores e valores de PdI

acima de 0,3.

Além disso, foi observada separagcao de fases macroscopica em F2 e F4
apos 7 dias, indicando instabilidade. Esta instabilidade esta diretamente ligada aos
maiores valores de Pdl observados em F2 e F4 (0,727 e 0,327, respectivamente),
que refletem uma distribuicdo mais ampla do didmetro das gotas e aumento da
polidispersidade. A distribuigdo de diametro mais ampla pode ser atribuida a
maturacdo de Ostwald, um fendmeno onde goticulas menores, com maior
solubilidade, gradualmente se dissolvem e se difundem em diregdo a goticulas
maiores (Trujillo-Cayado et al., 2020). Esta redistribuicdo leva a um aumento no
diametro médio das gotas e desestabiliza ainda mais a emuls&o ao longo do tempo
(Musa et al., 2017). A medida que as goticulas crescem, o sistema torna-se mais
suscetivel a separagao macroscopica de fases, o que foi observado como resultado
final em F2 e F4. A Figura 10 ilustra esse comportamento, com F2 e F4
apresentando distribuicdo de didmetro de gota mais ampla em comparacédo a F1 e
F3, e com diametros superiores a 100 nm, indicando um comportamento
caracteristico de amostras polidispersas, onde a variabilidade no didametro de gota &

maior.

Para situar nossos achados no contexto das pesquisas existentes,
comparamos nossos resultados com o estudo de Monteiro et al. (2023), que
investigou o impacto da relagdo surfactante:6leo nas caracteristicas de
nanoemulsdes carregadas com BDO. Neste estudo, Monteiro e colaboradores
(2023) utilizaram Polissorbato 80 como surfactante, fixado em 20% para todas as

formulagdes, com concentracbes de BDO variando entre 20,0%, 15,0%, 10,0%,
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7,5%, 5,0% e 2,5%. Os autores reportaram didmetros de goticulas variando de
13,14 a 56,84 nm e Pdl entre 0,12 e 0,35. Observou-se que formulagbes com maior
concentracdo de BDO resultaram em goticulas maiores, como na formulagcdo F1
(20% BDO e 20% Polissorbato 80) que apresentou um didmetro médio de goticula
de 56,84 nm = 0,80. Conduto, nossos resultados apresentaram comportamento
diferente. Formulagdes com maiores concentragdes de 6leo (F1: 18% e F3: 14%)
resultaram nos menores didmetros de goticulas, sugerindo que o tipo de surfactante
e as condi¢des experimentais desempenharam um papel significativo. Além disso, a
propor¢do 1:1 (surfactante:6leo) foi mais eficaz no controle do didmetro das
goticulas e do PdIl, em comparagdao com a proporgao 2:1, que foi menos eficiente.
Essa diferenca sugere que, em nossas formulagdes, uma propor¢gdo mais
equilibrada de surfactante e 6leo resultou em nanoemulsdes mais estaveis e com

goticulas menores.

Monteiro e colaboradores (2023) utilizaram uma proporgao surfactante:6leo 8
vezes maior, como observado na formulagao F6 (20,0% de Polissorbato 80 e 2,5 %
BDO). Isso sugeriu baixa estabilidade do filme interfacial e menor eficiéncia de
encapsulamento da nanoemulsdo estabilizada por Polissorbato 80. Em contraste,
0S nossos resultados com as formulagdes contendo APG indicam um
comportamento distinto. O componente agucar presente nos APG é naturalmente
mais soluvel em agua e menos soluvel em hidrocarbonetos quando comparada a
unidade correspondente de polioxietileno, tornando os APG mais hidrofilicos que
surfactantes a base de polioxietileno, como os polissorbatos. Essa diferenca de
estrutura resulta em comportamentos fisico-quimicos distintos dos APG em
sistemas 6leo-agua, em comparagao com surfactantes n&o ibnicos convencionais.
Isso influencia suas propriedades interfaciais (como interfaces agua-ar, agua-6leo e
agua-sdélido), bem como seu comportamento em solugdes, incluindo seu
comportamento de fase (Nickel, Frster e Rybinski, 2008; Rybinski, von e Hill, 1998;

Savi¢, Tamburi¢ e Savi¢, 2010).

Além disso, é relevante notar que o Polissorbato 80, com um Balanco

Hidrofilico-Lipofilico (HLB) aproximado de 15, é adequado para emulsionar 6leos de
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lipofilicidade moderada (Takamura et al., 1979). Da mesma forma, APG como
caprilil/capryl glicosideo (Plantacare® 810 UP, BASF, Alemanha) e decil glicosideo
(Plantacare® 2000 UP, BASF, Alemanha) apresentam valores de HLB semelhantes
ao Polissorbato 80, aproximadamente 15 e 13, respectivamente (Paji¢ et al., 2017).
O BDO contém constituintes lipofilicos como t-nerolidol e B-cariofileno, cada um
com valores de Log P em torno de 5,36 e 4,32, respectivamente. Esses
constituintes contribuem significativamente para a lipofilicidade geral do BDO,
influenciando potencialmente seu comportamento em formulagbes de emulsdes e
impactando a estabilidade e a distribuicdo do didametro das gotas (Chan et al., 2016;
DI Giacomo et al., 2017).

EIMeshad et al. (2011) relataram o desenvolvimento de formulacdes
utilizando surfactantes nao iénicos APG (Plantacare® 2000 UP e P818). As
emulsdes demonstraram estabilidade termodindmica, com didmetros de gotas
variando de 1,81 a 2,94 ym e baixo Pdl entre 1,13 e 2,59. Os autores observaram
que o didmetro médio das gotas das emulsdes estudadas € diretamente
proporcional ao teor de surfactante/cosurfactante e inversamente proporcional ao
teor de Oleo. A formulagdo contendo 50% de Oleo e 45% de
surfactante/cosurfactante apresentou o menor diametro médio de gota (1,81 ym),
enquanto a formulacdo com 30% de 6leo e 63% de surfactante/cosurfactante

apresentou o maior diametro médio de gota (2,97 ym) (EIMeshad e Tadros, 2011).

Essas descobertas estdo alinhadas com o estudo atual, onde as formulagdes
F1 e F3, utilizando uma proporgao de surfactante para 6leo essencial de 1:1,
também alcangaram pequenos didmetros de goticulas (<60 nm) e baixos valores de
Pdl (~0,1), indicativos de sistemas monodispersos. Em contraste, formulagdes com
maior proporgcédo de surfactante (2:1) no presente estudo resultaram em didmetros
de goticulas maiores e valores de Pdl mais elevados (> 0,3), levando a separagao
de fases macroscopicas e instabilidade. Esses resultados destacam a importancia
de otimizar a selecdo, propor¢cdes e métodos de producido de surfactantes para

obter nanoemulsoes estaveis e eficazes.

Para avaliar o didametro das gotas e o Pdl ao longo do tempo, as formula¢des
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F1 (pH 11,5) e F1 (pH 6,5) foram analisadas aos 7, 21, 28, 45, 60 e 90 dias (Tabela
3; Figuras 11 e 12). Além disso, o PZ e a condutividade foram medidos aos 0, 28,
60 e 90 dias (Tabela 4). Esta analise teve como objetivo acompanhar as alteragées

nestes parametros durante um periodo prolongado.

Tabela 3 - Didametro hidrodinamico médio das goticulas em nanémetros (xDP) e Pdl

(xDP) até 90 dias de processamento

Diametros (nm) e Pdl
Tempo
F1 (pH 11,5) F1 (pH 6,5)
59,27 + 0,25 78,75+ 0,20
0d
0,179 + 0,01 0,30 £ 0,02
59,54 + 1,48 115,40 £ 1,22
7d
0,276 + 0,02 0,25 £ 0,01
90,30 + 1,25 111,90 £ 1,73
21d
0,303 £ 0,02 0,250 + 0,01
90,44 + 0,97 115,40 £ 0,89
28d
0,366 + 0,00 0,243 £ 0,01
99,37 + 1,93 121,20 + 2,84
45d
0,373 £ 0,00 0,274 £ 0,01
116,60 £ 2,17 126,50 £ 1,35
60d
0,444 + 0,07 0,366 + 0,02
367,17 £ 15,63 124,53 + 2,26
90d
0,979 £ 0,03 0,262 + 0,004

Fonte: Elaborado pela propria autora (2024).



Figura 11 - Distribuicdo do didametro das gotas de F1 (pH 11,5) até 90 dias.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora (2024).

Figura 12 - Distribuicdo do didametro das gotas de F1 (pH 6,5) até 90 dias.
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Tabela 4 - PZ (+DP) e condutividade (xDP) ao longo de 90 dias.

PZ (mV) Condutividade (mS/cm)
Tempo
F1 (pH 11,5) F1 (pH 6,5) F1 (pH 11,5) F1 (pH 6,5)
0d -4553 +2,10 | -46,70+0,87 A 0,07 £ 0,01 0,04 £ 0,00 &
28d -40,03 £ 0,47 ** | -43,00 + 0,46 8 0,04 + 0,00 ** 0,03 £ 0,00 *®
60 d -48,23 +1,12°* | -43,80 £ 0,95 "8 0,06 + 0,00 <A 0,07 £ 0,00 <&
90d -56,73+1,21% | -51,07 £ 0,76 & 0,02 + 0,00 % 0,04 + 0,00 @8
Os dados sao apresentados como médias £ DP. As diferencas estatisticas entre as médias

foram determinadas pelo teste de faixa multipla de Tukey e comparacées multiplas de Sidak.
Médias dentro da mesma coluna seguidas por diferentes letras minusculas (a-d) sao

sig

nificativamente diferentes (p <0,05), conforme determinado pelo teste de Tukey. Médias

dentro da mesma linha seguidas de letras maiusculas diferentes (A-B) indicam diferencas

sig

nificativas (p <0,01) conforme determinado pelo teste de Sidak.

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2024).

Valores absolutos de PZ acima de 30 mV indicam de forma confiavel
estabilidade em suspensdes coloidais, pois a alta carga induz forgas repulsivas
entre as goticulas de 6leo e a nanoemulsdo, minimizando a agregagao e a
desestabilizacdo (Kulkarni et al.,, 2019). Os resultados mostraram diferengas
significativas no PZ das formulagdes nos diferentes tempos avaliados. Apenas a
formulacédo F1 (pH 6,5) ndo apresentou alteracées na PZ entre 28 e 60 dias. No
tempo 0 dias as formulagdes apresentaram valores de PZ semelhantes, porém ao
longo do tempo os valores de PZ foram diferentes quando comparamos as duas
formulagdes. A F1 (pH 6,5) tende a manter um PZ mais consistente ao longo do
tempo, enquanto F1 (pH 11,5) apresenta maior variagao. Isto indica que o ajuste do
pH é importante para a estabilidade do PZ. Apesar de utilizar o surfactante nao
ibnico (APG P818), as nanoemulsbes apresentaram PZ negativo, possivelmente
devido a adsorgao preferencial de ions hidroxila ou substancias aniénicas no 6leo
(Stachurski e MichalLek, 1996). Isto sugere que a estabilidade das nanoemulsdes

depende nao apenas do tipo de surfactante, mas também das interagcdes entre o
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surfactante e outros componentes da formulagao.

A analise estatistica revela diferengas significativas na condutividade das
formulacbes F1 (pH 11,5) e F1 (pH 6,5) em diferentes momentos. Contrariamente a
observacgao nos valores de PZ, os valores de condutividade das formulagdes foram
diferentes desde a preparacdo. F1 (pH 11,5) exibe consistentemente maior
condutividade em comparagdo com F1 (pH 6,5) em determinados periodos, mas
mostra maior variagdo ao longo do tempo. Por outro lado, F1 (pH 6,5) demonstra
condutividade mais estavel em pontos especificos, particularmente em 60 dias e 90

dias.

Os resultados mostram que a formulagao F1 (pH 6,5) manteve um didmetro
hidrodinamico médio de goticula proximo a 120 nm e um Pdl menor que 0,3 por até
90 dias, o que indica uma distribuicdo de didmetro de goticula monodispersa
altamente uniforme. Em contrapartida, F1 (pH 11,5) apresentou Pdl superior a 0,3 a
partir dos 21 dias, indicando uma transicaéo para a polidispersidade. O aumento no
Pdl sugere um alargamento da distribuicdo do didmetro das gotas, o que indica que
a nanoemulsdo em pH 11,5 é menos adequada para aplicagdes de longo prazo
devido a sua tendéncia a separagao de fases e didmetros de gotas nao uniformes.
O Pdl mais elevado em condi¢des de pH alcalino pode estar relacionado ao
aumento da coalescéncia das goticulas ou ao fendbmeno de maturagéo de Ostwald,

que se tornou mais pronunciado em ambientes menos acidos (Sun et al., 2023).

A estabilidade das nanoemulsbes depende, em grande parte, do papel
desempenhado pelos surfactantes. Esses agentes sdo responsaveis por promover
a miscibilidade entre oleo e agua, garantindo que o sistema se mantenha estavel ao
longo do tempo. Através da reducao das tensdes interfaciais e da estabilizacao
estérica da fase dispersa, o surfactante cria um filme interfacial resistente que
protege contra a coalescéncia, como descrito por Palazolo et al. (2005) e Leong et
al. (2009).

No entanto, quando o sistema apresenta baixa cobertura das goticulas pelo

surfactante ou a presenca de um grande numero de goticulas na emulséo, a
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probabilidade de coalescéncia aumenta (Nazarzadeh, Anthonypillai e Sajjadi, 2013).
Esse fenbmeno ocorre quando as goticulas colidem, levando a ruptura do filme
interfacial, o que resulta na fusado das goticulas, culminando na formacgao de uma
unica gota maior (Kundu et al., 2019). Por outro lado, a maturagdo de Ostwald,
principal mecanismo de instabilidade de nanoemulsdes contendo éleos essenciais,
embora ja mencionado, esta vinculado a solubilidade de goticulas dispersas, pois
goticulas menores possuem uma solubilidade maior em comparagdo com as
maiores. Com o tempo, a miscibilidade das goticulas com o meio dispersante
promove a difusdo das moléculas em diregdo as gotas maiores, resultando no
aumento progressivo do didmetro das goticulas (Musa et al., 2017; Trujillo-Cayado
et al., 2020).

A coalescéncia e a maturacdo de Ostwald sdo os principais mecanismos
envolvidos no aumento gradual do didmetro das gotas em sistemas de
nanoemulsdes ao longo do tempo, impactando diretamente sua estabilidade fisica
(Kundu et al., 2019).

Figura 13 — Grafico de 1/r? versus tempo de armazenamento para avaliar a
taxa de coalescéncia de F1 (pH 6,5) e F1 (pH 11,5), média (n=3).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora (2024).
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A Figura 13 mostra o grafico de 1/r> em fungéo do tempo de armazenamento

para a nanoemulsédo F1 (pH 6,5) e F1 (pH 11,5). Conforme descrito por Musa et al.
(2017), um aumento no didmetro das gotas devido a coalescéncia resulta em um
padrdo linear neste grafico. Os valores de r?> de 0,3876 para F1 (pH 6,5) e 0,8309
(pH 11,5)

respectivamente. Estes resultados sugerem que a coalescéncia é o principal

para F1 indicam uma correlagdo linear moderada e forte,
fendbmeno de instabilidade, e a taxa de coalescéncia €& mais consistente e
pronunciada em pH mais elevado (11,5), levando a uma relagao linear mais forte

em comparacao com a nanoemulsdo em pH 6,5.

Figura 14 — Grafico de r® versus tempo de armazenamento para avaliar o
maturacéo de Ostwald das nanoemulsdes F1 e F3, média (n=3).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora (2024).

Os graficos de r® versus tempo de armazenamento em segundos sdo usados
para determinar a taxa de maturagédo de Ostwald. A Figura 14 ilustra o gréafico de r?
versus tempo de armazenamento para nanoemulsao F1 (pH 6,5) e F1 (pH 11,5),

com valores de r? de 0,5968 e 0,5947, respectivamente. Esses valores indicam uma
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correlacdo linear moderada, sugerindo que o processo de maturagao de Ostwald
segue até certo ponto a previsao tedrica para ambos os niveis de pH, sendo que,
teoricamente, quanto mais préximo o valor de r* de 1, mais forte € a correlagao
linear. No entanto, o teste ANOVA revelou que as diferengas nos valores de r® ao
longo do tempo entre pH 6,5 e pH 11,5 sdo estatisticamente significativas em todos
os momentos analisados, com valores de p consideravelmente abaixo de 0,05. Esta
descoberta destaca que o pH impacta significativamente a taxa de maturacéao de

Ostwald na nanoemulsao.

Estas descobertas enfatizam o papel critico do pH em influenciar a
estabilidade e uniformidade das nanoemulsdes. A maior estabilidade observada em
pH 6,5 foi caracterizada por baixo valor de Pdl e menores indicativos de
coalescéncia e maturacao de Ostwald, sugerindo que condigdes levemente acidas
sao favoraveis para preservar a integridade e uniformidade das nanoemulsdes. Por
outro lado, o Pdl mais elevado e o aumento da instabilidade observados em pH 11,5
destacam os desafios impostos pelas condicbes alcalinas, que exacerbam a
coalescéncia das goticulas. Esses conhecimentos sdo necessarios para otimizar as
formulagcbes de nanoemulsées em diversas aplicagdes, incluindo medicamentos,
cosméticos e sistemas alimentares, onde a estabilidade a longo prazo e o diametro

uniforme das gotas sdo necessarios.

5.5.2 Determinacdo dos teores de p-cariofileno e nerolidol no BDO e nas

nanoemulsoes

Os resultados obtidos por CLAE confirmaram a presenga dos compostos
t-nerolidol e B-cariofileno no BDO livre. A identificagdo desses componentes foi
realizada por meio da comparagao dos tempos de retencado e dos espectros de
absorcao na regiao UV com padroes analiticos de referéncia (Figuras 15 e 16).
Além disso, o método analitico desenvolvido mostrou-se eficiente para quantificar
esses compostos tanto no BDO livre quanto nas nanoformula¢des contendo o 6leo

essencial.
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Figura 15 — Cromatogramas das solug¢des padrao de B-cariofileno e nerolidol

analisados em 210 nm na concentragéo de 1 mg/mL
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Perfil cromatografico dos padrbes de p-cariofleno e nerolidol por CLAE-DAD.
Comprimento de onda de deteccdo 210 nm, sistema de eluicio isocratico de acetonitrila e
agua acidificada com 0,1% de acido acético (85:15 v/v), a um fluxo de 1 mL/min, com 20
ML de injecéo.

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2024).
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Figura 16 — Cromatograma do BDO analisado em 210 nm na concentracao de 1

mg/mL
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Fonte: Elaborado pela propria autora (2024).

Para quantificar essas substancias foram obtidas curvas de calibracao,
B-cariofileno (y = 39326x + 137278, R? = 0,9998) e f-nerolidol (y = 17909x + 277963,
Rz = 0,9966), que permitiram a quantificacao tanto de B-cariofileno quanto de
t-nerolidol no 6leo. Nossos resultados mostraram que as concentracdes obtidas
foram de 13,84% para t-nerolidol e 2,68% para B-cariofileno, o que demonstra maior

concentracao de t-nerolidol do que B-cariofileno em BDO.

Outros estudos realizaram a quantificacdo e identificacdo de compostos
presentes no BDO por cromatografia gasosa (CG). A pesquisa realizada por Alves
et al. (2018) confirmou a presenga de quantidades significativas de t-nerolidol,
sendo o composto majoritario na concentragédo de 30,62%, e 28 outros compostos,
incluindo B-cariofileno na concentragdo de 5,77% no BDO (Alves et al., 2018). Da
mesma forma, os resultados publicados por Monteiro et al. (2023) identificaram o
t-nerolidol como um dos principais compostos volateis, representando 12,75% do
BDO e B-cariofileno na concentragao de 6,43%. Embora esses estudos mostrem

valores quantitativos diferentes tanto de S-cariofileno quanto de t-nerolidol no BDO,
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eles corroboram nossos resultados e confirmam que o t-nerolidol € o principal
componente do BDO, com B-cariofileno também presente, porém em menor
concentracdo. A diferenga observada nas concentragdes pode ser atribuida a
variagbes sazonais, localizagdo geografica e técnicas de cultivo, conforme
evidenciado na literatura, que destaca como fatores ambientais e praticas agricolas
influenciam a composi¢do quimica dos 6leos essenciais (A¢imovi¢ et al., 2022;
Heikal, 2017; Murakami et al., 2009).

Além do t-nerolidol e do B-cariofileno, outros compostos conhecidos estao
presentes neste 6leo essencial, como limoneno, biciclogermacreno, B-pineno e
espatulenol, mostrando seu perfil quimico diversificado. Todos estes componentes
contribuem significativamente para as caracteristicas aromaticas e terapéuticas do
Oleo, destacando a sua importancia farmacolégica (Alves et al., 2018; Besten et al.,
2012; Brandenburg et al., 2020; Maciel Tomazzoli et al., 2024; 2023).

Para avaliar a reprodutibilidade da preparacdo da nanoemulsdo, a
formulacédo F1 (pH 11,5) foi preparada em ftriplicata, e os teores de B-cariofileno e
t-nerolidol foram quantificados usando curvas de calibragdo para B-cariofileno (y =
39326x + 137278, R? = 0,9998) e t-nerolidol (y = 17909x + 277963, R? = 0,9966)
(Tabela 5).

Tabela 5 - Concentragdes de B-cariofileno e t-nerolidol nas nanoemulsées N1, N2 e

N3
Concentragdao em mg por mL de formulagao
Nanoemulsao . ]
B-cariofileno t-nerolidol
N1 7,51 35,71
N2 6,59 34,44
N3 7,62 36,25
Média * Desvio Padrao 7,24 £ 0,50 35,46 + 0,90

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2024).


https://paperpile.com/c/yFypL1/nacK+iOmD+L5VU
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Foi calculado o desvio padrao relativo percentual (%RSD) para os teores de
B-cariofileno e t-nerolidol nas réplicas. O teor médio de B-cariofileno encontrado nas
formulagbes foi de 7,24 + 0,50 mg/mL, com %RSD de 6,9. O teor médio de
t-nerolidol foi de 35,46 + 0,90 mg/mL, com %RSD de 2,5%. Maior variabilidade foi
observada no teor de [(-cariofileno em relagdo ao t-nerolidol; entretanto, os
resultados demonstram a reprodutibilidade do método de obtengado de
nanoemulsdes, evidenciado pela uniformidade das concentragcdes obtidas nas
repeticdes.
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Figura 17 - Cromatogramas obtidos nas analises por CLAE das nanoemulsdes N1,
N2 e N3 em 210 nm
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mL/min, com 20 pL de injecao.

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2024).
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5.5.3 Espectroscopia Raman e Espectroscopia de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR)

Figura 18 - Espectro de FTIR do Surfactante Puro P818, P818 em pH 11,5, P818 em
pH 6,5, F1 (pH 11,5), F1 (pH 6,5) e BDO.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora (2024).
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Figura 19 - Espectro de Raman do Surfactante Puro P818, P818 em pH 11,5, P818
em pH 6,5, F1 (pH 11,5), F1 (pH 6,5) e BDO.
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As Figuras 18 e 19 apresentam os espectros de FTIR e Raman das
nanoemulsdes, bem como os do BDO e do surfactante APG P818 em solucéo, em
dois valores de pH diferentes: pH 11,5 (original) e pH 6,5 (ajustado com acido
citrico). O espectro de FTIR de P818 puro exibiu uma banda entre 1640 e 1635 cm™
relacionada ao grupo alifatico CH,, e duas outras bandas em 2923 e 2854 cm™
correspondendo ao estiramento CH em -CH, e/ou -CH; (Abd-Elaty et al., 2024). A
absorcao caracteristica da ligacao éter em APG, resultante da condensacéao entre os
grupos OH da glicose e do alcool graxo, mostra uma banda fraca entre 1120-1170
cm™, observada em 1151 cm™ no espectro de APG P818 puro (El-Sukkary et al.,
2008). Além disso, uma banda larga entre 3286—3310 cm™ pode ser atribuida aos

grupos OH, enquanto a banda em 1024 cm™ é caracteristica da ligacao CO.

Os espectros Raman de F1 (pH 11,5) e F1 (pH 6,5) sugerem uma diferenca
na intensidade das bandas associadas a ligagdo C-C em 2917-2724 cm™, indicando
uma mudanga na reorganizagao da estrutura molecular do surfactante relacionada a
cadeia lateral alquil. As outras vibragbes discutidas acima nos espectros
infravermelhos também podem ser observadas nos espectros Raman. A banda mais
intensa nos espectros Raman do P818, observada em aproximadamente 1440 cm™,
pode ser atribuida a ligacdo CH do grupo alquila presente nos compostos
investigados. A presenca da banda a aproximadamente 1670 cm™, observada no
espectro das nanoemulsdes, esta ausente no espectro do surfactante sozinho. Esta
banda caracteriza uma banda marcadora para a presenca de BDO na formulagao e
pode ser atribuida a vibragdo do grupo C=0 na estrutura do 6leo (Motahari, Mousavi
e Haghighi, 2023).

O espectro das nanoemulsdes revela uma combinacdo de todos os
componentes individuais mencionados anteriormente. Além disso, ndo foram
observados novos picos, sugerindo a auséncia de novas ligagbes apods a
nanoencapsulagao do BDO e ajuste de pH. Além disso, pode-se inferir que a
diferenca entre as duas nanoemulsdes, devido ao ajuste do pH, pode ser atribuida a

uma reorganizagao da estrutura molecular do surfactante.


https://paperpile.com/c/yFypL1/qs9wr
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5.5.4 Tenséao Superficial

No contexto dos surfactantes, é importante distinguir entre tensao superficial
e tenséao interfacial. A tensao superficial € a for¢ca que atua na superficie livre de um
liquido, ou seja, para fases liquidas (liquidos puros e misturas liquidas) em contato
com um gas ou vapor. Por outro lado, a tenséo interfacial refere-se especificamente
a interface, onde duas fases liquidas imisciveis, como 6leo e agua, estdo em contato
(Kahl, Wadewitz e Winkelmann, 2003). Neste caso, os surfactantes atuam reduzindo

a tensao interfacial, o que facilita a miscibilidade entre esses liquidos.

No caso dos APG, caracteristicas como o comprimento da cadeia alquilica, o
tipo de grupo de cabega glicosidica e a presencga de grupos funcionais influenciam
diretamente a tensao interfacial mais do que a tenséo superficial (lglauer et al.,
2010). A estrutura dos APG, com grupos glicosidicos hidrofilicos e cadeias alquilicas
hidrofobicas, permite que esses surfactantes se posicionem na interface entre fases
liquidas imisciveis, como 6leo e agua, e reduzam a tensao interfacial. Essa redugao
facilita a miscibilidade entre essas fases. A eficiéncia dos APG na reducao da tensao
interfacial pode variar de acordo com o comprimento e a saturagdo das cadeias
alquilicas, além do ambiente quimico, bem como com fatores quimicos do meio,

como o pH (Paji¢ et al., 2017).

Os valores médios de tensao superficial para uma solugao de 20% de P818
em pH 65 e pH 11,5 foram 28,8 + 0,01 mN/m e 28,94 % 0,026 mN/m,
respectivamente. Embora numericamente proximos, a analise ANOVA indicou que
as alteragdes no pH impactam significativamente a tensao superficial do surfactante
APG P818. Essa influéncia pode ser atribuida a mudangas na forma como os APG
se organizam na interface 6leo-agua, o que, por sua vez, afeta a estabilidade das
formulacgdes. Por exemplo, essas alteragdes podem justificar diferencas observadas

na estabilidade entre as formulagdes avaliadas em pH 6,5 e pH 11,5.

Embora existam poucos estudos que avaliaram a tensao superficial de
formulagbées contendo APG, Pajic et al. (2017) observaram que APG como decil

glucosideo (Plantacare 2000° UP, BASF, Alemanha) e caprilil/capryl glucosideo


https://paperpile.com/c/yFypL1/eEPE
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(Plantacare® 810 UP, BASF, Alemanha) apresentam tensdes superficiais mais altas
em comparagao com surfactantes etoxilados. Essa diferenga € atribuida a estrutura
particular dos APG, que, apesar de menos eficientes na reducdo da tensao
superficial, demonstram grande eficacia na redugdo da tensdo interfacial. Essa
propriedade é essencial para estabilizar emulsdes em sistemas 6leo-agua (Geetha e
Tyagi, 2012; Paji¢ et al., 2017).

Portanto, os resultados deste estudo reforcam que o pH é um fator
determinante na modulagdo da atividade interfacial dos APG, impactando
diretamente a estabilidade de formulagcbdes. A compreenséo desse comportamento €
essencial para o desenvolvimento de produtos otimizados, como emulsdes
farmacéuticas, onde a interacdo 6leo-agua desempenha um papel importante na

estabilidade, eficacia e liberagao controlada dos principios ativos.

5.6 AVALIACAO DO POTENCIAL DE IRRITAGAO POR HET-CAM

Avaliar o potencial de irritacdo ocular é importante para garantir a seguranga
dos individuos expostos a uma variedade de produtos farmacéuticos e cosméticos
(Araujo Lowndes Viera, de et al., 2022). O teste de Draize, amplamente utilizado
para esse fim, € controverso devido ao sofrimento dos animais e as limitagdes
significativas, principalmente na interpretacao dos resultados, devido as diferencas
anatémicas e fisioldgicas entre os olhos humanos e de coelho (Luechtefeld et al.,
2016). Em contraste, o teste HET-CAM é reconhecido como um método valido,
concentrando-se especificamente nos efeitos na conjuntiva, incluindo hiperemia,
hemorragia, coagulacédo e lise, de forma semelhante aos efeitos observados na
conjuntiva ocular. Destaca-se pela sua simplicidade, rapidez, facilidade de
manuseio e baixo custo. A membrana corioalantdica, utilizada no teste, responde as
lesbes com processo inflamatorio semelhante ao observado na conjuntiva. Nos
ultimos anos, tem sido utilizado como teste de triagem preliminar para avaliar o

potencial irritante de substancias, com potencial de ser integrado a outros métodos
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alternativos para uma melhor predicdo de toxicidade ocular (Delgado, Cordeiro e
Valadares, 2023; Luepke, 1985; Luepke e Kemper, 1986).

A exposi¢cao da membrana ao BDO puro apresentou sinais de hemorragia,
sendo classificada como moderadamente irritante (IS= 5,0 + 0). Entretanto, o BDO
no azeite (1:1) ndo apresentou sinais de hemorragia, coagulagao ou hiperemiallise,
sendo classificado como n&o irritante (1IS= 0,0 £ 0). Como esperado, o NaCl 0,9%
nao apresentou reagdo na membrana, sendo classificado como nao irritante (IS =
0,0 £ 0), enquanto o NaOH 0,1M foi classificado como altamente irritante (IS =
18,04 £ 0,08) (Figura 20).

Neste estudo, as formulagdes nanoencapsuladas foram classificadas como
irritantes leves: F1 (pH 6,5) e F1 (pH 11,5) apresentaram IS=3,0£0e IS =3,6 £
1,15, respectivamente. Em comparacdo com o 6leo essencial em sua forma pura,
que obteve IS moderado (5,0 = 0), as formulagdes encapsuladas demonstraram
reducao significativa do potencial irritante. Observa-se também que o potencial de
irritacdo da formulagdo em pH 11,5 (IS = 3,6 + 1,15) foi superior ao da mesma
formulagcdo ajustada para pH 6,5 (IS = 3,0 = 0), destacando a importancia do
controle do pH para valores compativeis com o pH cutaneo. Assim, a combinagao
entre nanoencapsulagao e ajuste de pH surge como uma estratégia eficaz para

reduzir o potencial irritante de ativos naturais em formulagdes cosméticas.


https://paperpile.com/c/yFypL1/xnEW+70lQ+Xenq
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Figura 20 - Imagens do HET-CAM na presenca de solugdes, escore de irritacéo e

classificagao de irritagdo no HET-CAM (n = 3). IS: escore de irritagdo; DP: desvio

padrao.
- Tempo (s) N
Substancia IS (xDP) Classificagcao
T= T=20 T=300
0,9% NaCl ; ‘ ‘\ ‘ 000 Nao irritante
0,1 M NaOH . ' 18,04 + 0,08 | Irritante grave
< <
BDO Puro 50%0 Irritante
moderado
BDO:Azeite
de oliva (1:1) \ Y / 00%0 Nao irritante
F1 (pH 6,5) 30%0 Irritante leve
F1 (pH 11,5) 0 @ Q 3,6+1,15 Irritante leve

Fonte: Elaborado pela propria autora (2024).
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Os surfactantes podem afetar a barreira lipidica natural da pele e da cornea,
aumentando potencialmente a irritagdo cutanea, reduzindo a fungao da barreira e
contribuindo para sinais de envelhecimento prematuro da pele (Pantelic e Cuckovic,
2014). Estas consideragbes sao importantes ao selecionar surfactantes para

formulagdes destinadas ao uso topico.

O surfactante utilizado neste estudo foi o P818, um APG reconhecido por sua
suavidade e baixa irritabilidade. Essa classe de surfactantes € amplamente utilizada
em produtos para a pele, inclusive aqueles desenvolvidos para bebés e para a area
dos olhos (Fiume et al., 2013). Estudos anteriores, como o realizado por Mehling et
al. (2007), avaliaram o P818, calculando o quociente de irritagcdo (Q) em relagao ao
padrdo Texapon ASV por meio do teste HET-CAM. Os pesquisadores ajustaram o
pH do surfactante para 6,5 e a concentragado para 3%, diluindo-o em agua, o que
resultou em um Q = 0,4. As classificagdes baseadas no Q foram estabelecidas da
seguinte forma: <0,8: levemente irritante; >0,8 a <1,2: moderadamente irritante;
21,2 a <2,0: irritante; e >2,0: severamente irritante. Assim, o P818 foi classificado
como levemente irritante, pois na metodologia adotada pelos autores, a categoria
"nao irritante" nao foi considerada. Eles enfatizam a importancia do ajuste do pH e
da concentracdo do surfactante nas formulagdes para garantir a suavidade do
produto, dada a relevancia desses parametros na redug¢ao do potencial de irritacéo
da pele (Mehling, Kleber e Hensen, 2007). Portanto, a formulagédo contendo o BDO,
ajustada para pH 6,5 apresentou leve irritagdo, sugerindo sua adequacgéao potencial

para uso topico na exploracado dos beneficios terapéuticos deste dleo essencial.
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6. CONCLUSOES

Este estudo desenvolveu uma nanoemulsdo inovadora livre de PEG
utilizando um surfactante APG para encapsular BDO, visando promover uma
potencial formulagao para a reparagao da pele. A analise por CLAE do BDO revelou
a presenca de 13,84% de t-nerolidol e 2,68% de p-cariofileno, compostos
conhecidos por suas propriedades ativas. O BDO apresentou citotoxicidade em
fibroblastos humanos apenas em concentracbes superiores a 500 pg/mL e
demonstrou potencial para acelerar a cicatrizagao de feridas, induzindo aumento da
migracdo celular. As nanoemulsdes desenvolvidas, com proporgdo de
surfactante/éleo de 1:1, exibiram estabilidade e uniformidade superiores, quanto a
distribuicdo de didmetro de goticulas. Um resultado que se destaca neste estudo foi
a demonstracdo do comportamento sensivel ao pH dos surfactantes APG, que
permanece pouco explorado na ciéncia farmacéutica. Condi¢des levemente acidas
favoreceram a integridade e uniformidade das nanoemulsbées, enquanto o pH
alcalino comprometeu sua estabilidade, indicando a ocorréncia de coalescéncia. As
analises espectroscopicas por Raman e FTIR confirmaram a reorganizagao
estrutural da cadeia alquilica do surfactante APG em diferentes niveis de pH,
destacando a importancia do controle de pH para a integridade das nanoemulsdes.
Além disso, a formulagao ajustada para pH 6,5 apresentou menor potencial de
irritacdo, conforme evidenciado pelos testes de HET-CAM, reforgando seu potencial

para aplicagbes seguras em produtos topicos.

As principais contribuicbes académicas deste estudo incluem a exploragao
do comportamento sensivel ao pH dos surfactantes APG e a fundamentagao para o
desenvolvimento de nanoemulsdes topicas mais eficazes e seguras, com
aplicagdes potenciais em tratamentos dermatolégicos. Essas descobertas fornecem
uma base promissora para o avango da ciéncia das nanoemulsdes. No entanto, &
importante reconhecer as limitagdes da pesquisa, como a necessidade de
investigacdes adicionais sobre a eficacia da formulagao contendo o BDO no reparo
da pele. Para futuras pesquisas, sugere-se explorar a aplicagdo das nanoemulsdes

em modelos in vivo para avaliar a efetividade da cicatrizagao de feridas. Com isso,
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espera-se que os achados deste estudo sirvam como uma base promissora para o

desenvolvimento de inovagdes na area de dermatologia.
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