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RESUMO

Eugenia dysenterica DC (cagaita) € uma planta pertencente a familia
Myrtaceae. O extrato (EXT) aquoso a partir das folhas possui como marcador a
catequina, cujas propriedades antioxidantes sugerem seu uso em preparagdes
dermatologicas. No entanto, ela possui baixa estabilidade e permeia de
maneira limitada a pele. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver,
caracterizar e avaliar nanoemulsdes (NE) contendo EXT aquoso das folhas de
E. dysenterica DC. e catequina para serem empregadas como alternativas
terapéuticas inovadoras para o retardamento do envelhecimento cutdneo com
acao antioxidante. Um método analitico foi validado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) para quantificagdo de catequina. Os estudos de
compatibilidade térmica realizados evidenciaram que formulag¢des produzidas
com catequina, tensoativos (Labrasol® e Plurol® oleique) e 6leo (oleato de etila)
devem ser monitoradas, principalmente em processos que envolvam
aquecimento. As NE O/A foram constituidas com Labrasol®/Plurol® oleique 4:1
(42%), oleato de etila (11%) e agua Milli-Q (47%). A NE A/O foi composta por
Plurol® oleique/Tween® 80 2:1 (40%), vaselina liquida (50%) e agua Milli-Q
(10%). Apds sua caracterizagdo, as NE O/A, NE O/A EXT e NE O/A CA
apresentaram pH de 2,91, 3,76 e 2,92 e valor de potencial zeta de -9,88+1,21, -
11,2+0,63 e -9,7+1,19, respectivamente. Com relagdo ao tamanho de goticula,
as NE O/A, NE O/A EXT e NE O/A CA possuiam o tamanho de 175,0+£9,52,
191,017,20 e 208,8+£3,15 nm, respectivamente, enquanto que as NE A/O, NE
A/O EXT e NE A/O CA tiveram o tamanho de 29,2+5,10, 27,0+1,02 e 34,643,722
nm, respectivamente. Os estudos de estabilidade evidenciaram que as NE A/O
EXT e NE A/O CA armazenadas em geladeira preservam o conteudo de
catequina devido a protecao fornecida pela formulagdo. Os ensaios de
penetragcao cutanea in vitro foram realizados por periodos de 12 e 24 horas.
Apds 12 horas de ensaio, a catequina presente nas NE O/A EXT penetraram
numa quantidade de: 0,75+0,23 e 0,78+0,16 ug/cm2 no estrato cérneo (EC) e
pele viavel, respectivamente, ao passo que as NE O/A CA penetraram numa
quantidade de 0,360,111 e 0,95+0,24 pg/cm? no EC e pele viavel. Para as NE
A/O EXT e NE A/O CA, sua penetracao cutinea foi de 1,57+0,12 e 0,62+0,16
p.g/sz na pele total, respectivamente. Para as permeac¢des de 24 horas, as NE
O/A EXT penetraram numa quantidade de: 0,69+0,17 e 2,27+0,41 ug/cm2 no
EC e pele viavel, respectivamente, ao passo que as NE O/A CA penetraram
numa quantidade de 0,2010,03 e 3,8410,68 ug/cm2 no EC e pele viavel,
respectivamente. Para as NE A/O EXT e NE A/O CA, sua penetragao cutanea
foi de 1,41+0,18 e 2,51+0,33 pg/cm? na pele total, respectivamente. Apos os
ensaios de penetracido cutanea, foi possivel observar que as NE sao capazes
de favorecer a penetracao da catequina nas camadas mais profundas da pele.
O estudo da atividade antioxidante mostrou que a quantidade de CA retida na
pele ira proporcionar efeito antioxidante. E por fim, as NE foram classificadas
como ‘“irritante leve” apds os ensaios de irritabilidade. Conclui-se que as NE
com EXT aquoso das folhas de E. dysenterica DC constituem uma alternativa
promissora para administragédo tdépica com atividade antioxidante.

Palavras-chave: Cagaita; Envelhecimento cutaneo; Extratos vegetais;
Penetracao cutdnea; Nanoemulsbes; Antioxidante.



ABSTRACT

Eugenia dysenterica DC (cagaita) is a plant belonging to Myrtaceae family.
Aqueous extract (EXT) from their leaves has as a marker the catechin, whose
antioxidant properties suggest its use in dermatological formulations. However,
it has low stability and permeates the skin in a limited way. The present work
had the objective of developing, characterizing and evaluating nanoemulsions
(NE) containing aqueous EXT from the leaves of E. dysenterica DC. and
catechin to be used as innovative therapeutic alternatives for the aging of the
skin with antioxidant action. An analytical method was validated by high
performance liquid chromatography (HPLC) for quantification of catechin.
Thermal compatibility studies have shown that formulations produced with
catechin, surfactants (Labrasol® and Plurol® oleique) and oil (ethyl oleate)
should be monitored, especially in processes involving heating. NE O/W were
composed of Labrasol®/Plurol® oleique 4: 1 (42%), ethyl oleate (11%) and Milli-
Q water (47%). NE W/O was composed of Plurol® oleique/Tween® 80 2: 1
(40%), mineral oil (50%) and Milli-Q water (10%). After their characterization,
NE O/W, NE O/W EXT and NE O/W CA had a pH of 2.91, 3.76 and 2.92 and a
zeta potential value of -9.88+1.21, -11.2+0.63 and -9.7+1.19, respectively.
Regarding the droplet size, NE O/W, NE O/W EXT and NE O/W CA had the
size of 175.0 £ 9.52, 191.0+7.20 and 208.8+3,15 nm, respectively, whereas NE
W/O, NE W/O EXT and NE W/O CA had a size of 29.2+5.10, 27.0+1.02 and
34.6+3,72 nm, respectively. Stability studies have shown that NE W/O EXT and
NE W/O CA stored in a refrigerator preserves the catechin content because of
the protection provided by the formulation. In vitro skin penetration assays were
performed for periods of 12 and 24 hours. After 12 hours of testing, the catechin
present in NE O/W EXT penetrated an amount of: 0.75+0.23 and 0.78+0.16
ug/cm? in the stratum corneum (EC) and viable skin respectively, while NE O/W
CA penetrated an amount of 0.36+0.11 and 0.95+0.24 pg/cm? in EC and viable
skin, respectively. For NE W/O EXT and NE W/O CA, their cutaneous
penetration was 1.57+0.12 and 0.62+0.16 ug/cm? in total skin, respectively. For
the 24 hour permeations, NE O/W EXT penetrated in an amount of: 0.69+0.17
and 2.27+0.41 pg/cm? in EC and viable skin, respectively, whereas NE O/W CA
penetrated an amount of 0.20+0.03 and 3.84+0.68 ug/cm? in EC and viable
skin, respectively. For NE W/O EXT and NE W/O CA, their cutaneous
penetration was 1.41+0.18 and 2.51+0.33 pg/cm2 in total skin, respectively.
After the skin penetration tests, it was possible to observe that the NEs are able
to favor the penetration of the catechin in the deeper layers of the skin. The
study of antioxidant activity showed that the amount of CA retained in the skin
will provide antioxidant effect. And finally, NEs were classified as a "mild irritant"
after the irritability tests. It is concluded that NE with aqueous EXT from E.
dysenterica DC leaves are a promising alternative for topical administration with
antioxidant activity.

Key-words: Cagaital Skin aging; Plant extracts; Skin penetration;
Nanoemulsions; Antioxidant.
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1. INTRODUGAO

1.1 PANORAMA GERAL

A espécie Eugenia dysenterica DC pertence a familia Myrtaceae e é
popularmente conhecida como cagaiteira ou cagaita (1). Suas folhas e cascas
sdo utilizadas na medicina popular para tratamento de diabetes, ictericia e
como antidiarreico (2). A espécie a ser estudada apresenta grande potencial
antioxidante para ser incorporada em preparacbes cosmeéticas, devido a
presenga de catequina, taninos, flavonoides, terpenos e saponinas (3,4). Sabe-
se que essas substancias possuem propriedades antioxidante, de protecao

contra raios UV, anti-inflamatdria e anticarcinogénica (5-7).

A aplicagao in vivo, no entanto, desses potenciais principios ativos
requer a sua incorporagao em formas farmacéuticas que tornem possivel: (l) a
estabilizagdo dessas substancias, garantindo a eficacia e seguranca do
tratamento proposto; (ll) a facilitagcdo de sua aplicacdo por meio da via de
administracdo tépica; e (lll) promover e assegurar uma biodisponibilidade
cutanea adequada dos principios ativos, garantindo sua correta penetracdo em

quantidades dentro da faixa terapéutica, assegurando assim sua efetividade.

Nesse sentido, o presente estudo buscou na nanotecnologia
ferramentas para desenvolver formulagdes que poderao dar origem a produtos
farmacéuticos inovadores e de alto desempenho, com viabilidade de aplicagao
garantida. Buscou-se, assim, a obtencdo de um novo produto, com valor
tecnolégico agregado e com principios ativos de origem natural e

genuinamente brasileiro.

A nanotecnologia é uma area de pesquisa e desenvolvimento muito
ampla e interdisciplinar, que se baseia nos mais diversificados tipos de
materiais (polimeros, metais semicondutores, biomateriais), estruturados em
escala nanométrica, de modo a formar sistemas com caracteristicas especiais,
frutos dessa nanoestruturagcdo (8-10). Na area farmacéutica, esses
nanomateriais estdo sendo incorporados no desenvolvimento de novos

veiculos para a liberagdo de farmacos, agentes de contraste e testes para



diagnéstico, sendo que alguns ja estdo submetidos a ensaios clinicos ou ja sao

aprovados para o uso humano pelo Food and Drug Administration (FDA) (10).

Os sistemas nanoestruturados tém demonstrado diversas vantagens
biofarmacéuticas, como aumento de estabilidade de biomoléculas,
possibilidade de se obter uma liberagéo direcionada (sitio-especifica) ao seu
alvo de agdo, possibilidade de controle/sustentacdo da liberacdo dessas
moléculas, de modo a reduzir o numero de doses de medicamento que deve
ser administrada ao paciente, aumento da penetracdo nas camadas mais
profundas da pele, entre outras. Essas caracteristicas fazem da nanotecnologia
uma ferramenta bastante promissora no desenvolvimento de medicamentos
inovadores. Os principais nanocompostos utilizados no campo farmacéutico
s&o: dendrimeros, nanotubos de carbono, lipossomas, nanoemulsdes (NE) e

nanoparticulas poliméricas, magnéticas, metalicas ou lipidicas.

Neste projeto foi proposto o desenvolvimento de formulagdes do tipo
NE para veiculacao do extrato aquoso das folhas de E. dysenterica DC e

catequina, visando a aplicagdo cosmética com agao antioxidante.

NE séo sistemas homogéneos, isotropicos, liquidos e transparentes,
constituidos por uma fase aquosa e uma fase oleosa, estabilizadas sob a forma
de goticulas de dimensdes nanométricas com o auxilio de propor¢des definidas
de um sistema tensoativo (11). As NE apresentam varias vantagens com
respeito a facilidade de preparacao, alta estabilidade e limpidez (11,12).
Quando aplicadas topicamente, as NE tém mostrado atuar como promotores
de permeacgado cuténea de farmacos, ou seja, sao capazes de aumentar a
quantidade de farmacos liberados no interior da pele, ja que o estrato cérneo
(EC) funciona como uma eficiente barreira para a entrada de qualquer

substancia exégena no tecido cutaneo.

Formulagdes para administracdo topica de farmacos vém
despertando cada vez mais o interesse de pesquisadores e das industrias
farmacéuticas, devido as diversas vantagens que o emprego dessa via de
administracdo possui, como uso de menores concentragdes de farmacos e
biofarmacos, menor custo e, principalmente, auséncia de efeitos colaterais
sistémicos (13). As NE ja se mostraram sistemas eficientes para veiculagao de

extratos vegetais para uso tépico (14).



1.2 Eugenia dysenterica DC (CAGAITA)

Desde os primoérdios, a busca constante para prevenir ou tratar as
doengas sempre se fez presente. Os seres humanos buscaram encontrar na
natureza algo que fosse capaz de realizar tais feitos. A utilizagdo de plantas
como tratamento remonta a séculos e, com o passar do tempo, foram
descobertas novas formas para o uso dessas plantas. Inicialmente todos os
tratamentos eram realizados de forma empirica, ou seja, ndo se conhecia os
efeitos promovidos para determinadas plantas medicinais. Consequentemente,
conforme as civilizagbes foram consolidando-se e expandindo-se, a visao

empirica passou a ser explicada segundo evidéncias cientificas (15—-19).

Diversas plantas sao utilizadas pela medicina tradicional para o
tratamento ou cura de doencas. Nesse segmento, a familia Myrtaceae se
destaca por possuir cerca de 132 géneros e mais de 5.600 espécies (20). A
sua distribuicdo geografica ocorre principalmente nas zonas tropicais e
subtropicais (21). No Brasil ela esta representada por cerca de 24 géneros e
927 espécies (22).

Dentro desta familia, destaca-se o género Eugenia, que compreende
cerca de 1.009 espécies (23) e também € um dos maiores e mais importantes
géneros da familia Myrtaceae (24,25). Distribui-se desde o Brasil até o norte e
nordeste da Argentina, Uruguai e Paraguai (26). Estimam-se cerca de 350

espécies desse género no Brasil (27).

Muitas espécies do género Eugenia produzem frutos que sé&o
consumidas pela fauna silvestre e também pelo homem (25), como por
exemplo, a Eugenia uniflora L. (pitanga), Eugenia dysenterica DC (cagaita) e
Eugenia involucrata DC (cereja do mato) (26). Além disso, esse género
encontra-se como um dos representantes mais significativos da familia
Myrtaceae, com espécies de alto valor comercial, nutritivo e potencial de

aproveitamento no desenvolvimento de novos farmacos (21).

A espécie Eugenia dysenterica DC (Figura 1) (sinonimias botanicas:
Stenocalyx dysenterica; Stenocalyx dysentericus - Mart. Ex DC.; Berg; Myrtus
dysenterica Mart) (1,28,29) é popularmente conhecida como “cagaita” ou

“cagaiteira” devido a acao laxativa de seus frutos, conforme relatos fornecidos



pela medicina tradicional (2,30-32). Popularmente, as folhas de E. dysenterica
DC possuem propriedades antidiarreicas (33,34) e também sao eficazes na
cicatrizacdo de feridas e no tratamento de diabetes e ictericia (2). Os frutos

obtidos desta espécie sao detentores da atividade laxativa (1,35,36).

Figura 1. Espécime de Eugenia dysenterica DC (1) e suas flores (2) obtidas no campus Darcy

Ribeiro — Universidade de Brasilia.

Varios compostos quimicos obtidos a partir de extratos (EXT) de E.
dysenterica DC foram isolados e identificados. Entre os metabdlitos
secundarios encontrados no EXT etandlico das folhas, destacam-se taninos,
flavonoides, terpenos e saponinas (3). No EXT aquoso das folhas, foram
isolados varios compostos fendlicos, como taninos condensados, catequina e
procianidinas (37,38). As catequinas encontram-se como componentes
majoritarios (47,51 mg/g) no EXT seco obtido a partir da infusédo das folhas
(38). O acido elagico (38,39) e procianidina B1 (37) também foram

identificados.

A polpa de E. dysenterica DC foi avaliada quanto a sua atividade
laxativa. Os resultados evidenciaram que a polpa foi capaz de estimular a
motilidade intestinal em ratos cerca de 20,8% quando comparado ao grupo
controle (36). Além disso, a polpa mostrou-se atdoxica quando foi realizada a

analise histopatoldgica dos tecidos dos animais. Os autores concluiram que os



peptideos que estdo presentes na polpa de E. dysenterica DC representam
uma nova fonte de compostos bioativos para a industria farmacéutica, pois isso
pode possibilitar o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de

constipacao cronica e sindrome do célon irritavel (36).

A atividade antidiarreica também foi avaliada a partir do 6leo
essencial obtido das folhas de E. dysenterica DC. O 6leo foi caracterizado
quimicamente, e dentre os compostos majoritarios encontrou-se o cis-B-
ocimeno, (E)-cariofileno, éxido de cariofileno, a-humuleno, linalol e trans-B-
ocimeno. Essas substancias parecem ser responsaveis pela atividade
antidiarreica e que atuam por meio de dois mecanismos: (I) inibicao da
secregao intestinal ou (Il) aumento da absor¢cdo de fluidos pela mucosa
intestinal (33).

Alguns estudos fitoquimicos e biolégicos com a espécie E.
dysenterica DC estao relatados na literatura. O 6leo essencial obtido a partir
das folhas foi capaz de inibir o crescimento de espécies do género Candida sp
e Criptococus neoformans isolados a partir de pacientes infectados com o virus
HIV (35). O EXT etandlico seco a partir das folhas mostrou atividade frente ao
rotavirus SA11, que é responsavel por provocar diarreia em recém nascidos e
criangas jovens. Esse EXT apresentou toxicidade na concentragao de 5000
pMg/mL e citotoxicidade na concentragdo maxima de 50 ug/mL. Os autores
concluiram que a presenga de taninos, flavonoides, saponinas, cumarinas e

terpenos podem ser responsaveis por essa atividade antiviral (3).

A atividade antifungica frente a varias espécies de Candida também
foi demonstrada a partir do EXT aquoso das folhas de E. dysenterica DC por
meio da técnica de difusdo em disco. Foram determinadas as concentracbes
inibitérias minimas (CIM) frente a diferentes cepas e o EXT mostrou forte
atividade contra as espécies C. tropicalis (CIM: 125 pg/disco), C. formata (CIM:
125 pg/disco), C. krusei (CIM: 250 ug/disco), C. guilliermondii e C. parapsilosis
com CIM de 500 pg/disco (40).

Sabe-se que as plantas produzem diversos metabdlitos vegetais,
seja para o seu desenvolvimento ou como protecao frente a fatores ambientais.
Os compostos fendlicos estao entre esses metabdlitos que tém mostrado alta

atividade antioxidante (36,41,42). A infusdo das folhas foi avaliada quanto a



sua atividade antioxidante pelo método do sequestro de radicais livres
utilizando o reagente 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e também foi
determinado o conteudo de fendlicos totais pelo método de Folin—Ciocalteu
(43). A infusao das folhas de E. dysenterica DC apresentou ICso de 6,83 ug/mL;
indice de atividade antioxidante de 4,52 + 0,37 e conteido de fendlicos totais
equivalentes em acido galico de 412,1 + 17,2 mg/g de EXT seco. Os autores
certificam que a atividade antioxidante esta diretamente ligada a grande

quantidade de compostos fendlicos encontrada nas folhas (43).

Assim, como ja foram evidenciadas varias atividades biolégicas dos
compostos presentes na espécie E. dysenterica DC, faz-se necessario o
desenvolvimento de uma forma farmacéutica que seja efetiva, segura e estavel
por longos periodos de tempo para incorporar essas substancias e facilitar a
administracdo do produto. Aliado ao desenvolvimento de medicamentos, a
nanotecnologia cada vez se faz mais presente devido as caracteristicas
peculiares e inovadoras do produto farmacéutico final. Nesse conceito, tornam-
se um alternativa interessante para a incorporacdo do EXT de E. dysenterica
DC para melhorar a estabilidade dos ativos presentes no extrato, facilitar a
administragdo pela via topica e garantir a sua penetragdo nos tecidos mais

profundos da pele.

1.3 SISTEMAS NANOEMULSIONADOS

Sistemas nano ou microemulsionados compreendem dispersbes
coloidais metaestaveis caracterizado pela dispersao de dois liquidos imisciveis
entre si, geralmente agua e 6leo, em que essa mistura é estabilizada por um
agente tensoativo. O agente tensoativo ira atuar na interface 6leo/agua
reduzindo a tensao interfacial entre esses liquidos. Tensoativos sdo moléculas
anfifilicas que possuem uma cauda apolar que se orienta para a fase organica

e uma cabeca polar voltada para a fase aquosa (Figura 2) (44).
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Cabega polar

AGUA

Figura 2. Orientagdo das moléculas de tensoativo na interface éleo/agua. O grupamento polar
se orienta para a fase aquosa, enquanto que a cauda apolar se orienta para a fase organica.
Adaptado de (44).

Uma NE ¢é um sistema cineticamente estavel, isotrépico,
transparente e/ou translucido, formado pela dispersdao de agua e O6leo e
estabilizado pela presencga de um filme de moléculas de tensoativo, geralmente
associado a um co-tensoativo, que estao localizados na interface éleo/agua
(45,46).

Em geral, as NE possuem tamanho de goticulas compreendido entre
20 e 500 nm (47). Devido a esse pequeno tamanho, as NE possuem goticulas
menores que o0 comprimento de onda que a luz visivel, e por isso, sao sistemas
transparentes e ndo podem ser visualizadas em microscépios Opticos (48).
Além disso, as NE podem ser classificadas como: O/A, quando as goticulas de
Oleo estao dispersas em uma fase aquosa continua; A/O, quando goticulas de
agua encontram-se dispersas em uma fase oleosa continua (Figura 3); e
ainda, existem NE multiplas do tipo O/A/O ou A/O/A (44).

i | g (O
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Figura 3. Representagdo esquematica de nanoemulsées do tipo A/O (1) e O/A (2). Adaptado
de (44).



Para o preparo de NE, pode-se utilizar dois tipos distintos de
métodos: os de alta e os de baixa energia de emulsificacéo. Os de alta energia
necessitam da utilizacdo de equipamentos mecéanicos que produzem intensas
perturbagdes fisicas, como por exemplo, agitadores de alto cisalhamento,
homogeneizadores de alta pressao, microfluidizadores e geradores de
ultrassom. Quanto maior a forga utilizada durante o preparo, menor sera o

tamanho de goticula (49).

A emulsificagdo ultrassénica é muito eficiente na redugdo do
tamanho das goticulas. Nesta técnica, a energia é fornecida por meio de
sonotrodos denominados de sondas sonicadoras. Elas contém um cristal de
quartzo piezelétrico que pode expandir e contrair em resposta a tenséo elétrica
alternada. A medida que a ponta do sonicador entra em contato com o liquido,
ele produz vibragao mecanica e ocorre cavitagao. Cavitacdo é a formacéo e o
colapso das cavidades de vapor em liquido. Assim, o ultrassom pode ser usado
diretamente para produzir uma NE; é usado principalmente em laboratérios

onde pode ser obtido um tamanho de goticula tdo baixo quanto 200 nm (47).

A microfluidizagdo é uma tecnologia de mistura patenteada, que
utiliza um dispositivo chamado microfluidizador. Este dispositivo usa alta
pressao que forca o produto através de uma camara de interacao, resultando
na formagao de goticulas muito pequenas. O processo € repetido varias vezes
para se obter um tamanho de goticula desejado e produzir uma NE mais

uniforme (47).

Em contraste a este fato, os métodos que utilizam baixas energias
de emulsificacdo (fazendo o uso da energia quimica do sistema), podem ser
mais energeticamente eficientes pela simples agitagdo dos componentes da
formulacao (50). Ainda, os métodos de baixa energia de emulsificacdo pode ser
subdivido em emulsificagdo espontdnea (ElI) ou inversdo de fase por
temperatura (IFT). O primeiro envolve a mistura do agente tensoativo lipofilico
com a fase oleosa do sistema; o tensoativo hidrofilico com a fase aquosa do
sistema até a sua completa dispersdo. Na sequéncia, a fase organica é

adicionada a fase aquosa sob agitacdo magnética e a NE é formada (51,52).

A IFT pode ocorrer de duas maneiras: (1) inversdo de transicao

induzida por mudangas que afetam o equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL),



temperatura ou concentracédo de eletrdlitos e (2) inversdo catastrofica, que é
induzida pelo aumento do volume da fase dispersa (52). Para a aplicagdo do
principio de IFT, usa-se o método de inversao de transicao demonstrado por
Shinoda e colaboradores quando eles utilizaram tensoativos nao-iénicos do tipo
etoxilato. Estes tensoativos sdo altamente dependentes da temperatura,
tornando-se lipofilico com o aumento da temperatura devido a desidratagao da
cadeia de 6xido de polietileno. Com o arrefecimento do sistema, a NE que era
do tipo A/O torna-se O/A, pois os grupamentos de éxido de etileno estdo agora
mais orientados para a fase externa hidrofilica (12,52).

A formagdo desses sistemas que utilizam baixa energia de
emulsificagdo pode ser observada na Figura 4.

Emulsificagdo espontanea

o g . - . 3¢
Fase oleosa: - \ 75 e
Oleo + Tensoativo solivel em agua . - SN :
) ~ ) - - ’
2 N » - » N %
- ' . -
N s J ) 7 ’{- ﬁ:)\‘
Fase aquosa: X K% L '
Agua Milli-Q v 3 Ui oo
g S r}. ~ - &3 :‘}n(‘ -
Inversao de fase por temperatura Inversdo de fase por aumento de fase externa
resfriamento
\ = - - -
- s
-
o " .

3

Emulsao Bicontinua Emulsao

AIO O/A AIO

Bicontinua O/A

Figura 4. Métodos de formacédo de nanoemulsdes que utilizam baixa energia de emulsificagéo.
Adaptado de (53).

Dependendo do sistema e composi¢do, varios tamanhos de

goticulas podem ser alcancados para ambos os tipos de métodos que
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envolvam alta ou baixas energias de emulsificagdo (50). O tipo de NE formada
também depende das propriedades fisicas e quimicas do tensoativo, traduzidas
pelo seu EHL (54,55).

O EHL é uma escala de valores que foi introduzida para classificar
os tensoativos nao-idnicos conforme o tamanho de sua cadeia polar. Valores
compreendidos entre 0 a 10 indicam a predominancia da parte apolar da
estrutura do tensoativo, sendo seu uso mais empregado para produzir NE do
tipo A/O; enquanto valores superiores a 10 caracterizam a predominancia da
parte polar da molécula e sdo mais utilizadas para desenvolver NE do tipo O/A
(56). Entretanto, a capacidade de formagao de NE n&do depende somente do
EHL, mas também por outros fatores como temperatura do meio, forga idnica e
a presenca de co-tensoativo. A adicdo de um co-tensoativo proporciona uma

condig¢ao de solubilizagdo maxima do 6leo em agua (45).

As NE possuem excelente capacidade para solubilizar substancias
e, atualmente, elas tém sido utilizadas para aumentar a estabilidade e a
biodisponibilidade de varios farmacos, seja para administragao oral, topica,
injetavel, nasal ou ocular, pois elas permitem a veiculagdo de varios
componentes na fase oleosa (baixa constante dielétrica), aquosa (alta
constante dielétrica) ou mesmo na interface Oleo/agua (alta constante
dielétrica) (565-57).

Dentre as potenciais vantagens deste tipo de sistema, pode-se
destacar (47):

. Melhora da biodisponibilidade do farmaco;
. E nao tdxico e de natureza nao irritante;
. Devido ao pequeno tamanho de goticula, sua superficie de contato é

maior, levando a uma melhor penetracao do farmaco;
. Pode ser formulado em diversas formas, tais como espumas e sprays;

. Fornece melhor absorcdo de farmacos solUveis na fase oleosa em

tecnologia de culturas celulares;

. Pode incorporar farmacos hidrofilicos e lipofilicos em uma mesma

formulacao;
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. E eficiente para mascarar sabores desagradaveis quando administradas

pela via oral;

. Pode ser administrada por via inalatdria, ocular, endovenosa (apenas NE

do tipo O/A), oral, nasal, auricular, retal e topica.

Como pode ser observado, varias sdo as vantagens deste tipo de
sistema. A literatura cientifica relata que muitas NE ja foram desenvolvidas e
utilizadas principalmente para incorporar farmacos que sao administrados por
via topica. Isso se deve ao fato do baixo tamanho de goticula e da melhor
estabilidade e penetrabilidade do farmaco nas camadas da pele proporcionada

por este sistema.

1.4 ESTRUTURA DA PELE E A PERMEACAO CUTANEA DE SUBSTANCIAS

A pele, o maior 6rgao do corpo humano, possui uma superficie de
aproximadamente 2.500 cm? em um recém-nascido e 18.000 cm? em um
adulto, podendo pesar até 4,8 kg (58). Sua principal fungao é isolar o meio
interno do ambiente externo. Além disso, outras fungbes podem ser
destacadas, como: regulacdo da temperatura corporal; protegdo contra a
contaminagao microbiana, substancias quimicas e outros agentes; prote¢éo do
organismo contra a radiagdo ultravioleta (UV); auxilio na excrecdo de
substancias toxicas; reducao da perda de agua; e por fim, possui a capacidade

de receber estimulos como tato, dor, calor e pressao (59,60).

Estruturalmente, a pele é constituida por trés camadas altamente
especializadas e heterogéneas, sendo elas a epiderme, derme e hipoderme
(Figura 5) (59).
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Figura 5. Esquema das camadas da pele (epiderme, derme e hipoderme) e anexos cutaneos
(61).

A primeira camada da pele, a epiderme, & formada por
queratindcitos, que sao células estratificadas que se diferenciam a medida que
se voltam da camada basal para a superficie da pele. Quando atingem a
superficie da pele, elas ja sao alongadas, mortas e extremamente ricas em
queratina, constituindo o EC (58,59). A espessura dessa camada varia de
acordo com sua localizagdo no corpo humano, sendo mais espessa nas
palmas das maos e dos pés e mais delgada na superficie ocular (62). A

epiderme, portanto, é formada por cinco camadas, sendo elas (62,63):

. Camada basal: as células encontram-se na jungdo dermoepidermal. E
nesta camada que se encontram os queratinécitos que, por mitose, promovem
a renovagao celular da epiderme. Aqui também se encontram os melandcitos,
que sao responsaveis pela elaboragado de pigmentos que dao cor a pele.

. Camada espinhosa: o0s queratindcitos que estdo nessa camada
apresentam-se em forma de glébulos, poliédricos e fortemente aderidos entre
si por espessamento da membrana (dermossomas), conferindo-lhes uma
aparéncia espinhosa. Esta camada é constituida por 6 a 20 fileiras de
queratindcitos.

. Camada granulosa: aqui, os queratindcitos sdo achatados, com nucleo
basofilico e protoplasma contendo granulagdes de querato-hialina. Nesse

momento, as células ja estdao perdendo suas caracteristicas fisioldgicas.
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. Camada lucida: esta camada esta presente principalmente na regido da
planta dos pés e das maos. Sao pobres em hialina e formam uma camada fina
e translucida acima da camada granulosa.

. EC: essa é a primeira barreira da pele, que é formada por cornedcitos.
Essas células apresentam-se alongadas, mortas e desidratadas, altamente
queratinizadas e assim, isso confere-lhes um aspecto rigido e resistente. Essa
camada possui entre 10 a 15 um de espessura e €& a primeira barreira

encontrada pelos farmacos na absorgao percutanea.

A renovacgao celular que ocorre na epiderme e vai da camada basal

até o EC, onde ha o despendimento de células mortas (64).

Os queratindcitos encontram-se rodeados por lipideos no espago
intercelular, uma vez que a fungao barreira do EC depende do acumulo dessas
gorduras (63). Entre os principais lipideos encontrados, cita-se as ceramidas,
acidos graxos e colesterol. Acredita-se que eles sado produzidos pela camada
granulosa, em que pequenas inclusdes citoplasmaticas (denominada de corpos

lamelares) sdo formadas e “empilhadas” (65).

A principal ceramida encontrada na pele € a esfingosina. No EC, ao
menos nove diferentes ceramidas ja foram relatadas. Admite-se que elas estédo
relacionadas com a organizagdo do EC para a forma ortorrbmbica. Ja o
colesterol é outro lipideo que esta presente no EC com a principal fungao de
barreira. Por fim, os acidos graxos livres, juntamente com o sulfato de
colesterol, s&o o0s Uunicos lipideos que possuem a porgdo polar
ionizavel/carregada. Esses acidos graxos sao os responsaveis por manter o pH

levemente acido da pele, que situa-se entre 4,0 a 5,0 (65).

As substancias administradas pela via tépica deparam-se com o EC
como sendo a primeira barreira para a sua penetragdo. Isso ocorre devido as
caracteristicas hidrofilica e lipofilica dessa camada, e a permeacao do farmaco
ira depender, portanto, das caracteristicas deste farmaco. A permeabilidade de
determinadas moléculas por meio desta estrutura é o principal fator dentre os
muitos outros aspectos biofarmacéuticos de medicamentos de uso topico
(62,66,67).
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Os farmacos de uso tdpico podem atravessar o EC por meio de trés
mecanismos distintos, sendo eles: (I) via intercelular, onde o farmaco ira se
difundir em torno dos cornedcitos, ficando regularmente no interior da matriz
lipidica; (Il) via transcelular, onde o farmaco atravessa inteiramente os
cornedcitos e a matriz lipidica extracelular; (Ill) via anexos cutaneos, onde o
farmaco pode ser absorvido por meio dos foliculos pilosos, glandulas sebaceas
e glandulas sudoriparas. Entretanto, a contribuicdo de cada uma dessas vias
na penetragdo/permeacgao ira depender das caracteristicas fisico-quimicas do

farmaco (68) e de qual formulagao este farmaco esta inserido.

A préxima camada da pele, a derme, € um tecido elastico que, além
de fornecer nutrientes para a epiderme, protege o corpo contra lesbes
mecanicas. Sua espessura é de 1 a 4 mm dependendo da regido do corpo. A
derme papilar é aquela que se encontra em contato direto com a epiderme e a
derme reticular encontra-se logo abaixo desta. Ainda, a derme reticular é
formada principalmente por fibras colagenas de grande didmetro, organizadas
em grandes feixes entretecidos, com fibras elasticas ramificadas em torno
desses feixes. Nessa camada é onde se encontra o bulbo dos pelos, glandulas,
terminacdes nervosas e vasos sanguineos e linfaticos (59,69). As principais
células que se encontram nessa camada sao os fibroblastos, que sintetizam as
fibras colagenas e substancias gelatinosas, onde os elementos dérmicos estao
imergidos (63), além dos macréfagos, mastocitos e outras células circulantes

do sistema imunoldégico (59).

As fibras de colageno formam estruturas rigidas que conferem
propriedades biomecanicas para a pele, dando a ela sustentacdo, firmeza e
elasticidade. O envelhecimento cutdneo é um processo biolégico complexo que
€ influenciado por fatores intrinsecos (genética, metabolismo celular e
horménios) e extrinsecos (exposi¢ao frequente a luz solar, poluigdo, radiagao
ionizante e agentes quimicos). Esses fatores acabam por danificar as
estruturas de colageno, fazendo com que ocorra uma perda gradual da

elasticidade, ocorrendo, dessa forma, o processo de flacidez (70).

Por fim, a terceira camada e a mais interna da pele é denominada
hipoderme. Essa camada isola o corpo, serve como reserva de energia,

amortece e protege a pele frente a impactos e permite sua mobilidade sobre
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estruturas adjacentes. Além disso possui um efeito “cosmético”, pois esse
tecido molda e da contorno para o corpo. O limite entre a derme reticular
profunda e a hipoderme é uma transicdo abrupta de um tecido conjuntivo
dérmico e predominantemente fibroso para um tecido subcutaneo
primariamente adiposo. Apesar desta clara distincdo anatbémica, as duas
regides ainda estdo estruturalmente e funcionalmente integradas através de
redes de nervos e vasos sanguineos por meio da continuidade dos apéndices
epidérmicos. As glandulas sudoriparas apdcrinas e écrinas sao normalmente

encontradas nesta camada (59).

Os adipdcitos sdo as principais células que se encontram na
hipoderme. Eles sao organizados em lobulos definidos por septos de tecido
conjuntivo fibroso. Nervos, vasos sanguineos e linfaticos estdo localizados
dentro desses septos e fornecem nutrientes para essas células. A sintese e o
armazenamento de gordura perpetuam ao longo da vida através de um maior
acumulo de lipidios nas células adiposas, proliferacdo de adipdcitos existentes
ou pelo recrutamento de novas células do mesénquima que ainda nao se

diferenciaram (59).

Concluindo, nota-se que a pele é um 6érgao altamente complexo
devido as suas caracteristicas fisiologicas, anatdbmicas e funcionais. A sua
frequente exposicao a radiagdo UV e a poluicdo promove o envelhecimento
cutaneo precoce devido a formacao de agentes oxidantes que acabam por
destruir o tecido, por meio principalmente do enrijecimento das fibras que
compdem a derme, promovendo o aspecto envelhecido da pele. Uma das
alternativas para contornar este problema é a administragédo topica de agentes
denominados antioxidantes que retardam tais efeitos, em que se destacam

aqueles que sao originados de produtos naturais.

1.5 FLAVONOIDES E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Um radical livre € uma espécie molecular que contém um elétron
desemparelhado na sua ultima camada de valéncia. A falta desse elétron nao

pareado resulta em certas propriedades comuns que sao compartilhadas pela
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maioria dos radicais livres. Muitos radicais livres sdo instaveis e altamente

reativos, fazendo com que reajam com varias outras moléculas (71).

Os radicais livres que contém oxigénio sdo o radical hidroxila, o
radical anion superoxido, o perdxido de hidrogénio, o oxigénio singlet, o radical
oxido nitrico e o radical peroxinitrito. Estas sdo espécies altamente reativas,
capazes de atuarem no nucleo e nas membranas de células em moléculas
biologicamente relevantes, como DNA, proteinas, carboidratos e lipidios
(71,72).

Esses radicais livres podem ser neutralizados administrando-se
substancias denominadas antioxidantes (72), destacando-se aqueles oriundos

de produtos naturais.

Na natureza existe uma enorme variedade de agentes antioxidantes
que diferem em relacdo a sua composi¢ao, propriedades fisicas e quimicas e
mecanismos de acao (73). Acredita-se que dois tercos de todas as espécies de
plantas possui importancia terapéutica, e que quase todas detém atividade
antioxidante (74). As plantas sintetizam e acumulam os metabdlitos
secundarios por dois motivos. O primeiro esta relacionado com a capacidade
que elas possuem de produzir diferentes compostos quimicos para realizar
suas fungdes normais e/ou protegé-las contra o ataque de patdégenos e
herbivoros. O segundo mecanismo esta diretamente ligado a sintese de

substancias como uma resposta frente ao estresse ambiental (75,76).

As plantas produzem uma enorme variedade de compostos com
estruturas e caracteristicas quimicas distintas. Ja se tem elucidado mais de
50.000 compostos originarios de plantas (77). Entre eles destacam-se os
flavonoides, carotenoides, compostos fendlicos e polifendlicos. Segundo a
literatura, ha evidéncias de que a maioria dessas substancias possuem
atividade antioxidante que podem exercer diversos efeitos benéficos para a
saude humana (42,78).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos esta relacionada
com a propriedade de serem doadores de elétrons; assim, eles sdo capazes de

eliminar os radicais livres. Os polifendis possuem estrutura quimica adequada
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para terem atividade antioxidante e ja foi demonstrado que esses compostos

s&o mais eficazes como antioxidantes do que as vitaminas C e E (42,79).

Os compostos fendlicos encontram-se dentro de uma classe que
engloba uma grande diversidade de estruturas simples e complexas, que
possuem ao menos um anel aromatico no qual, ao menos, um hidrogénio é
substituido por um grupamento hidroxila. Eles s&o classificados de acordo com

sua estrutura principal ou segundo sua ocorréncia no reino vegetal (80).

Dentro dos compostos fendlicos encontra-se os flavonoides, uma
subclasse que também é referenciada na literatura por possuir atividade
antioxidante (81). Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais
importantes e diversificados entre os produtos de origem vegetal (82). Os
flavonoides podem ser encontrados sob diversas formas estruturais; todavia, a
maioria possuem 15 atomos de carbono em seu nucleo fundamental,
constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas.
As unidades sdo denominadas de nucleos A, B e C, e os atomos de carbono
recebem a numeragao com numeros ordinarios para os centros A e C e os

mesmos numeros seguidos de uma linha (") para o centro B (Figura 6) (80).

(3]
-

Figura 6. Estrutura basica dos flavonoides.

1.5.1 Catequinas

As catequinas (Figura 7) pertencem a classe dos flavonoides e séao
encontradas principalmente na espécie Camellia sinensis (cha verde) (83). Elas
sdo consumidas mundialmente pela infusdo das folhas, principalmente nos
paises Asiaticos, como China e Japao (84,85). O consumo do cha nessas

culturas tém sido associada com a prevengdo de muitas doengas, incluindo
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cancer, catarata e doengas cardiacas (86). Esse efeito benéfico para a saude
humana esta relacionada com a forte atividade antioxidante promovida pelas
catequinas (86,87), além da atividade antiangiogénica e inibicao da proliferacao

celular e modulagao do metabolismo carcinogénico (7).

OH

HO
OH

OH

OH

Figura 7. Estrutura molecular da (+) catequina (PM: 290,3 g/mol).

Sabe-se que as catequinas possuem uma forte atividade
antioxidante e que elas tém a capacidade de eliminar espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio em virtude das suas propriedades redutoras exercidas

pelos grupamentos hidroxilas ligados ao anel aromatico (88).

Quando administradas pela via oral, as catequinas possuem baixa
biodisponibilidade. Esse fato pode estar relacionado com o metabolismo de
primeira passagem e/ou remoc¢ao pelo figado imediatamente apdés a sua
absorcdo. Além disso, ha também a baixa extensao com que as catequinas sao
distribuidas nos tecidos, sendo encontrada em baixos niveis plasmaticos
(89,90).

A utilizagdo de plantas ricas em compostos fendlicos como
suplemento dietético tem crescido nos ultimos anos, e o uso de extratos de
plantas em produtos dermatocosméticos também encontra-se em ascensao.
Isso porque a complexa mistura de substancias fendlicas encontradas nas

plantas exercem para pele o mesmo efeito protetor que para os 6rgaos internos
(6).
Alguns estudos ja mostram que a aplicagao tdpica de catequina tem

demonstrado um efeito fotoprotetor, com redugdo do numero de células

danificadas pelo sol, protegdo das células de Langherans, redugdo do dano
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levado ao DNA apds a exposicado a radiacao UV e, principalmente, acentuada
acao antioxidante (5,88,89). Entretanto, a catequina € uma molécula que
possui baixa estabilidade nas condigbes ambientais, sendo facilmente oxidada.
Além disso, possui baixa capacidade de penetrar nas camadas mais profundas
da pele (91). Esses problemas podem ser contornados veiculando essa
substancia em formulagdes nanoemulsionadas, uma vez que esses sistemas
tém potencial de protegerem as catequinas do ambiente externo, melhorando
sua estabilidade fisico-quimica por longos periodos de tempo e melhorar as
propriedades antioxidantes da prépria molécula. Adicionalmente, o tamanho
reduzido das goticulas das NE fornece maior superficie de contato delas com a
pele e os tensoativos sdo capazes de desestabilizar o EC, aumentando a

penetracdo cutanea de substancias nela incorporadas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar e avaliar
nanoemulsdes contendo extrato aquoso das folhas de Eugenia dysenterica DC
e catequina para serem empregadas como alternativas terapéuticas inovadoras

para o tratamento tépico do envelhecimento cutaneo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Padronizar e validar um método analitico seletivo para quantificagao de
catequina no extrato aquoso das folhas de E. dysenterica DC e para dar
suporte aos ensaios de permeacao cutdnea dessas substancias a partir
das formulagoes;

» Verificar a compatibilidade quimica entre a catequina e os excipientes
utilizados no preparo das nanoemulsoes;

» Obter nanoemulsées do tipo O/A e A/O a partir da construcdo de
diagramas de fases pseudoternarios;

» Incorporar o extrato aquoso das folhas de E. dysenterica DC e catequina
aos sistemas nanoemulsionados desenvolvidos e caracteriza-los quanto
ao tamanho de goticula, indice de polidisperséo (PDI), potencial zeta, pH
e teor de catequina;

» Realizar os estudos de estabilidade das nanoemulsdes por 90 dias;

» Verificar in vitro a retengdo cutdnea da catequina a partir das
nanoemulsdes obtidas;

» Determinar a atividade antioxidante das nanoemulsdes utilizando o
radical livre DPPH por meio da técnica de Espectroscopia de
Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR);

» Avaliar o potencial irritante das nanoemulsdes desenvolvidas por meio
do ensaio in vitro HET-CAM.
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APENDICE A — Caracteristicas organolépticas das NE O/A e NE A/O durante
os estudos de estabilidade

Quadro 1. Caracteristicas organolépticas da NE O/A armazenado em temperatura ambiente e
geladeira por 90 dias. HG (Homogéneo); TL (Translucido); C (Caracteristico); LS (Liso); LM
(Levemente modificado).

NE O/A — Temperatura ambiente

NE O/A - Geladeira

2 Sensacao Sensacao
o | Aspecto | Cor | Odor Aspecto | Cor | Odor
de tato de tato
0 HG|TL| C C LS HG | TL | C C LS
7 |HG | TL| C C LS HG | TL | C C LS
15 | HG | TL | C C LS HG | TL | C C LS
30 HG|TL| C C LS HG | TL | C C LS
60 HG |TL| C C LS HG | TL | C C LS
90 | HG | TL | LM C LS HG | TL| C C LS

Quadro 2. Caracteristicas organolépticas da NE O/A EXT armazenado em temperatura
ambiente e geladeira por 90 dias. HG (Homogéneo); TL (Translucido); C (Caracteristico); LS

(Liso); LM (Levemente modificado); M (Modificado).

NE O/A EXT — Temperatura

NE O/A EXT - Geladeira

) ambiente
g Sensacgao Sensacgao
Aspecto | Cor | Odor Aspecto | Cor | Odor
de tato de tato
0 HG|TL| C C LS HG | TL | C C LS
7 |HG | TL| C C LS HG | TL | C C LS
15 |HG | TL| C C LS HG | TL | C C LS
30  HG | TL | LM C LS HG | TL | C C LS
60 HG |TL | LM C LS HG | TL | LM C LS
90 |HG | TL | M C LS HG | TL | LM C LS
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Quadro 3. Caracteristicas organolépticas da NE O/A CA armazenado em temperatura
ambiente e geladeira por 90 dias. HG (Homogéneo); TL (Translucido); C (Caracteristico); LS

(Liso); LM (Levemente modificado); M (Modificado).

NE O/A CA — Temperatura
NE O/A CA - Geladeira
) ambiente
<
o Sensacao Sensacao
Aspecto | Cor | Odor Aspecto | Cor | Odor
de tato de tato

0 HG|TL| C C LS HG | TL| C C LS

7 |HG|TL| C C LS HG | TL| C C LS
15 |HG | TL| C C LS HG | TL| C C LS
30 | HG | TL | C C LS HG | TL| C C LS
60 | HG | TL | C C LS HG | TL| C C LS
90 HG |TL| C C LS HG | TL| C C LS

Quadro 4. Caracteristicas organolépticas da NE A/O armazenado em temperatura ambiente e
geladeira por 90 dias. HG (Homogéneo); TL (Translucido); C (Caracteristico); LS (Liso); LM
(Levemente modificado).

NE A/O — Temperatura ambiente

NE A/O — Geladeira

2 Sensacao Sensacao
o | Aspecto | Cor | Odor Aspecto | Cor | Odor
de tato de tato
0 HG|TL| C C LS HG | TL | C C LS
7 |HG | TL| C C LS HG | TL | C C LS
15 |HG | TL| C C LS HG | TL | C C LS
30 HG|TL| C C LS HG | TL | C C LS
60 HG |TL| C C LS HG | TL | C C LS
90 ([HG | TL| C C LS HG | TL | C C LS
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Quadro 5. Caracteristicas organolépticas da NE A/O EXT armazenado em temperatura
ambiente e geladeira por 90 dias. HG (Homogéneo); TL (Translucido); C (Caracteristico); LS

(Liso); LM (Levemente modificado); M (Modificado).

NE A/O EXT - Temperatura

NE A/O EXT - Geladeira

) ambiente
g Sensacao Sensacao
Aspecto | Cor | Odor Aspecto | Cor | Odor
de tato de tato
0 HG|TL| C C LS HG |TL| C C LS
7 |HG|TL| C C LS HG |TL| C C LS
15 |HG | TL | C C LS HG |TL| C C LS
30  HG |TL | LM | C LS HG |TL| C C LS
60 HG |TL | LM | C LS HG | TL | LM C LS
90 | HG |TL| M C LS HG | TL | LM C LS

Quadro 6. Caracteristicas organolépticas da NE A/O CA armazenados em temperatura
ambiente e geladeira por 90 dias. HG (Homogéneo); TL (Translucido); C (Caracteristico); LS

(Liso); LM (Levemente modificado); M (Modificado).

NE A/O CA — Temperatura

NE A/O CA - Geladeira

n ambiente
g Sensacao Sensacao
Aspecto | Cor | Odor Aspecto | Cor | Odor
de tato de tato
0 HG|TL| C C LS HG | TL | C C LS
7 |[HG|TL| C C LS HG | TL | C C LS
15 |HG | TL| C C LS HG | TL | C C LS
30 HG|TL| C C LS HG | TL | C C LS
60 HG |TL| C C LS HG | TL | C C LS
90 ([HG | TL| C C LS HG | TL | C C LS
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APENDICE B - Caracteristicas organolépticas dos controles O/A e A/O
durante os estudos de estabilidade.

Quadro 7. Caracteristicas organolépticas do controle O/A EXT armazenado em temperatura
ambiente e geladeira por 90 dias. HG (Homogéneo); T (Transltcido); TR (Turvo); MA (Marrom);
ME (Marrom escuro); C (Caracteristico); LM (Levemente modificado); M (Modificado).

Controle O/A EXT — Temperatura

g ambiente Controle O/A EXT - Geladeira
Q Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor

0 HG T MA C HG T MA C

7 HG TR MA C HG T MA C
15 HG TR ME LM HG T MA C
30 HG TR ME M HG TR MA LM
60 HG TR ME M HG TR ME M
90 HG TR ME M HG TR ME M

Quadro 8. Caracteristicas organolépticas do controle O/A CA armazenado em temperatura
ambiente e geladeira por 90 dias. HG (Homogéneo); T (Translucido); AC (Amarelo claro); A
(Amarelo); AE (Amarelo escuro); C (Caracteristico).

Controle O/A CA - Temperatura ]

2 ambiente Controle O/A CA — Geladeira
Q Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor
0 HG T AC C HG T AC C
7 HG T AC C HG T AC C
15 HG T AC C HG T AC C
30 HG T A C HG T A C
60 HG T AE C HG T A C
90 HG T AE C HG T A C
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Quadro 9. Caracteristicas organolépticas do controle A/O EXT armazenado em temperatura
ambiente e geladeira por 90 dias. Legenda: HG (Homogéneo); T (Translucido); TR (Turvo); MA
(Marrom); MC (Marrom claro); ME (Marrom escuro); C (Caracteristico); LM (Levemente
modificado); M (Modificado).

Controle A/O EXT — Temperatura

Controle A/O EXT — Geladeira

2 ambiente
Q Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor
0 HG T MC C HG T MC C
7 HG TR MC C HG T MC C
15 HG TR MA LM HG T MC C
30 HG TR MA M HG T M LM
60 HG TR ME M HG T M LM
90 HG TR ME M HG T ME LM

Quadro 10. Caracteristicas organolépticas do controle A/O CA armazenado em temperatura
ambiente e geladeira por 90 dias. HG (Homogéneo); T (Translucido); IN (Incolor); AC (Amarelo

claro); A (Amarelo); C (Caracteristico).

Controle O/A CA — Temperatura

Controle O/A CA — Geladeira

g ambiente
Q Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor
0 HG T IN C HG T IN C
7 HG T IN C HG T IN C
15 HG T IN C HG T IN C
30 HG T AC C HG T AC C
60 HG T AC C HG T AC C
90 HG T A C HG T AC C




