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RESUMO

O uso de protetores solares tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos.
O desenvolvimento de filtros solares lipossomais pode ser de grande interesse para
a industria cosmética, pois por meio desses sistemas pode-se melhorar algumas
propriedades, tais como perfil de liberacdo controlado do ativo encapsulado,
melhora na estabilidade e eficacia do produto, entre outros. Este estudo objetivou
a obtencao de lipossomas constituidos de Asolectina de soja obtidos pelo método
de evaporacao por fase reversa e o encapsulamento de substancias filtros solares
para aplicacdo em protetores solares. Os sistemas lipossomais foram
caracterizados, no que tange as propriedades fisico-quimicas, estruturais e
térmicas pelas técnicas de Espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), Espalhamento de Luz dinamico (DLS), Microscopia de Forga
Atébmica (AFM), Potencial Zeta (ZP), Calorimetria diferencial de varredura (DSC),
Anadlise Termogravimétrica (TGA) e Espectroscopia de UV-Vis. Além disso, os
protetores solares com os lipossomas tiveram a avaliagdo através de estudo de
estabilidade acelerado e determinacédo do FPS. Os lipossomas obtidos através do
método de evaporacdo de fase reversa resultaram no encapsulamento bem-
sucedido de resveratrol nos lipossomas, com eficiéncias de encapsulamento acima
de 93% quantificados por Cromatografia Liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os
lipossomas obtidos tiveram valores de PDI < 0,27 o que sugere homogeneidade no
tamanho dos lipossomas e ZP menor que -30,0 mV apresentando boa estabilidade
dos lipossomas em suspensao. Analisando a curva de absorbancia na regido UV
de algumas formulagdes dos lipossomas, verificou-se uma absorbancia significativa
nas regides UVA e UVB, regido onde os protetores solares agem e fazem a
protecao da pele. Além disso os lipossomas apresentaram boa estabilidade térmica
com degradacdo acima de 200°C. Alguns lipossomas foram aplicados a base
cosmeética de protetor solar para avaliagcao da estabilidade e do Fator de Protecéo
Solar, onde obteve-se um aumento de até 40% no valor do FPS comparado ao

protetor com lipossoma branco.

Palavras-chave: Lipossomas, Filtros Solares, Fator de Protegcdo Solar,
Caracterizagao.



ABSTRACT

The use of sunscreens has increased considerably in recent years. The
development of liposomal sunscreens can be of great interest to the cosmetic
industry, as through these systems some properties can be improved, such as the
controlled release profile of the encapsulated active ingredient, improvements in the
stability and effectiveness of the product, among others. This study aimed to obtain
liposomes made up of soy Asolectin obtained by the reverse phase evaporation
method and the encapsulation of sunscreen substances for application in
sunscreens. The liposomal systems were characterized, regarding their
physicochemical, structural and thermal properties by the techniques of Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Dynamic Light Scattering (DLS), Atomic
Force Microscopy (AFM), Zeta Potential (ZP), Differential Scanning Calorimetry
(DSC), Thermogravimetric Analysis (TGA) and UV-Vis Spectroscopy. Furthermore,
sunscreens with liposomes were evaluated through an accelerated stability study
and FPS determination. Liposomes obtained through the reverse phase evaporation
method resulted in the successful encapsulation of resveratrol in liposomes, with
encapsulation efficiencies above 93% quantified by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). The liposomes obtained had PDI values < 0.27, which
suggests homogeneity in the size of the liposomes and ZP less than -30.0 mV,
showing good stability of the liposomes in suspension. Analyzing the absorbance
curve in the UV region of some liposome formulations, a significant absorbance was
found in the UVA and UVB regions, the region where sunscreens act and protect
the skin. Furthermore, liposomes showed good thermal stability with degradation
above 200°C. Some liposomes were applied to the cosmetic base of sunscreen to
evaluate stability and Sun Protection Factor, where an increase of up to 40% in the

SPF value was obtained compared to the white liposome protector.

Keywords: Liposomes, Sunscreens, Sun Protection Factor, Characterization.
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1. INTRODUGCAO

Segundo dados de 2022 da ABIHPEC, Associacao Brasileira da Industria de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosméticos, o segmento cosmético nacional apresentou um
crescimento médio deflacionado de 10 % nos ultimos 16 anos. O Brasil ocupa atualmente
a 22 posicao mundial em comercializagao de protetores solares e a 32 posi¢gao no setor
cosmeético em geral. O segmento de prote¢do solar foi 0 que mais cresceu nos ultimos anos
no Brasil, gragas a maior conscientizagdo dos consumidores em relagao a prote¢ao de sua
pele em relacdo aos efeitos que podem ser causados pela radiagdo solar. A radiagao
ultravioleta (UV), emitida pelo sol € conhecida por provocar inumeros dados ao tecido
epitelial, sendo o mais grave deles o cancer de pele, que, segundo dados do Instituto
Nacional de Cancer (INCA) é responsavel por milhares de mortes ao ano.

Os produtos utilizados como protetores solares apresentam na sua composicao
filtros solares fisicos e/ou quimicos. Os filtros solares sao substancias capazes de absorver,
refletir ou dispersar a radiagéo ultravioleta proveniente dos raios solares, protegendo a pele
humana contra efeito adversos, agudos e crénicos. (GONZALEZ et al, 2008)

A exposicao a radiacdo UV pode aumentar a produgao de radicais livres e inativar
os componentes do sistema antioxidante. Os filtros solares nao proporcionam uma protecao
completamente eficaz em relacdo a nao formacédo de RLs e o0 uso de substancias com
potencial antioxidante pode fornecer novas perspectivas para a prevencdo de danos
oxidativos mediados pelos radicais livres. (AFAQ,2011).

Lipossomas, sao estruturas coloidais constituidas de um nucleo interno aquoso e
uma membrana formada pela auto-associacdo de moléculas fosfolipidicas em bicamadas.
De acordo com o seu tamanho, formato, morfologia e caracteristicas fisico-quimicas, estas
estruturas que possuem a capacidade de encapsulamento de compostos hidrofilicos no
seu nucleo aquoso e compostos hidrofébicos nas bicamadas lipidicas, oferecendo uma
larga aplicacao em diversas areas.

O desenvolvimento de protetores solares lipossomais pode ser de grande interesse
para a industria, pois por meio desses sistemas pode-se modificar as propriedades dos
materiais, proporcionando inumeros beneficios, tais como perfil de liberagdo controlado
do(s) ativo(s) encapsulado(s), melhora na estabilidade dos filtros encapsulados, maior

estabilidade e eficacia, bem como a reducédo de reag¢des adversas. (JAIN & JAIN, 2010).
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A tecnologia dos lipossomas permite associar substancias com agodes e finalidades
diferentes, obtendo um produto sinérgico de ampla agao com resultados mais eficazes.
Sendo assim, o presente projeto visa desenvolver e avaliar lipossomas contendo filtros
solares fisicos e/ou quimicos associados a um ativo antioxidante com objetivo de aumentar
a eficacia fotoprotetora da formulagao, reduzir a toxicidade do produto, evitar a formacao
de radicais livres provocados pela radiagao solar e melhorar os aspectos cosmetoldgicos

do produto final.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PROTETOR SOLAR

Protetores solares s&o produtos compostos por moléculas organicas e/ou
inorganicas com atividade fotoprotetora incorporadas em uma base cosmética sao
utilizados para proteger a pele da radiagao ultravioleta proveniente do sol. O protetor solar
pode ser apresentado comercialmente na forma de creme, gel, spray ou outro produto
topico (JAIN e JAIN, 2010). Ha variadas bases cosméticas utilizadas para protetores
solares, entretanto a emulsdo vem sendo mais utilizada pela facilidade de incorporacéo dos
ativos e filtros solares (OTTO et al., 2009).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define os protetores
solares como produtos cosmeéticos e apresenta a relacido de filtros ultravioleta permitidos,
contendo 38 ingredientes ativos.

O segmento de protegao solar foi o que mais cresceu nos ultimos anos no Brasil,
gragas a maior conscientizagdo dos consumidores em relagao a protegcédo de sua pele em

relagéo aos efeitos que podem ser causados pela radiagéo solar. (ABIHPEC, 2012).

2.2 RADIACAO SOLAR

O Sol ¢é a principal fonte de energia de todo o sistema solar. Tal energia é emitida
sob a forma de radiagdes corpusculares (protons, elétrons e particulas) e eletromagnéticas
de diferentes comprimentos de onda, com frequéncias e niveis de energia associados
(NEVES, 2008).

O espectro solar que atinge a superficie terrestre é formado predominantemente por
radiacdes ultravioletas (100400 nm), visiveis (400-800 nm) e infravermelhas (acima de
800 nm). Nosso organismo percebe a presenga destas radiagdes do espectro solar de
diferentes formas. A radiagdo infravermelha (IV) é percebida sob a forma de calor, a
radiagao visivel (Vis) através das diferentes cores detectadas pelo sistema o6ptico e a
radiagao ultravioleta (UV) através de reagdes fotoquimicas. (FLOR et al, 2006).
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2.2.1 RADIAGAO UV

A radiagao ultravioleta (UV), emitida pelo sol € conhecida por provocar inumeros
danos ao tecido epitelial, sendo o mais grave deles o cancer de pele, que, segundo dados
do Instituto Nacional de Cancer (INCA) é responsavel por milhares de mortes ao ano. Além
disso, a exposicao da pele aos raios UV sem nenhuma protegao favorece a ocorréncia de
estresse oxidativo, danos ao DNA, envelhecimento precoce da pele, geragdo de espécies
reativas de oxigénio e multiplos efeitos sobre o sistema imune. O espectro responsavel por
causar esses danos compreende os comprimentos de onda que vao de 290 a 400nm, e
inclui a radiagao UVA e UVB. (NICHOLS; KATIYAR, 2010).

Um filtro solar deve absorver e/ou refletir a radiagcdo UV e oferecer absorgéo
homogénea sobre um largo espectro de radiagdo UV. Isto significa que, a formulagéo
fotoprotetora ndo deve apenas proteger contra a radiagao ultravioleta de baixo comprimento
de onda (UVB), que é o principal responsavel pelo eritema e pela queimadura solar. Deve
também proteger contra o UVA, a radiagao ultravioleta de alto comprimento de onda que
nao €& apenas responsavel pelo bronzeamento, mas também atua nos danos a pele
provocados pela luz solar, fotoenvelhecimento, fotodermatose aguda e crbnica e
imunossupressio. A protecao completa contra toda a faixa do UV raramente é possivel com
um unico filtro UV. Portanto, a maioria dos filtros solares modernos usa uma combinacgao
de varios filtros organicos e inorganicos para cobrir todo o espectro de UV (PETRAZZUOLI,
2000).

A energia da radiagao solar aumenta com a redugéo do comprimento de onda, assim
aradiacao UV é a de menor comprimento de onda e, consequentemente, a mais energética,
ou seja, a mais propensa a induzir reagdes fotoquimicas. (KIMBROUGH, 1997). A radiacao
UV de energia menor penetra mais profundamente na pele e, ao atingir a derme, é
responsavel pelo fotoenvelhecimento. A faixa da radiagdo UV (100 a 400nm) pode ser

dividida em trés partes: UVA, UVB e UVC, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Classificagdo da radiagédo UV

Radiagao UV Comprimento de Onda(A nm) | Incidéncia Terrestre(%)
UVA | 340-400 -
UVA I 320-340 95
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uvB 290-320 05

uvC 200-290 -
Fonte: KIMBROUGH, 1997

2.3 FILTROS SOLARES

Os filtros solares tém sido utilizados por muitos anos para proteger a pele humana
contra efeito adversos, agudos e crbénicos, da radiagao solar. (YESUDIAN, 2002).

Durante os ultimos 40 anos, um grande numero de diferentes moléculas foi
introduzido no mercado mundial para atuarem como filtros solares: acido tanico, salicilato
de benzila, derivados do acido paraaminobenzéico (PABA), derivados de 2-fenilimidazois,
acido antranilico, varios cinamatos e benzofenonas. (URBACH, 2001).

Atualmente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) disponibiliza a
listagem das substancias quimicas organicas e inorganicas que podem ser utilizadas como
filtros solares. (ANVISA, 2005).

2.3.1 FILTROS INORGANICOS

Os filtros solares inorganicos séo representados por materiais minerais como caulim,
sulfato de bario, mica e 6xido de ferro, talco, calamina, mas principalmente por dois éxidos:
ZnO e TiO2. Esses funcionam ao refletir raios ultravioletas que atingem a pele, em vez de
envolver um processo de absor¢ao da radiacdo emitida a partir dos diferentes
comprimentos de onda, como fazem os filtros solares organicos (FORESTIER, 2008).

Os filtros inorgénicos possuem uma capacidade reconhecida de bloquear as
radiagdes solares UVA e UVB, criando uma barreira para a passagem da radiagéo, ou seja,
eles funcionam como refletores, e representam uma forma segura e eficaz para proteger a
pele. Em particular, ZnO e TiO2 estédo na lista de ingredientes ativos seguros para uso em
protetores solares, pois apresentam um baixo potencial de irritacdo, sendo inclusive, os
filtros solares recomendados no preparo de fotoprotetores para uso infantil (PALM;
O’DONOGHUE, 2007).

Os filtros orgénicos diferem dos filtros inorgénicos por serem excessivamente
opacos, nado tém uma boa aceitacido pelo usuario, pois possuem textura pastosa e deixam

a pele com aspecto esbranqui¢cado. (REETH, 2005)
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2.3.2 FILTROS ORGANICOS

Os filtros organicos sdo geralmente compostos aromaticos conjugados a grupos
carboxilicos. Essas moléculas organicas s&o capazes de absorver a radiagao ultravioleta
de alta energia transformando-a em radiagdes de menor energia, inofensivas ao ser
humano (LATHA et al., 2013).

Os filtros organicos podem induzir alguns efeitos adversos como, por exemplo,
irritacéo da pele, reagdes alérgicas de contato e fotoalergia (KULLAVANIJAYA; LIM,2005).
Com base nessas informacgdes, as pesquisas na area dos filtros solares buscam encontrar
filtros com protecao e estabilidade cada vez mais amplas e reagbes adversas menos
pronunciadas ou inexistentes (RIEGER, 2006).

Os filtros solares orgéanicos sao classificados em filtros solares UVA e UVB dependendo do
tipo de radiagao a qual eles conferem protegdo (SHAATH, 1997):
» Filtros solares UVA absorvem radiagao entre 320 a 360 nm, exemplo: benzofenonas

e antranilatos.

» Filtros solares UVB absorvem radiacdo entre 290 e 320 nm, exemplo: PABA,
salicilatos e cinamatos.

Formulagdes antissolares contendo filtros solares anti UVB ja s&o utilizadas com
frequéncia por décadas, enquanto que, aquelas com filtros solares anti UVA e de amplo
espectro foram desenvolvidas mais recentemente. (LAUTENSCHLAGER, WULF &
PITTELKOW, 2007).

Os filtros solares quimicos atuam absorvendo a radiagdo UV devido a presenga de um
cromoéforo em sua estrutura quimica. Nas moléculas organicas, os cromoforos estdo
associados a elétrons 1T deslocados em um sistema conjugado. (KIMBROUGH, 1997). De
forma geral, quando uma molécula absorve um foton, ha energia suficiente para promover
o elétron a um estado energético mais elevado e, portanto, a molécula sai do estado
fundamental e passa a um estado excitado. (LATHA et al., 2013). A absorcao da radiagcao
UV promove uma mudanca no estado eletrénico da molécula no estado fundamental e com
isso, minimizam-se os efeitos bioquimicos causados a pele do individuo exposto ao sol.
(TRUSCOTT, 2001).

A Figura 1, representa o Diagrama de Jablonski simplificado, mostrando os
processos fisicos que podem ocorrer apés a molécula absorver um féton com energia da

faixa do ultravioleta ou visivel. So é o estado fundamental, S7 e T1 sao, respectivamente,
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os estados excitados singlete e triplete de menor energia. S2 € um segundo estado excitado
singlete. (VALEUR, 2001; SOTOMAYOR et al,2008). As setas retas representam os

processos radioativos (absorgcdo, fluorescéncia e fosforescéncia) enquanto as setas

onduladas representam as transigdes n&o-radioativas (conversao interna e externa e

relaxagao vibracional). As linhas horizontais mais finas representam numerosos niveis de

energia vibracionais associados a cada um dos quatro estados eletrénicos. (VALEUR,

2001; SOTOMAYOR et al,2008).

Figura 1 - Diagrama de Jabloski

Etats Singulet
Excitation Excités
(Absorption)
105 s
— 1 2
Conversion
Interne et
Relaxation 3
Vibrationnelle S, ?
1014 - 101"'s 0
RN
Fluorescence
(10°°- 107 Sec)
L]

Etats d’Energie
Vibrationnelle
. Conversion

Interne Fluorescence
Différée

Etat Triplet
Excité T,

O ANV

Croisement
Intersystéme
~m
Quenching
~AA
Relaxation
Non-Radiative So
SRR

Relaxation
Non-Radiative

(Triplet)

Phosphorescence
103 -102s

O “-NUO

Etat Fondamental

Fonte: PEREZ, 2011.

2.3.2.1 p - metoxicinamato de Octila

Atualmente um dos principais compostos utilizado na protecdo UV é o p

metoxicinamato de octila (MCO).
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O MCO é um liquido oleoso, transparente, levemente amarelado, inodoro, insoltuvel
em agua, soluvel em etanol e 6leo mineral. Seu peso molecular € 290,4 e o ponto de
ebulicdo esta na faixa de 185-195°C (THE MERCK INDEX, 2001).

Figura 2 — Estrutura quimica do p-metoxicinamato de octila

O
CH30

Fonte: VOLP, 2011.

O p-metoxicinamato de octila ou octilmetoxicinamato (Figura 2) € um filtro solar
quimico derivado da classe dos cinamatos que absorve na faixa do UVB, apresentando
absorcdo maxima em 310 nm. Seu uso é permitido no Brasil na concentragcdo maxima de

10% em formulagdes de uso cosmético; (ANVISA,2005).

2.4 FILTROS SOLARES E ANTIOXIDANTES

Considerando que a exposicao a radiacdo UV pode aumentar a producdo de EROs
(Espécies reativas de oxigénio) e inativar os componentes do sistema antioxidante, e que
os filtros solares nédo proporcionam uma protecdo completamente eficaz, o uso de
substancias com potencial antioxidante pode fornecer novas perspectivas para a prevengao
de danos oxidativos mediados pelos radicais livres. (AFAQ,2011).

Nesse sentido, estudos demonstram que os polifendis estdo entre os agentes
preventivos mais promissores para serem utilizados contra as desordens da pele.
(AFAQ,2011). A maioria dos polifendis apresenta semelhancgas estruturais com os filtros
organicos convencionais podendo, portanto absorver a radiagdo UV em todo espectro UVB
e em parte do espectro UVA. Dessa forma, a aplicacao topica desses antioxidantes pode
complementar a protecdo oferecida pelos filtros solares convencionais.
(NICHOLS;KATIYAR,2010).
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O Resveratrol € um polifenol, com poder antioxidante que possui diversos efeitos
biolégicos, que é encontrado em uma variedade de plantas, e é notavel por suas
propriedades fitoquimicas. Os compostos poli fendlicos atuam como antioxidantes devido
a sua capacidade de doar hidrogénio para neutralizar espécies de radicais livres geradas
por condi¢cdes de estresse oxidativo (RAMIS et al., 2015). A Figura 3 apresenta a estrutura

molecular do resveratrol.

Figura 3 - Estrutura molecular do Resveratrol
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Fonte: PANDEY; RIZVI, 2011.

O resveratrol gerou intenso interesse cientifico e publico nos ultimos anos,
principalmente por ser amplamente divulgado a sua capacidade de adiar o envelhecimento
e prevenir doencgas de pele (PANGENI et al., 2014). Como antioxidante tém a funcéo de
diminuir MMP-1 resultando em efeito anti-colagenase, anti-elastase e anti-hialuronidase
(THRING, T.; HILI, P, NAUGHTON, D, 2009).

A sinergia de filtros solares e o resveratrol nos lipossomas, promove efeitos
benéficos, principalmente no bloqueio consideravel de produtores de radicais livres,
relacionados ao fotodano da pele. (RIBEIRO, 2010). Estudos realizados, mostram que a
nanotecnologia € uma alternativa viavel, apresentando resultados satisfatérios na
liberacado de resveratrol sem acgao citotoxica. (TESKACK., KRISTL, J., 2010). Em outro
estudo, a obtencdo de resveratrol em lipossomas favoreceu a sua solubilidade,
aumentando a compatibilidade nas formulagdes. (FREITAS, J, V., LOPES, N, P,
GASPAR, L, R., 2015).
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2.5 LIPOSSOMAS

2.5.1 HISTORICO

Os lipossomas foram produzidos artificialmente por acaso em um trabalho de Alec
Bahgham e colaboradores publicado em 1965 onde foi feita a caracterizagao de um sistema
de vesiculas fosfolipidicas, que mais tarde foram denominados lipossomas. Apés o trabalho
de Bangham, os lipossomas estabeleceram-se como sistemas modelo para estudo de
membranas biologicas e simulagdo de interagdes entre células e o meio extracelular.
(IMURA, T.; et al, 2003). Também houve sucesso na incorporacdo de enzimas e o
crescente interesse na sua aplicacdo médica e farmacoldgica levou Gregory Gregoriadis a
propor o uso de lipossomas como sistema carreador de farmacos em 1971. Desde entao,
muitos pesquisadores como Demetrius Papahadjopoulos, fundador do cientifico Liposome
Technology nos EUA, tém dedicado seus esforgcos no desenvolvimento de lipossomas
carreadores, desde a produgcdo de matérias-primas e metodos de preparacido de
lipossomas, até estudos in vitro e in vivo e mais recentemente estudos clinicos. (PALEOS;
et al, 2001)

Nos ultimos anos os lipossomas passaram a assumir um papel importante nas areas
de dermatologia e cosmetologia. Os lipossomas tém sido amplamente utilizados como
veiculos em formulagdes cosméticas, em razdo da sua estrutura proporcionar a
encapsulacdo de substancias ativas hidrofilicas e lipofilicas. (SANTOS & CASTANHO,
2002).

2.5.2 DEFINICAO E CARACTERISTICAS DOS LIPOSSOMAS

A palavra “lipossoma” é derivada do grego: “lipo” que se refere a sua constituicao
gordurosa e “soma” refere a sua estrutura. Lipossomas sdo vesiculas microscopicas
simples nas quais um volume aquoso é totalmente fechado por uma membrana composta
por molécula lipidica. (MUFAMADI et al., 2011).

Lipossomas sao estruturas vesiculares compostas por moléculas anfifilicas, tais

como fosfolipidios, possuindo elevada biocompatibilidade e biodegradabilidade. Seu
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tamanho pode variar de nanémetros até varios micrometros, sendo tanto a técnica quanto
os componentes importantes para definir suas propriedades fisico-quimicas finais, como
carga de superficie, tamanho e estabilidade. (PURI et al., 2009)

A composigao lipidica da membrana lipossémica varia muito, dependendo dos
fosfolipidios que a constituem. Fosfolipidios, por sua vez, sdo lipidios de membranas
celulares que contém dois acidos graxos e um grupo altamente polar ou carregado (grupo-
cabeca polar), que esta ligado a porcao hidrofobica por uma ligagdo fosfodiéster. Uma
representagdo esquematica de um fosfolipidio pode ser visualizada na Figura 3, na qual o
circulo em amarelo representa a cabecga polar e as caudas em preto representam as

cadeias carbdnicas apolares do fosfolipidio. (MUFAMADI et al., 2011).

Figura 4 - Representacdo Esquematica de um Fosfolipidio

} Cabeca polar

~—

Cauda apolar

J

Fonte: MUFAMADI et al., 2011

Dentre os diferentes tipos de fosfolipideos que podem fazer parte da formacao das
bicamadas vesiculares lipossomais pode-se citar: fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol,
diestearoil fosfatiletanolamina, entre outros. Entretanto, as moléculas de Fosfatidilcolina
(PC) sdo as mais utilizadas por possuirem carga neutra e inércia quimica. (MELO et al,
2003).

Devido a sua composigao, os lipossomas possuem a habilidade de encapsular tanto
moléculas hidrofilicas quanto lipofilicas, permitindo que uma grande variedade de
substancias seja encapsuladas nestas vesiculas. Moléculas lipofilicas ficam inseridas na
membrana lipidica e as hidrofilicas ficam encapsuladas no compartimento aquoso,
conforme demonstrado na Figura 5. Alternativamente, ambos os tipos de substancia podem
ser encapsuladas. (CODEVILLA, 2015).
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Figura 5 - Estrutura esquematica do lipossoma indicando o posicionamento do farmaco de acordo
com a sua afinidade: lipossoluveis — bicamada lipidica; hidrossoluveis —regido hidrofilica.

Fonte: CODEVILLA, 2015.

Na evolucdo de seu emprego como carreadores de farmacos, algumas alteragdes
foram realizadas na estrutura basica dos lipossomas possibilitando maior aplicagao

terapéutica sendo também classificados quanto as caracteristicas de interagdo com

sistemas biologicos (DANAEI et al., 2018).
Figura 6 - Representacao do Lipossoma e da Camada Lipidica
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Fonte: SERCOMBE et al., 2015.

Os lipossomas podem conter uma unica bicamada lipidica ou bicamadas multiplas
29

em torno do compartimento aquoso interno, portanto (Figura 6), séo classificados em



unilamelar e multilamelar, respectivamente. A nomenclatura dos lipossomas é baseada no
numero de lamelas e tamanho, podendo ser divididas nas seguintes categorias. (BATISTA;
CARVALHO; MAGALHAES, 2007).
a) Vesiculas unilamelares pequenas (Small Unilamellar Vesicles — SUV): formadas por
uma unica bicamada, sdo as menores, com diametro variando de 20 nm a 80 nm.
b) Vesiculas unilamelares grandes (Large Unilamellar Vesicles —LUV): formadas por uma
unica bicamada lipidica, com tamanho intermediario e diametro variando de 80 nm e 1
Mm.
c) Vesiculas multilamelares (Multilamellar Vesicles — MLV): formadas por varias
bicamadas lipidicas, com tamanho médio e com diametro variando de 400 nm a alguns
Mm.

A Figura 7 mostra os diferentes tipos de estruturas das vesiculas.

Figura 7 - Diferentes tipos de estrutura de vesiculas

Fosfolipidio
. Lipofilicas

@ Hidrofilicas

‘ Anfifilicas

Vesiculas Vesiculas Unilamelares Vesiculas Unilamelares
Multilamelares Grandes Pequenas

Fonte: SERCOMBE et al., 2015.

Na area cosmética, os lipossomas vém sendo utilizados, tanto para aumentar a
incorporagao e melhorar a performance de substancias ativas as células, quanto como
veiculos para liberagdo controlada de principios ativos. Eles tém sido empregados na
prevencao da queda de cabelos, promocado do crescimento capilar, desaceleracdo do
processo de envelhecimento da pele, clareamento da pigmentagao cutanea, protegao solar,
entre outros. As principais vantagens do emprego de lipossomas para a administragao de

agentes dermocosméticos sdo o fato de que podem transportar substéncias hidro e
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lipossoluveis, apresentam alta afinidade pelas membranas bioldgicas, sdo constituidos de
anfifilicos naturais biocompativeis e biodegradaveis, além de acentuarem a hidratagao
natural da pele e cabelo. (CHORILLI et al, 2013).

De acordo com FERREIRA (2016), os lipossomas sao encontrados em muitas
formulagcbes cosméticas de maneira a transportar substancias ativas até a epiderme. Além
disso, podem ser incorporados nos cosmeéticos com o intuito de elevar a quantidade de
lipidios no estrato corneo, hidratar a pele ou reduzir alguma caracteristica indesejada
causada pela substancia ativa. Verificou-se que a maioria das formulagdes que apresentam
lipossomas em sua constituicao tém a finalidade e evitar precocemente o envelhecimento.
Os ativos responsaveis e integrantes neste tipo de cosméticos sao os derivados de vitamina
A, vitamina E, retinol, alfa hidroxi-acidos e Coezima Q10. Através de varios estudos,
existem beneficios da encapsulacado desses ativos nos lipossomas. Ativos sensiveis como
as vitaminas podem ser incorporadas nos lipossomas onde séo protegidos da degradagao
quimica, da luz e da temperatura, beneficiando a sua estabilidade a longo prazo.
(ANTUNES, 2016).

Segundo AZEVEDO (2002) os sistemas lipossbmicos oferecem numerosas
vantagens, tais como:

a) Maior eficacia terapéutica, com percentual menor de ativo;

b) Diminuigdo significativa da toxicidade, evitando a ocorréncia de irritabilidade
dérmica;

c) Proteger os ativos, aumentando sua estabilidade a degradagéo;

d)Tanto substancia lipofilicas como hidrofilicas podem ser incorporadas;

2.5.3 METODOS DE PREPARAGAO DE LIPOSSOMAS

Existem varios métodos de preparo de lipossomas, dentre eles: hidratagao do filme
lipidico, extrusdo, sonicagdo, injegdo de etanol e evaporagdo de fase reversa
(AKBARZADEH et al., 2013).

Os lipossomas podem ser preparados a partir de misturas lipidicas naturais extraidas

e purificadas, ou a partir de lipidios sintéticos, disponiveis comercialmente. Estas vesiculas
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sdo constituidas basicamente por fosfolipideos (podendo ser de natureza sintética ou
natural), esterois e um antioxidante. (SANTOS; CASTANHO, 2002)

2.5.3.1 Hidratagao do filme lipidico

Varios métodos sao preconizados para a preparagao dos diferentes tipos de
lipossomas. A maioria dos métodos inclui a hidratacdo de um filme lipidico, onde
primeiramente os lipideos sdo dissolvidos em solvente organico, seguido da evaporagao do
solvente com consequente formacgao do filme lipidico. A hidratacdo deste ultimo pode ser
efetuada com agua ou solugao tampao, sob agitacdo magnética vigorosa, promovendo a
formacéo da dispersao de lipossomas multilamelares. O farmaco a ser encapsulado pode
ser incorporado na solugdo tampao (hidrofilicos) ou dissolvido na mistura lipidica
(lipofilicos). (TONIAZZO, 2014). A Figura 8 mostra o esquema da obtencao de lipossomas

através do método de hidratacao do filme lipidico.

Figura 8 - Esquema de preparo de vesiculas pelo método de hidratagao do filme lipidico

| i i - |
J ‘\_/J Ativo hidrofobico

Fonte: TONIAZZO, 2014.

Inicialmente prepara-se o filme lipidico, solubilizando todos os componentes
lipofilicos em solvente organico, coloca-se em baldao de fundo redondo e evapora-se o
solvente, formando o filme. A hidratacéo do filme lipidico consiste em adicionar uma solucao
aquosa ao filme lipidico seco e através de agitacao o filme antes aderido a parede do balao
se desprende e forma as MLVs como representado na Figura 8 (LASCH; WEISSIG;
BRANDL, 2013).
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2.5.3.2 Evaporagao em fase reversa

O método de evaporagao em fase reversa foi primeiramente descrito por SZOKA e
PAPAHADJOPOULOS em 1978, e representou grande avango no preparo de lipossomas,
devido a capacidade de produzir LUV’s com grande nucleo aquoso, capaz de encapsular
grandes quantidades de farmacos hidrofilicos (SZOKA; PAPAHADJOPOULOS, 1978;
LASCH; WEISSIG; BRANDL, 2003).

Neste método os fosfolipidios s&o dissolvidos em um solvente organico, uma
solugdo aquosa previamente preparada contendo o bioativo a ser encapsulado é
adicionada formando duas fases nao misciveis. Essa mistura é entdo homogeneizada para
formacdo de uma emulsdo agua em Oleo. Essa emulsao resultante caracteriza-se da
seguinte forma: a extremidade polar dos fosfolipidios € atraida pela fase aquosa, enquanto
a extremidade hidrofébica interage com o solvente organico. Em seguida, a emulsdo é
submetida a evaporagao do solvente organico em evaporador rotatério, consequentemente,
o sistema é convertido para uma dispersao aquosa de vesiculas. A evaporagao do solvente
organico resulta na formacado de um gel. Na etapa final, sob agitacdo, os lipossomas séo
formados e o sistema torna-se um liquido leitoso. (TAYLOR, et al, 2005). A Figura 9 mostra

as etapas de preparacgao dos lipossomas pelo método de evaporagao em fase reversa.

Figura 9 - Processo de preparagao de vesiculas lipossémicas pela evaporagdo em fase

reversa - Etapas de preparo de lipossomas pelo método de evaporacao da fase reversa:
(1) Fosfolipidios séo dissolvidos em um solvente organico; (2) Uma solugédo aquosa contendo o fosfolipidio
solubilizado no item (1) é preparada formando duas fases imisciveis; (3) Ocorre a formagédo de emulséo
agua em 6leo; (4) Ocorre a evaporacéo do solvente organico; (5) Ocorre a formagao do organogel; (6)
Formacao dos lipossomas, através de adicdo de dgua sob agitagéo.

Fonte: BRANGEL, 2011.
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2.5.4 ESTABILIDADE DE LIPOSSOMAS

A estabilidade dos lipossomas esta intimamente ligada a sua composigao lipidica. A
escolha dos fosfolipidios pode determinar o tempo e a forma de armazenagem de uma
formulacéo lipossomal. Tanto os fosfolipidios saturados quanto os insaturados sofrem
degradacao através de processos de hidrolise e oxidagao, porém os insaturados sao mais
susceptiveis, por permitirem o deslocamento desse elétron ndo emparelhado ao longo da
cadeia lipidica, acarretando na formagéo de radicais livres, que na presenga de oxigénio
levam a formagdo de hidroperoxidos e ruptura da cadeia de acidos graxos (GRIT;
CROMMELIN, 1993).

A degradacéao desses fosfolipidios acarreta na desestruturagao da bicamada lipidica,
podendo levar a coalescéncia e aumento do diametro médio das particulas, diminuicdo na
EE% (Eficiéncia do Encapsulamento), acidificagdo no pH, além da formagao de produtos
toxicos. Todos os processos podem influenciar no desempenho in vivo da formulagao
(ZUIDAM et al., 1996; ZUIDAM; CROMMELIN; 1995). Para tanto, existem técnicas capazes
de proporcionar maior estabilidade as formulagcdes, como adicdo de antioxidantes, a
incorporacgao de colesterol e a liofilizagao (ZHAO, et al., 2007).

No entanto, mesmo com técnicas para desacelerar este processo € importante que
haja maneiras de detectar a presenca de tais produtos, para acompanhar essa estabilidade
em diversas condicdes e estabelecer parametros que mantenham as caracteristicas da
formulacdo. Em 2015, o FDA, divulgou um guia para as industrias, com caracteristicas que
devem ser avaliadas para aprovagao a comercializagao de formulagdes lipossomais, tais
quais analise do tamanho, carga superficial, EE% e entre outros a analise dos produtos de

degradacgao dos componentes lipidicos da formulagéo.

2.6 IMPORTANCIA CIENTIFICA E TECNICOLOGICA

Lipossomas sdo estruturas que apresentam grande similaridade as membranas
celulares, tanto do ponto de vista estrutural como de composi¢cdo. De maneira geral, sdo
produzidos com fosfolipidios encontrados na natureza, biodegradaveis e nao tdxicos.
Assim, os lipossomas adquiriram uma larga aceitagao tanto na ciéncia fundamental como

em areas aplicadas.
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Do ponto de vista de aplicagao tecnoldgica e comercial, deve ser considerada a
capacidade que os lipossomas possuem em encapsular moléculas hidrofilicas no nucleo
aquoso e moléculas hidrofébicas na regido apolar das bicamadas e liberar estas moléculas
dentro de determinadas condigdes ambientais e energéticas. Por consequéncia, estas
propriedades tornam o lipossoma um veiculo extremamente atrativo para o transporte de
farmacos para locais especificos, processos que vem sendo designado como vetorizagao
de farmacos. (TORCHILIN, 2005)

Para a efetiva aplicacdo de lipossomas como sistema carreador e vetorizador de
farmacos devem ser considerados os parametros fisico-quimicos e coloidais tais como
composicao, tamanho, capacidade e eficiéncia de encapsulamento ou incorporagao do
farmaco, estabilidade no armazenamento e no meio de aplicacao e interagcdes com células
e 0 meio de aplicagdo. (TORCHILIN, 2005)

Lipossomas podem ser formulados em suspensdes, como aerossol, gel ou mesmo
em po, tendo uma ampla aplicagao na cosmetologia. O mecanismo de acgao de lipossomas
permite o transporte de ativos hidratantes, nutrientes e outras substancias através da pele.
Lipossomas com propriedades diferenciadas tem sido desenvolvido, visando proporcionar

além da acao, uma estabilidade maior em formulagcées cosméticas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem o objetivo de encapsular de filtros solares (organicos e
inorganicos) e ativo antioxidante em lipossomas obtidos pelo método de evaporagao em
fase reversa, para o aumento da eficacia fotoprotetora, da estabilidade e a melhoria no

aspecto do produto final.

3.20BJETIVO ESPECIFICO

e Obter lipossomas pelo método de evaporacdao em fase reversa e através de técnicas

de caracterizagao definir as melhores formulagdes de lipossomas para o estudo;

e Incorporar o(s) filtro(s) solares e o ativo antioxidante nos lipossomas e realizar as

analises de caracterizagao fisico-quimica, estrutural e térmica;

e Manipular formulagdes de Protetores solares e realizar a incorporacao dos lipossomas

obtidos e determinar os valores de FPS dos produtos;

e Avaliar a acao dos lipossomas obtidos em relacéo a protecao solar, através de analise
de UV e determinacao de FPS.

e Realizar avaliacdo do protetor solar com os lipossomas através de estudo de

estabilidade de cosmeéticos.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAIS

Os insumos utilizados na obtengdo dos lipossomas foram obtidos de fontes
comerciais da Sigma-Aldrich Chemical Company, Vetec e BASF, usados sem purificacbes

prévias.

e Agua pura (MilliQ)

e Asolectina (~25% de Fosfatidilcina, Cefalina e Fosfatidilinositol), Sigma-Aldrich
Chemical Company;

« BRIJ 78 (Eter Polioxietileno-20-Estearilico) - Sigma-Aldrich Chemical Company;

e Colesterol - Sigma-Aldrich Chemical Company;

e Cloroférmio - Vetec;

e Fosfatidilcolina - Sigma-Aldrich Chemical Company;

¢ p-Metoxicinamato de octila - BASF, Alemanha.

e Pluronic F68 (PEO-PPO-PEOQ), Sigma-Aldrich Chemical Company;

o Oxido de Zinco — BASF;

e Dioxido de Titanio — BASF;

e Resveratrol.

4.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

e Balanga Shimadzu modelo ATY224, n° série D31900036, inmetro 11832179,
certificado de calibragcdo M33742/2023;
e Banho de Ultrassom — T14, Thorton;
e Espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu UV-1800;
¢ Pipeta automatica para liquidos 200, 1000 e 5000 uL;
¢ |KA® RV 10 Rotary Evaporator model IKA®, Staufen, German;
¢ Analisador NanoBrook Omni ZP;
e Espectrofotdbmetro Ultravioleta-Visivel Shimadzu - modelo UV-2450
e Equipamento Shimadzu (modelo TGA-50);
e Netzsch, modelo DSC 3500 Sirius;
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e SHIMADZU modelo IR Prestige 21;

e Microscopio de Forga Atdmica Shimadzu SPM-9700;
e Agitador de bancada Fisatom 713D;

e pHmetro de bancada KASVI,

e Estufa microprocessada Q317M — Quimis.

4.3 METODOS

4.3.1 PREPARAGAO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas foram preparados pelo método de evaporacdo em fase reversa.
(MERTINS et al., 2005, FEUSER et al., 2022). Primeiramente foram feitos os lipossomas
brancos, para avaliar a estabilidade e tamanho do lipossoma e definir qual a melhor
composic¢ao para incorporar os filtros solares e o ativo antioxidante. Os materiais escolhidos

para compor os lipossomas brancos estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Materiais utilizados para a preparacao dos lipossomas brancos

AMOSTRAS / FORMULAS (Quantidade(mg))
MATERIAIS | ASO | ASO | ASO | ASO | ASO | ASO | ASO | ASO | ASO [ AsO | PC | PC | PC
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3
Asolectina 250 | 225 | 200 | 175 | 225 | 200 | 175 | 225 | 200 | 175 | - - -
Fosfodilcolina | - - - - - - - - - - | 250 | 200 | 100
Colesterol - 25 | 50 | 75 - - - - - - - - -
Pluronic F-68 - - - - 25 | 50 | 75 - - - - - -
BRIJ 78 - - - - - - - 25 | 50 | 75 - - -
TOTAL 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 200 | 100

Fonte: O Autor, 2021.

O processo de preparagao dos lipossomas brancos pelo método de evaporagao por
fase reversa iniciou com a adigcao dos materiais listados na Tabela 2 em um baldo de fundo
redondo de 50 mL e dissolvidos em 10mL cloroférmio. Sob agitagdo manual os materiais
foram solubilizados e na sequéncia dispersos em agua 500 uL (MilliQ), onde ocorreu a
formacdo de duas fases. Em seguida, a mistura foi sonicada por 3 min em banho
ultrassonico, produzindo uma dispersdo homogénea e opalescente de micelas reversas. O
cloroférmio foi evaporado em rotaevaporador sob vacuo pressdo 600mmHg, resultando em
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um organogel viscoso. Amostras dos lipossomas foram obtidas adicionando 10ml de agua
pura (MilliQ) ao organogel com agitacéo vigorosa. A concentracao final da amostra foi de

25 mg/mL. A Figura 10 representa um esquema com as etapas de preparo e obtengéo dos
lipossomas.

Figura 10 - Representagao esquematica do método de preparagao dos lipossomas por
evaporacao por fase reversa

Adicdo dos materiais Mistura submetida a Evaporagdo do
no baldo de fundo sonicagdo por 3 solvente no rota
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Fonte: O Autor, 2022.

Os lipossomas obtidos foram caracterizados, para avaliagdo das suas caracteristicas
e escolha das melhores formulagdes para seguir o estudo.

Apods definicdo das melhores formulagdes dos lipossomas brancos, de acordo com
sua estrutura e estabilidade, foram incorporados as formulacdes dos lipossomas

selecionados os filtros solares e substancia antioxidante, onde foram obtidos os lipossomas
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com filtros solares através do mesmo método de obtengao através de evaporacgéao por fase
reversa. Os filtros solares e ativo antioxidante escolhidos para esse estudo estao listados

na Tabela 3.

Tabela 3 - Ativos filtros solares e antioxidantes

FILTROS SOLARES E ANTIOXIDANTE

ZnO — filtro inorganico

TiO2 — filtro inorganico

MCO - filtro organico

Resveratrol - antioxidante
Fonte: O Autor, 2022.

Depois da preparagao dos lipossomas com encapsulagdo dos filtros solares e
antioxidante, eles foram caracterizados e avaliados, através de técnicas descritas no item
4.3.3.

4.3.2 PREPARACAO DO PROTETOR SOLAR

As formulacgdes de protetor solar, foram formadas por uma base de emulsao simples,
formulacao basica de protetor solar, para que os componentes da base do produto nio
tivessem interferéncia com os lipossomas nos resultados desta pesquisa.

A base do protetor solar, foram incorporados os lipossomas na proporcdo descrita
na Tabela 4.

A adicdo do lipossoma a base do protetor solar ocorreu sob agitagdo mecanica lenta,
onde os lipossomas foram adicionados lentamente até completa homogeneidade, obtendo-

se um protetor solar em forma de creme homogéneo.

Tabela 4 - Formulagdes da base de protetor solar com incorporacao dos lipossomas.

FORMULAGCAO PROTETOR SOLAR %
Base Creme Protetor Solar 75%
Lipossomas 25%

Fonte: O Autor, 2022.
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Apos a finalizagao da manipulagcado dos protetores solares com a incorporagéao dos
lipossomas, os mesmos serao submetidos aos estudos de estabilidade e determinagao de
FPS, aplicados para produtos cosméticos, seguindo o Guia de Estabilidade de Cosméticos
da ANVISA.

4.3.3 CARACTERIZAGAO DOS LIPOSSOMAS

4.3.3.1 Microscopia de Forga Atomica (AFM)

O AFM foi utilizado para investigar a morfologia das auto-associagcées dos
lipossomas. As medicdes de AFM foram realizadas utilizando um instrumento Shimadzu
SPM-9700 (Kyoto, JP) com varredura em modo dinamico. Suspensdes dos lipossomas
(25mg/mL) foram diluidas para 0,1 a 0,05 mg/mL em agua deionizada, colocadas sobre
uma superficie de mica moscovita para AFM de tamanho de 15mm e espessura 0,15 -

0,2mm e posteriormente secas a temperatura ambiente.

4.3.3.2 Potencial Zeta (ZP)

Sistemas como lipossomas em suspensao aquosa podem apresentar
comportamentos variados em relagao a fenébmenos de agregacao. Uma forma de investigar
a relativa estabilidade coloidal dessas particulas € determinar o Potencial Zeta das
mesmas. O potencial zeta é um importante indicador de carga na superficie coloidal e pode
ser usado para predizer e controlar a estabilidade de sistemas coloidais. Valores elevados
de potencial zeta indicam vesiculas estaveis em suspenséo devido a repulsdo entre as
particulas causada pela carga superficial, 0 que evita a agregacao entre as vesiculas.
(SATHAPPA,2016)

As medi¢cdes do potencial zeta (ZP) foram realizadas utilizando um analisador
NanoBrook Omni ZP (Brookhaven Instruments Corp., EUA) equipado com um laser
vermelho de diodo padrdo de 40 mW, utilizando a técnica de espalhamento de luz com
analise de fase (PALS). A faixa de mobilidade foi de 10" a 10" m?/V-s, a faixa ZP de trabalho
varia de -500 a 500 mV, e o angulo de espalhamento usado foi de 15°. As amostras foram

medidas em agua Milli-Q, e as medig¢des foram realizadas em triplicata a 25 £ 1 °C. Optou-
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se medir a mobilidade eletroforética (UE) e converter o valor em potencial miliVolts (mV)

através da equacao de Henry:

UE:28§f(ka)
3n

Onde ¢ € a constante dielétrica do meio e n € a viscosidade. Além disso, f(ka) é a fungao
de Henry, que foi calculada através da aproximacgao de Smoluchowski f(ka) = 1,5.

4.3.3.3 Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel

As propriedades oticas dos lipossomas foram realizadas utilizando um
Espectrofotdmetro Ultravioleta-Visivel Shimadzu - modelo UV-2450 com esfera de
integragdo com ISR-2200 a 25°C. Para analise as amostras foram diluidas utilizando 50uL
da solugcdo mée e diluidas em 3mL de agua deionizada, analisadas em cubeta de quartzo

guadrada de duas faces polidas com caminho 6tico de 1,0cm e volume de 3,5mL.

4.3.3.4 Ensaios de Turbidez

As medigdes da turbidez das formulag¢des dos lipossomos foram realizadas a 400nm
por meio de espectroscopia de UV-vis em um aparelho Shimadzu UV-1800 (Kyoto, JP).
Foram utilizadas em cubeta de quartzo quadrada de duas faces com caminho 6tico de

1,0cm e volume de 3,5mL, na concentragdo de 1mg/mL.

4.3.3.5 Anadlise Termogravimétrica (TGA)

Para analises termogravimétricas foram utilizados ~5mg + 1mg das amostras. A
analises foram realizadas com um equipamento Shimadzu (modelo TGA-50) em atmosfera
inerte de nitrogénio com fluxo de 50mL/min, com taxa de aquecimento de 10°C/min e

cadinho de platina como porta amostra. A temperatura maxima foi de 900°C.
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4.3.6 Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)

A DSC pode quantificar a variagdo de energia em uma transicdo de fase de um
sistema, a partir de uma relagao entre temperatura e o fluxo de calor em fungao do tempo.
O aparelho de DSC fornece diretamente a medida de calor especifico da disperséo lipidica,
que na Tm (Temperatura de Transicdo de Fase), apresenta um pico.

Amostras de 5mg * 0,5mg foram analisadas por DSC (Netzsch, modelo DSC 3500
Sirius) em atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de 40mL/min, gas de purga com fluxo
de 60mL/min, taxa de aquecimento de 10°C/min e cadinho de aluminio como porta amostra.

A faixa de temperatura estudada foi de -40°C a 60°C.

4.4.7 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros foram obtidos em um equipamento da marca SHIMADZU modelo IR
Prestige 21, pelos métodos de transmitancia e refletancia, utilizando pé/pastilha de brometo
de postassio (KBr) e reflectancia total atenuada (ATR) entre 4000 cm-! a 700 cm-’, utilizando

20 varreduras em resolugao de 2cm-'.

4.4.8 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

Os experimentos de DLS foram conduzidos em agua Milli-Q e as medigbes foram
realizadas em um angulo de 90°C. Com base nas medi¢des obtidas, a equagao de Stokes-
Einstein foi aplicada para calcular o raio hidrodindmico das particulas. Essa equacao
estabelece uma relagdo fundamental entre a difusdo de particulas em um meio liquido e
suas propriedades fisicas, permitindo assim a determinacédo precisa do tamanho das
nanoparticulas.

Além disso, utilizou-se o método espalhamento de luz, sendo uma técnica que permite
a analisar sistemas nanoestruturados, vesiculas, lipossomas, nanoparticulas e outros
sistemas coloidais e/ou nanoparticulas metalicas. (Wang et al., 2019)

Por meio dessa técnica € possivel investigar parametros como tamanho de particula,
conformacgao molecular, interagdes entre particulas e propriedades fisico-quimicas.

O espalhamento de luz dinamico em (inglés DLS, Dynamic Light Scattering) é capaz
de detectar flutuagbes temporais na intensidade da luz espalhada, proporcionando
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informacodes sobre difusao e relaxagdes internas dos sistemas nanoestruturados. Através
do DLS, é possivel obter o coeficiente de difusédo translacional, que pode ser utilizado para
determinar o raio hidrodindmico (R+) das particulas em solugdo. (MISHRA et al., 2009).

O espalhamento de luz dinamico (DLS) € também designado na literatura com o nome
de espectroscopia de correlagédo de fétons (PCS) ou espalhamento de luz quase elastico
(QELS). Essa técnica capaz de mensurar as flutua¢des na intensidade de luz espalhada,
as quais se originam de modificagdes locais do indice de refracdo da solugdo, como um
resultado da difusado rotacional, difusédo translacional e/ou relaxagdes internas das cadeias
poliméricas. (MISHRA et al., 2009).

Basicamente, a flutuagdo medida do sinal da luz espalhada é autocorrelacionada no
tempo através de uma fungdo de correlagdo temporal (FCT). A técnica é eficaz para se
detectar flutuagcbes temporais na intensidade de luz espalhada devido a flutuacbes de
concentracao e, densidade na amostra (causas do movimento Browniano). Desta funcéo,
€ possivel obter a taxa de relaxacao ('), a qual pode ser relacionada ao coeficiente de
difusdo translacional (D). O valor de (I') pode ser obtido através da analise de uma fungao
de correlagao temporal. O coeficiente de difusdo D € o coeficiente angular de um grafico da

frequéncia de relaxagéo I' (I =17') em funcgdo de g2, obtido pela equagéo (1):

r
7 la=0 = Day (1)

onde q é o vetor de onda definido como:

q= 10 sen (2) (2)

A 2

A extrapolacédo dos valores de D obtidos para diferentes concentracdes, quando a
concentracao tende a zero, fornece o coeficiente de difusdao a diluicdo infinita, Do. Um
importante parametro que pode ser acessado por intermédio de Do € o raio hidrodinamico,
R, da macromolécula em solugao, aplicando-se a relacdo de Stokes-Einstein e desde que
se conheca a viscosidade do solvente, no, e a temperatura T na qual é realizada a medida.

Assim, Do pode ser obtido através da equacéo (3):

__ kT o _ kgT
6yl 6mnD

(3)

h

Na equacio (3), ks é a constante de Boltzmann (1,38 x 1023 J K).
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4.4.9 Determinagao de eficiéncia de encapsulamento (EE%) de resveratrol

Para a determinagao da eficiéncia do encapsulamento, as amostras de lipossomas
que continham resveratrol, em concentragdo comum de 250ug/mL, foram centrifugadas por
30min usando filtro Amicon Ultra 0,5 (Millipore®, 100 kDa) a 13.000rpm. (FEUSER, et al,
2021). O sobrenadante foi analisado por HPLC. (KUMAR, et al, 2016). A concentracao de
resveratrol foi medida utilizando uma curva de calibragdo com R220,99 utilizando diferentes
concentragdes do padrao de referéncia de resveratrol (0,5 a 35 pg - mL™") solubilizado em
metanol:acetonitrila:agua ultrapura Milli-Q (60:10:30, v/v). A EE (%) foi calculada como a
diferenca entre a quantidade total de resveratrol adicionada aos lipossomas (Ct) e a
quantidade encontrada no sobrenadante (Cs), conforme mostrado na Equagao (1). As

quantificacdes foram realizadas em ftriplicata.

EE(%) = “==x 100 (1)

t
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5. RESULTADOS

5.1 OBTENGAO DOS LIPOSSOMAS BRANCOS

Os lipossomas foram preparados pelo método de evaporagcdo em fase reversa.
(MERTINS et al., 2005). Os componentes das formulag¢des dos lipossomas foram pesados

em balancgas analiticas, conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Materiais utilizados para a preparagao dos lipossomas brancos

AMOSTRAS / FORMULAS (Quantidade(mg))

MATERIAIS | ASO | ASO | ASO | ASO | ASO | ASO | ASO | ASO | ASO | ASO | PC | PC | PC
1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 1 2 3

ASO 250 | 225 | 200 | 175 | 225 | 200 | 175 | 225 | 200 | 175 | - - -
Fosfodilcolina | - - - - - - - - - - | 250 | 200 | 100
Colesterol - 25 | 50 | 75 - - - - - - - - -
Pluronic F-68 - - - - 25 50 75 - - - - - -

BRIJ 78 - - - - - - - 25 | 50 | 75 - - -

TOTAL 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 200 | 100
Fonte: O Autor, 2022.

Os materiais foram transferidos para um baldo de fundo redondo de 50mL e
dissolvidos em 10mL de Cloroféormio. Apds a dissolugdo dos mesmos, 500uL de agua pura
(MilliQ) foi adicionado. A mistura formada foi submetida a sonicagéao por trés minutos em
ultra-som para obtencao das micelas reversas. Em seguida o cloroférmio foi evaporado em
um rota evaporador (Figura 11) a 30°C e 600mmHg. Apds a evaporagdo do solvente
organico, foram adicionados 10ml de agua pura (MilliQ), sob agitagdo manual, ocorrendo a
formacgao do organogel.

Figura 11 — Registro do evaporagéo dos lipossomas brancos no laboratoério

Fonte: O Autor (2022).
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Das treze formulagbes brancas que foram preparadas, descritas na Tabela 5, as
amostras ASO7 e PC1 néao ficaram homogéneas, mostrando a formagao de um precipitado

e foram descartadas do estudo.

5.2 CARACTERIZAGAO DOS LIPOSSOMAS BRANCOS

As onze formulagdes de lipossomas homogéneos obtidas foram analisadas através
de FTIR, DSC, Potencial Zeta, Turbidez, para avaliagéo e escolha da melhor composi¢cao
do lipossoma para incorporagao dos ativos e aplicacédo. Os resultados estdo demonstrados

a segquir.

No espectro de FTRI dos lipossomas brancos preparados pode-se observar um
comportamento semelhante entre todas as amostras analisadas, com picos caracteristicos

dos grupos presentes nos fosfolipidios, conforme demonstrado na Figura 12.

Figura 12 — Espectro de FTIR das amostras preparadas
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Fonte: O Autor, 2022.

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados de Raio Hidrodinamico,

Polidispersao, Potencial Zeta e Densidade optica das amostras preparadas.
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Tabela 6 - Resultados de Radio Hidrodinamico (RH), Polidispersao (PDI), Potencial Zeta
(ZP), Densidade Optica(D.O?)

Amostras | D.O? | 2Ru (nm) | PDI | ZP (mV)
ASO1 0,482 228,0 0,253 | -534
ASO2 0,509 | 2684 0,238 | -40,7
ASO3 0,600 259,6 0,312 | -44,3
ASO4 0,693 312,5 0,289 | -45,3
ASO5 0,517 | 267,3 0,241 -36,9
ASO6 0,375 | 203,3 0,228 | -34,4
*ASO7 nd nd nd nd
ASO8 0,490 226,4 0,171 -40,6
ASO9 0,273 175,3 0,202 | -25,6
ASO10 | 0,202 156,0 0,145 | -33,5

*PC1 nd 313,3 0,278 26,7

PC2 1,418 340,0 0,265 14,4

PC3 0,790 287,7 0,245 14,7
Fonte: O Autor, 2022.

As amostras ASO2, ASO5 e ASO8 foram as formulacbes escolhidas para a
continuidade da pesquisa. A definicdo da escolha, foi através da composicdo dos
lipossomas e analises realizadas sendo: uma amostra de cada combinagdo de
componentes e avaliagdo o conjunto dos resultados: raio, densidade éptica, avaliacédo da
estabilidade e polidispersao das vesiculas.

A presenca de uma carga superficial em particulas suspensas num liquido afeta a
distribuicdo de ions que estdo numa regido proximas a particula, ou seja, na interface entre
a superficie da particula e o meio de suspensao. O Potencial Zeta é, portanto, a diferenca
de potencial entre o0 meio de dispersao e a camada externa. A magnitude deste potencial
permite a avaliacdo da estabilidade das particulas em suspensao considerando que, se
todas as particulas apresentam um valor altamente positivo ou altamente negativo de
Potencial Zeta, elas irdo repelir umas as outras evitando a agregac¢ao. No caso de valores

de Potencial Zeta muitos baixos, préximos a zero, a auséncia de carga superficial pode
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favorecer, em alguns casos, interagdes entre as particulas o que promove processos de
floculagédo ou agregacéo.

A escolha ocorreu avaliando os fatores descritos acima, vesiculas com maior raio e
densidade 6ptica, onde é provavel uma maior encapsulagao dos ativos e tamanhos acima
de 200 nm para que nao ocorra a permeacao até as camadas profundas da pele e corrente
sanguinea e para melhor efetividade da aplicagdo do produto que € aplicagao topica e agao
na epiderme. O Potencial Zeta foi avaliado, apesar de todas as amostras apresentarem
valores aceitaveis de estabilidade foram escolhidas as amostras que apresentaram os
melhores resultados. O Espalhamento de Luz representa uma técnica experimental
importante no estudo das caracteristicas estruturais de vesiculas em suspensdo. Os
resultados da analise de polidispersao foram satisfatérios para todas as formulagées, com
quase todos os resultados abaixo de 0,3, sendo as formula¢des escolhidas as amostras
que apresentarem os menores valores.

As formulagdes ASO2, ASO5 e ASO8 foram as formulagdes de lipossomas branco
escolhidas, pelas justificativas explicadas acima para dar continuidade da pesquisa. A

formulacao de cada lipossoma escolhido esta descrita na Tabela 7.

Tabela 7 - Formulagdes dos lipossomas brancos escolhidos

COMPONENTES ASO 2 ASO 5 ASO 8
ASO (mg) 225 225 225
Colesterol (mg) 25 - -
Pluronic F-68 (mg) - 25 -
BRIJ 78 (mg) - - 25
TOTAL 250 250 250

Fonte: O Autor, 2022.

5.3 OBTENGAO DOS LIPOSSOMAS COM FILTROS SOLARES

Os lipossomas brancos escolhidos na etapa anterior foram reproduzidos novamente
(amostras 1, 2 e 3) junto com as primeiras formulag¢des de lipossomas com a incorporagao
dos filtros solares para teste de concentragdo dos mesmos (amostras de 4 a 7), conforme

formulagao descrita na Tabela 8.
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Tabela 8 - Formulagdes de lipossomas

AMOSTRAS / FORMULAGOES (Quantidade(mg))

MATERIAIS 1 2 3 4 5 6 7
ASO 175 | 225 | 225 | 175 | 225 | 225 | 175
Colesterol 75 - - 75 - - 75
Pluronic F-68 - 25 - - 25 - -
BRIJ 78 - - 25 - - 25 -
Metoxinamato de Octila - - - 25 25 25 -
TiO2 - - - - - - 2,5
Zn0O - - - - - - 2,5

Fonte O Autor, 2022.

Ao manipular as primeiras amostras com a encapsulacado dos filtros solares, foi

observado que as quantidades de filtros a serem encapsuladas precisavam ser menores,

pois o lipossoma obtido apds o final do processo de fabricagdo ndo estava ficando

homogéneo. Dessa forma, outras combinagdes foram feitas, considerando quantidades

menores de filtros na encapsulagdo nas vesiculas, testando-se também outras opcgdes

disponiveis dos filtros solares inorganicos, dessa forma foram obtidas 22 formulagdes

diferentes de lipossomas a serem caracterizadas e avaliadas. As formulagbes estao

apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 - Formulagdes de lipossomas 8 a 22

AMOSTRAS / FORMULACOES (Quantidade(mg))

MATERIAIS 8 9 10 (11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22
ASO 225 | 225 | 175 | 225 | 225 | 175 | 225 | 225 | 175 | 175 | 175 | 175 | 175 | 175 | 175
Colesterol - - 75 - - 75 - - 75 | 75 | 75 | 75 | 75 | 75 | 75
Pluronic F-68 25 - - 25 - - 25 - - - - - - - -
BRIJ 78 - 25 - - 25 - - 25 - - - - - - -
Metoxinamato de Octila - - 25125 | 25 - - - 25| 2,5 - - - - -
TiO2 25|25 - - - - - - 25|25 - - - - -
ZnO 25|25 - - - - - - 25|25 - 25 - - -
Resveratrol - - - - - 2512525 - 2,5 - - - - 2,5
Zn0O + Acai - - - - - - - - - - - - 1 25| - -
ZnO + Aloe vera - - - - - - - - - - - - - 125 25

Fonte: O Autor, 2022.
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5.4 CARACTERIZAGAO DOS LIPOSSOMAS COM FILTROS SOLARES

As amostras de 1 a 22, foram analisadas por através de FTIR, DSC, DLS, Potencial
Zeta, Turbidez. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 10 e nas Figuras

apresentados a seguir.

Tabela 10 - Resultados de Raio Hidrodinamico (RH), Polidispersao (PDI), Potencial

Zeta(ZP), Densidade Optica(D.0?)

Amostra | D.O? | 2Ru (nm) PDI ZP (mV) ZP (mV)b
AM_1 0,595 270,0 0,27 -48,8+ 1,5 -45,5+ 2,0
AM_2 0,550 255,0 0,23 -53,0+3,2 -49,0+£2,5
AM_3 0,542 2422 0,23 -52,8+2,5 -48,8+3,0
AM 4 nd nd nd nd nd
AM 5 0,524 237,2 0,22 -55,0+3,5 -50,2+1,8
AM_6 0,776 352,0 0,28 -52,1+1,8 -51,2+1,4
AM 7 0,804 380,0 0,24 -48.9+ 1,1 -45,4+ 3,3
AM_8 0,705 319,5 0,19 54,7+ 1,2 -48,5+ 1,5
AM_9 0,718 321,3 0,18 -56,0+ 1,9 -52,6+ 0,5
AM_10 | 0,552 250,0 0,28 -58,2+ 0.8 -57,1£1,4
AM_11 0,778 357,0 0,24 -60, 1+ 1,3 -59,1£ 2,4
AM_12 | 0,642 294 1 0,21 -55,4+ 1,3 -563,2+ 3,5
AM_13 | 0,592 268,0 0,25 -60,05+ 1,2 | -59,5+0,9
AM_14 | 0,792 367,0 0.26 -60,3+ 1,7 -57,3t 1,4
AM_15 | 0,742 341,0 0.24 -51,4+ 0,9 -48,4+ 1,5
AM_16 1,248 482,0 0.20 -45,7+ 2,0 -42,8+ 2,5
AM_17 1,582 580,0 0.29 -44 .8+ 2,2 -43,1£ 2,4
AM_18 0,604 275,0 0.24 -43,3+ 1,2 -42,6£ 2.9
AM_19 0,698 316,0 0,22 -43,6% 0,9 -40,3+ 1,2
AM_20 0,728 321,8 0,25 -37,2+ 1,7 -35.2+ 1,1
AM-21 0,665 295,6 0.26 -47,4+ 0.8 -44.6+ 0.8
AM_22 0,705 310,0 0,23 -46,8+ 2,3 -44 .6+ 0,9

Fonte: O Autor, 2022.

aDensidade Optica /turbidez

b Analises de potencial zeta apds 30 dias
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Através do tratamento matematico das curvas de correlacdo das amostras 1 a 3,
lipossomas brancos, variando tempo de agitacéo, Figura 13, usando algoritmo CONTIN,
foram possiveis determinar os tamanhos médios das formulacdes dos lipossomas e o
indice de polidispersao (PDI) de cada amostra, ver Tabela 10. A Figura 13, apresenta as
funcdes de correlagdo temporal, medida a 90° e a respectiva distribuicdo do tempo de
relaxagao A(t), através do tratamento das curvas de correlagao temporal foram possiveis
determinar o tamanho médio dos lipossomas brancos 1, 2 e 3 que s&o apresentadas nas

curvas de intensidade versus didmetro.

Figura 13 - Fungdes de correlagao C(q,t) adquirida no angulo de espalhamento 90° e a
respectiva distribuicdo do tempo de relaxagédo A(t) a 25°C, para as formula¢des dos
lipossomas brancos (AM_3 azul, AM_2 vermelho e AM_1 preto) Figura inserida mostra a
respectiva distribuicdo do didametro 2RH, em numero total, analisado usando algoritmo
CONTIN.
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Fonte: O Autor, 2022.

As amostras se apresentaram estaveis sem flutuacdes nas curvas de correlacéao,
demonstrando pequenas alteragdes nos decaimentos de tempo de relaxagao conforme o
aumento de tamanho relacionado a formulagao analisada, por consequéncia as amostras
apresentaram tamanhos variando de 240 a 270nm, e apresentaram um baixo indice de
polidispersao (PDI < 0,27). O valor encontrado de PDI para sistemas lipossomais pode-se
considerado baixo sugerindo homogeneidade do sistema analisado, ou seja, o tamanho

das vesiculas/lipossomas mais proximas entre elas, mostrando ser monodispersas,
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qguanto menor o valor obtido, preferencialmente < 0,3 para sistemas vesiculares, maior o
grau de homogeneidade das suspensdes coloidais.

O potencial zeta (ZP) foi utilizado para avaliar a carga de superficie das formulagdes
dos lipossomas brancos e encapsulados para avaliar a estabilidade das formulagdes do
processo de auto associagdo espontaneo. As formulagdes foram avaliadas no dia da
preparagao e ap6s 30 dias como um controle da estabilidade dos sistemas coloidais. Os
valores elevados de potencial zeta indicam particulas/sistemas coloidais estaveis em
suspensao devido a repulséo entre particulas causadas pela carga superficial residual, o
que evita processos de agregacao e/ou separacao de fase, as amostras apresentaram
valores de potencial zeta (PZ) negativos no dia da preparacéo e ap6s 30 dias, ver dados
na Tabela 10.

As 3 (trés) amostras de lipossomas brancos mostraram estaveis com valores
inferiores a -45,0mV nas leituras no tempo zero e apés 30 dias, comparando os valores
do Potencial Zeta no tempo 0 e tempo 30, observa-se uma pequena redugao nos valores,
a reducao esta associada a reorientacdo dos grupos polares das formula¢des no plano,
porém permanecem dentro do que se considera seguro para manter a estabilidade,
conforme dados da Tabela 11, isso demonstra que as formulagdes analisadas nao estao

apresentando tendéncias a separagao de fase durante esse periodo analisado.

Tabela 11 - Valores de Potencial Zeta x Tempo Lipossomas brancos

ZP (mV)
Amostras
Tempo O Tempo 30
AM 1 -48,8+ 1,5 -45,5+ 2,0
AM_2 -53,0+3,2 -49,0+£2,5
AM_3 -52,8+2,5 -48,8+3,0

Fonte: O Autor, 2023.

As demais formulacbes também foram avaliadas, e os lipossomas apds a
encapsulacado dos filtros, mantiveram bons resultados de Potencial Zeta, PDI e DLS,
apresentando-se estaveis sem tendéncia de separagdo de fase ou agregagao. Assim
como também os valores de PDI se mantiveram abaixo de 0,30, mostrando a
homogeneidade das suspensdes. Observa-se na Figura 14, uma relagao entre o tamanho
do lipossoma e a turbidez. Verifica-se um aumento da turbidez com o aumento do tamanho
do lipossoma, quanto maior o diametro, maior a turbidez. (WANG et al., 2019)
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Figura 14 - Relagao Turbidez x Tamanho do Lipossoma
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Fonte: O Autor, 2023.

Observou-se um raio maior nos lipossomas que tiveram o encapsulamento dos trés
filtros solares associados: OCM, ZnO, TiOz2, cerca de 100 nm a mais do que as demais
formulagdes, porém os valores de ZP e PDI mantiveram-se semelhantes as demais
amostras, evidenciando uma boa eficacia no encapsulamento e na estabilidade das
formulagoes.

As Figuras 15 e 16 mostram algumas correlagdes entre os lipossomas brancos e
encapsulados, mostrando os tamanhos dos lipossomas. As figuras com os resultados de

DLS das outras formulagdes de lipossomas estdo apresentadas no Anexo D desta tese.
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Figura 16 - DLS dos lipossomas brancos e com filtro solar
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Uma série de técnicas estdo disponiveis para caracterizar a topografia das
membranas, dindmica molecular e morfologia do sistema, como microscopia de
fluorescéncia, espalhamento dindmico de luz, difracdo de raios X e microscopia eletrénica.
Apesar desta variedade, s6 recentemente as estruturas e propriedades em nivel
nanométrico dos filmes lipidicos foram determinadas. Neste contexto, a for¢ca atdmica a
microscopia (AFM) é uma ferramenta essencial na pesquisa de filmes lipidicos,
fornecendo informacgdes sobre as arquiteturas e mudangas topograficas que ocorrem nas
superficies desses sistemas coloidais. As Figuras 17 a 22 apresentam as imagens
topografica das vesiculas lipidicas. Os lipossomas mostram-se com uma certa
homogeneidade e tém tamanho médio de 230 a 320 nm.

Observa-se ainda na topografia das Figuras 20, 21 e 22 pequenas particulas de
oxido de zinco presentes da formulagao desses lipossomas. Uma melhor visualizagdo da
camada da membrana lipidica, nucleo aquoso na auséncia e presenga dos materiais
encapsulados somente seria possivel através de Criomicroscopia Eletrénica de
Transmissao (crio-ME) na qual a amostra seria estudada a temperaturas criogénicas. Os
resultados encontrados nas topografias realizada dos lipossomas corroboram com o0s
resultados encontrados pelas de medidas ZP, DLS evidenciando auto associacao

espontanea e estabilidade nas formulagdes lipossomais.

Figura 17 - AFM da Amostra 1
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Fonte: O Autor, 2023.
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Figura 18 - AFM da Amostra 2
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Fonte: O Autor, 2023.

Figura 19 - AFM da Amostra 3
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Fonte: O Autor, 2023.
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Figura 20 - AFM da Amostra 18
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Fonte: O Autor, 2023.

Figura 21 - AFM da Amostra 19
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Fonte: O Autor, 2023.
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Figura 22 - AFM da Amostra 22
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Fonte: O Autor, 2023.

A técnica de espectroscopia de infravermelho, permite a identificagao estrutural de
compostos organicos ou inorganicos, bem como estudos de dinamica molecular. A técnica
fornece importantes informacgdes sobre os grupos funcionais da amostra, de acordo com
a sua natureza (SEVERCAN, M; KAZANCI, N., 2005). Assim, sistemas lipossomais podem
ser caracterizados quando submetidos a radiagdo infravermelha. A Figura 23 traz o
espectro de FTIR dos componentes dos lipossomas.

No espectro da Asolectina pura (Figura 23a) observa-se os picos em 1227cm-"
caracteristico do grupo POz, o grupo C=0 em 1739cm-", a evidéncia do grupo NCH em
3009cm™, e as bandas 2926 e 2854 caracteristicas dos grupos CH2. Na Figura 23 (b),
trazendo as bandas caracteristicas do Colesterol, observa-se na banda 3395,74cm™ a
presencga do grupo OH, em 2934,74 e 3869,16cm™1 a presenca de CH2, na banda com
vibragdo em 1464,96cm-" a ligagdo C-H, e em 1056,04cm-! o grupo C-O. As bandas entre
590,0cm™' e 960,0cm' sdo caracteristicas das substituicbes aromaticas. Observa-se na
Figura 23(d), as bandas vibracionais tipicas do ZnO, sendo os picos entre 514 e 442cm™
caracteristicos da vibragéo Zn-O (JURABLU, 2015).

Na Figura 23(e) referente ao Metoxicinamato de Octila, observa-se uma banda
larga na regigo de 3368cm-" referente a ligagdo OH, as bandas em 2952cm™" e 2914cm™’
indicam a presenca das ligagdes C-H do anel aromatico e dos demais atomos de carbono

do composto. O vale em 1641cm-! indica a presenca da ligagdo C=0. Em 1256cm™'e 1078
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cm™' observa-se as bandas caracteristicas das ligagdes C-O do anel aromatico e da

ligacdo C-O-C, respectivamente.

Figura 23 — FTIR de (a) Asolectina, (b) Colesterol, (c) Brij 78, (d) Oxido de Zinco, (e)
Metoxocinamato de Octila
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Cada molécula possui suas proprias vibracbes, absorvendo ondas
eletromagnéticas de numero de onda especifico e, gera um espectro de absorgéo
caracteristico (LEITE & PRADO 2012). Considerando-se as interagdes que poderédo ou
nao ocorrer ao adicionar um composto aos lipossomos, € possivel analisar no espectro de
IV, as variagdes ocorridas nos estiramentos dos grupos especificos das bandas que
constituem os lipossomos, como por exemplo os estiramentos axiais (v) e angulares (0),
sdo duas formas de vibragbes fundamentais. As principais regides lipidicas de sistema
lipossomal, geralmente analisadas, sdo: o estiramento axial assimétrico (vas) do grupo
metileno (CH2), préximo a faixa de absorgdo de 2920cm™ ; o estiramento axial simétrico
(vs) do grupo 24 metileno (CH2), proximo a faixa de absorgéo 2850 cm-1 ; o v do grupo
carbonila (C=0), na faixa de absorgdo de 1725 — 1740cm-*; o vas do grupo fosfato (PO2 -
), na faixa de absorgdo de 1260 — 1220cm™' e o vas do grupo colina (N+ (CH3)3) na faixa
de absorgdo proxima a 970cm' (MORENO ET AL., 2010).

O grupo carbonila, na regiao de interface, e o grupo fosfato, na regiao polar lipidica,
podem interagir com moléculas de agua ou com um composto exdégeno por interagdes
eletrostaticas e/ou ligagdes de hidrogénio. O aumento do grau de hidratagdo destes
(carbonila e fosfato), pode ser indicado pelo deslocamento do niumero de onda das suas
bandas de estiramento para menores valores, e vice-versa (CHEN ET AL., 2008;
MORENO ET AL., 2010; SEVECAN ET AL., 2005)

A Figura 24 traz os resultados de FTIR de algumas amostras dos lipossomas,
observa-se as bandas caracteristicas dos grupos que compdem os lipossomas, avaliando
as bandas caracteristicas, pode-se observar as bandas em 3399,60cm-'(ligagdo OH), a
banda em 1464,96cm™ (ligagdo CH) caracteristicas do Colesterol, assim como a banda
em 3010,93cm™’ (ligagdo CNH) e 2925,10cm™! e 2854,70cm-" referentes as ligagdes CH2
da Asolectina. Também ¢é possivel observar a banda caracteristica do filtro solar
Metoxicinamato de Octila, em 1639,52cm™" proveniente das ligagdes C=0. A largura das
bandas tem influéncia dos efeitos translacionais, rotacionais e/ou colisbes na auséncia ou
presenga de uma substancia exdgena, em regides especificas da membrana. O aumento
da largura da banda caracteristica de um lipidio, indica um aumento da dindmica molecular
e vice-versa (TOYRAN & SEVERCAN 2003). A interagdo entre os componentes dos
lipossomas ocasiona o deslocamento das bandas, resultado da interagao apds a formacao
dos lipossomas. Os espectros de FTIR das demais formulagdes de lipossomas, estao

apresentadas no Anexo B deste documento.
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Figura 24 - FTRI dos lipossomas com filtros solares. (a) Amostra 05, (b) Amostra 12,
(c) Amostra 10, (d) Amostra 16
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Fonte: O Autor, 2022.

A analise termogravimétrica dos lipossomas brancos, amostras 01, 02 e 03, estédo
apresentadas na Figura 25. Observa-se um comportamento semelhante entre as trés
formulagbes avaliadas, mostrando boa estabilidade térmica. O primeiro evento térmico

das formulacdes onde ocorre aproximadamente 6% de perda de massa, esta associado a
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desidratacédo dos lipossomas. A degradagcdo dos compostos organicos ocorre acima de
200°C na temperatura de aplicagédo, na matriz de aplicagdo proposta de uso protetor solar
pode ser utilizado com seguranga, geralmente € exposto a temperaturas de no maximo
45°C, onde nao ira ocorrer a degradagao dos materiais organicos, para as trés amostras
analisadas. O comportamento térmico das demais formulag¢des foi semelhante, com
excecao as formulagdes que contém filtros fisicos onde ndo ocorre 100% degradacgéao
devido a presencga do material inorganico. Os termogramas das demais formulagdes estao

disponiveis no Anexo A.

Figura 25 — Termograma TGA dos lipossomas brancos (a) amostra 01, (b) amostra 02,
(c) amostra 03
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Fonte: O Autor, 2022.

As transicdes de fase representam um parametro importante no design e
desempenho de lipossomas para fins especificos. Fosfolipidios podem ser escolhidos
para a formacgao de lipossomas pensando-se no aproveitamento de determinada transicao
de fase para a satisfagcdo de um comportamento desejado, como, por exemplo, a liberagcao
controlada de material encapsulado, assim as transi¢cdes de fase podem ser exploradas
para controlar a liberacéo de ativos.

A analise de DSC pode quantificar a variacao de energia em uma transicao de fase
de um sistema, a partir de uma relagao entre temperatura e o fluxo de calor em funcao do
tempo. Assim, pode-se obter informacdes sobre parametros termodinadmicos da transicéo
de fase em amostras, como as membranas lipidicas (Castelli et al., 1997).

A Tm é especifica para cada lipidio, sendo assim, a Tm dos fosfolipidios depende
da natureza do grupo polar, comprimento e grau de insaturacdo das suas cadeias de
hidrocarboneto. A Tm tende a aumentar com o aumento do tamanho das cadeias apolares
e diminuir com o grau de instauragdo. A insercédo de compostos nos lipossomos, pode
alterar a Tm do lipidio que os compdem. (ATKINS et al., 2008).

A medida de DSC é feita a pressao constante, o calor absorvido durante a Tm é
igual a variagao de entalpia (AH) da transi¢ao gel-fluido. A AH é, portanto, associada a
processos exotérmicos e endotérmicos. (RISKE & PEREZ 2014). Os picos gerados nas
analises de lipossomos sdo endotérmicos, onde ocorre absorcao de calor pela amostra.

Assim, através destes eventos térmicos, pode-se analisar a ordem do sistema lipossomal,
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pelas medidas de Tm, apds a insercdo de compostos, visto que os lipidios podem sofrer
transicdes de fase. (JIAO et al., 2018).

As amostras de lipossomas foram submetidas a analise de DSC para avaliar a
estabilidade térmica das formulagdes, os termogramas estao apresentados na Figura 26.
Observa-se um pico endotérmico, onde ocorre a transigao de fase do lipossoma, liquido-
gel. Ao ocorrer a encapsulagao, ocorre uma alteragao da Temperatura evidenciando a
interagdo entre os grupos colina e fostato da Asolectina com 6xido de zinco por interagdes
eletrostaticas e com resveratrol por ligagdes de Hidrogénio, eletrostaticas ou por ligagdes
hidrofébicas aumentando ou diminuindo a entropia do sistema afetando as transigdes

térmicas. Os termogramas de todas as formulagdes estao disponiveis no Anexo C.

Figura 26 - Termograma de DSC das amostras (a) 01, (b) 02 e (c) 03
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Os espectros de absorcido UV-Vis das formulacdes produzidas sao apresentados na
Figura 27. Todos os espectros revelaram uma caracteristica pico de absor¢ao de ZnO em
220 nm aproximadamente. Contudo, um efeito batocrbmico pode ser observado na
amostra 22 em 310 nm aproximadamente, este efeito pode ter relacdo com o espectro de
absorgao do resveratrol, que em agua tem seu maximo de absor¢gao em torno 302 nm
para sua forma trans, ja para sua forma cis em agua é de 282 nm. Este comportamento é
interessante do ponto de vista da eficiéncia de bloqueio de radiagao solar, pois este efeito
na verdade é resultado do aumento da absortividade molar da amostra 22 nesta regido do

UVB (290-320 nm).

Figura 27 - Grafico de UV das Amostras 19, 20, 21 e 22
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Fonte: O Autor, 2023.

Os espectros de refletancia difusa das amostras 19-22 sao apresentados na Figura
28, neles é possivel observar que um aumento na refletancia, ou seja, no espalhamento
de luz, das amostras 19-22 comegcam em torno de 750 nm com 100% de reflexao
terminando em 210 nm com uma ampla faixa 210-380 nm onde a reflexdo esta em torno
de 20%. Novamente a amostra 22 destaca-se frente as demais apresentado a menor

faixa de reflexao.
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Figura 28 - Espectros de Refletancia Difusa Amostras (A)19, (B)20, (C)21 e (D) 22
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Fonte: O Autor, 2023.

Apos avaliagao dos resultados das técnicas de analise as quais os lipossomas
forma submetidos, todas as amostras mostraram-se estaveis em solucédo, com lipossomas
de tamanho adequado para a aplicagdo a qual s&o propostos, com boa homogeneidade
e estabilidade em suspensio, onde os resultados das técnicas de DLS, Turbidez, AFM,
ZP se complementaram. A avaliacdo térmica das formulagcbes também apresentou
resultado satisfatério através das técnicas de DCS e TGA. Dessa forma, os dados
corroboram a lipossomas estaveis e adequados para a aplicagao proposta em protetores

solares.

5.5 EFICIENCIA DO ENCAPSULAMENTO DO RESVERATROL

As amostras de lipossomas que contém resveratrol, tiveram a eficiéncia de
encapsulamento avaliada. Durante a obtencédo dos lipossomas com resveratrol, foram
adicionados 2,5mg de resveratrol junto ao lipossoma diluido em 10mL, obtendo uma
concentracdo comum de 250 pg/mL de resveratrol. Ao EE% foi calculado a partir de dados
da analise de HPLC do resveratrol e dos lipossomas e metodologia descrita no item 4.4.9.
A curva de calibragéo do resveratrol esta apresentada no ANEXO E, e as Figuras abaixo

mostram o HPLC dos lipossomas encapsulados.
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Figura 29 - Cromatograma da amostra 13
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Figura 30 - Cromatograma da amostra 14
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Figura 31 - Cromatograma da amostra 15
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Figura 32 - Cromatograma da amostra 22
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Fonte: O Autor, 2023

A Tabela 12 apresenta dos resultados obtidos de EE% para o Resveratrol.
Observa-se que em todas as amostras analisadas, os resultados de encapsulamento séo
superiores a 93%, atingindo valores acima de 98% em uma das formulagdes de
lipossomas.

Este resultado de EE% para o resveratrol, corrobora com os demais resultados
obtidos e analises realizadas nesta pesquisa, mostrando que o método utilizado para o
encapsulamento foi eficaz e teve um resultado satisfatério.
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Tabela 12 - Eficiéncia de Encapsulamento do Resveatrol

Amostra Cs média (ug/mL EE (%)
13 4,348 98,26
14 12,015 95,19
15 7,964 96,81
22 15,139 93,94

Fonte: O Autor, 2024.

5.6 INCORPORAGAO DOS LIPOSSOMAS EM PROTETOR SOLAR

A fim de avaliar o comportamento dos lipossomas a base de um produto cosmético e
para avaliar a efetividade dos lipossomas quanto ao Fator de Prote¢cao Solar, alguns
lipossomas foram aplicados em uma base pronta de protetor solar. A concentracéo dos
lipossomas na base cosmética esta descrita na Tabela 13.

A adicdo dos lipossomas a base cosmética foi realizada sob agitacdo mecanica leve,
onde o lipossoma foi vertido a temperatura ambiente sob a base lentamente. A agitacao

ocorreu até completa homogeneidade do protetor solar.

Tabela 13 - Formulagdes da base de protetor solar com incorporagao dos lipossomas.

FORMULACAO PROTETOR SOLAR %
Base Creme Protetor Solar 75%
Lipossomas 25%

Fonte: O Autor, 2023.

Para avaliar o comportamento dos lipossomas incorporados a formulacado de um
protetor solar, os lipossomas com ZnO foram os escolhidos e foram preparadas amostras
com o filtro fisico 6xido de zinco, com diferentes associacdes onde foi possivel avaliar a
estabilidade do produto cosmético e o valor do Fator de Protegdo Solar (FPS) do produto
final. As composicdes dos lipossomas aplicados a base do protetor solar, estdo descritas
na Tabela 14.
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Tabela 14 - Formulagdes de Lipossomas com ZnO

AMOSTRAS / FORMULAS
(Quantidade(mg))

MATERIAIS B 23 24 25 | 26
ASO 175 | 175 | 175 | 175 | 175
Colesterol 75 75 75 75 | 75

Zn0O - 63 - - -

Zn0O + Acai - - 63 - -
ZnO + Aloe vera - - - 63 63
Resveratrol - - - - 2,5

Fonte: O Autor, 2023.

Dessa forma, foram obtidas cinco formulagdes diferentes de protetor solar, cada
uma possuindo um lipossoma com composi¢oes diferentes, identificados conforme a
Tabela 14.

As amostras de protetor solar foram avaliadas quanto a sua estabilidade acelerada,
para verificar a estabilidade do produto apds a incorporacéo do lipossoma, avaliando os
parametros estabelecidos pela Anvisa para estudo de estabilidade acelerado em

cosméticos e o Fator de Protegao Solar (FPS) das amostras também foi avaliado.

5.6.1 DETERMINAGAO DO FPS

As formulagdes de protetor solar tiveram seu Fator de Protecédo Solar avaliado. Os
resultados (média) obtidos estdo descritos na Tabela 15. Avalia-se um acréscimo no Fator
de Protecao Solar das amostras contendo os lipossomas com filtro solar incorporado em
relacdo ao lipossoma branco. Para a formulagdo com o lipossoma branco obteve-se um
FPS médio de 12,0, enquanto o melhor resultado em protecéao foi obtido para Amostra de
numero 23, que é composta pelo ZnO padrao, sem estar em associagoes, esta amostra
obteve um FPS médio de 17,0. Observa-se que por ser uma formulagao de protetor solar
com a utilizagdo de um unico ativo filtro solar (ZnO), os resultados de FPS foram
significativos, pois geralmente utiliza-se associa¢gdes de filtros para conseguir um
incremento em FPS das formulacbes. Além do valor de FPS, o comprimento de onda

critico em todas as amostras ficou na regido do UVB entre 340,0 e 350,0.
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Tabela 15 - Resultados de FPS das formulagdes de Protetor Solar com incorporagao dos

lipossomas
Amostra | FPS Desvio Relagao Desvio | Compriment Desvio
Padrao FPS | UVA/UVB | Relagao o de Onda Comprimento
UVA/UV Critico de Onda
B Critico
Branco 12,00 2,6333 0,2453 0,0177 348,67 2,7867
23 17,00 1,6667 0,2207 0,0173 344,00 3,4467
24 15,00 1,9667 0,2067 0,0177 341,00 3,0800
25 15,33 2,1333 0,2157 0,0117 343,00 1,9067
26 14,00 2,5000 0,2310 0,0103 345,33 2,2733

Fonte: O Autor, 2023.

As leituras de FPS das formulagdes foram feitas em ftriplicata, os resultados de

cada leitura estao descritos na Tabela 16.

Tabela 16 - Resultados individuais das analises de FPS das formulagbes

Dados individuais de cada leitura

Formulagdes FPS Desvio | Relagéo Desvio Comprimento Desvio
(Triplicatas) Padrio | UVA/UV Relagao de Onda Comprimento de
FPS B UVA/UVB Critico Onda Critico

Branco (1°Leitura) 11 3,4 0,234 0,012 346 2,29
Branco (2°Leitura) 12 3,1 0,255 0,027 351 3,6
Branco (3°Leitura) 13 1,4 0,247 0,014 349 2,47

23 (1°Leitura) 17 1,1 0,213 0,019 342 3,5

23 (2°Leitura) 18 1 0,22 0,023 343 4,24

23 (3°Leitura) 16 2,9 0,229 0,01 347 2,6

24 (1°Leitura) 15 1,4 0,213 0,017 342 3,06

24 (2°Leitura) 16 2,8 0,208 0,011 341 2,18

24 (3°Leitura) 14 1,7 0,199 0,025 340 4,0

25 (1°Leitura) 14 1,3 0,199 0,011 340 1,9

25 (2°Leitura) 15 1,8 0,221 0,009 344 1,27

25 (3°Leitura) 17 3,3 0,227 0,015 345 2,55

26 (1°Leitura) 13 2,3 0,229 0,006 345 1,74

26 (2°Leitura) 14 1,3 0,235 0,007 346 1,48

26 (3°Leitura) 15 3,9 0,229 0,018 345 3,6

Fonte: O Autor, 2023.
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5.6.2 ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA

As formulagdes com os lipossomas 23 a 26, as quais tiveram seus valores de
FPS avaliados, também tiveram a sua estabilidade avaliada seguindo o Guia de
Estabilidade de Cosméticos da Anvisa, estudo que € obrigatdrio para todo produto
cosmetico, onde verificam-se as propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas do
produto durante pelo menos 90 dias, em condi¢cdes extremas de estresse térmico.
Durante o periodo de estudo, periodicamente sao avaliados alguns parametros para
verificar o comportamento do produto, simulando seu tempo de validade em prateleira.
(ANVISA, 2004).

Situagdes como principios de separacao de fase do produto em centrifuga ou
visualmente, mudancga de coloragao, alteracdo no cheiro do produto, alteragbes
significativas no pH do produto sado indicios que o produto nao esta estavel para ser
posteriormente comercializado. As caracteristicas fisico-quimicas sao avaliadas nos
intervalos de tempo: 0, 7, 15, 30, 60 e 90 dias.

Além das caracteristicas fisico-quimicas, o produto também é submetido a
analise microbioldgica, para verificar se além de manter suas propriedades fisico-
quimicas, eles mantem suas caracteristicas microbiolégicas, dentro da especificagéao.

As especificagdes microbiolégicas sao definidas pela Anvisa, através da RDC
752/2022 (ANVISA, 2022), os parametros para controle microbiolégico de produtos de
higiene pessoal, cosméticos e perfumes séo os seguintes:
| - contagem de microrganismos mesofilos totais aerdbios: <5 x 10° UFC/g ou mL;

Il - auséncia de Pseudomonas aeruginosa em 1g ou 1mLlI;
[l - auséncia de Staphylococcus aureus em 1g ou 1mL;
IV - auséncia de Coliformes totais e fecais em 1g ou 1mL.

Os produtos em estudo, sdo submetidos a analise microbiolégica nos tempos
0, 30 e 90, em todas as condicdes fisicas as quais encontram-se expostos.

Os resultados do teste de estabilidade acelerada das amostras de Protetor

Solar com os lipossomas, estdo descritas resumidamente nas tabelas abaixo.
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Tabela 17 - Resultados do estudo de Estabilidade da Amostra 23

AMOSTRA: PROTETOR SOLAR COM LIPOSSOMA 23

Tempo Condigoes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
TO 5,80 5,80 5,80 5,80
T7 5,81 5,83 5,83 5,79
PH T15 5,80 5,82 5,84 5,79
T30 5,79 5,80 5,83 5,78
T60 5,75 5,80 5,84 5,80
T90 5,76 5,79 5,83 5,81
Tempo Condigoes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
T0 1 1 1 1
Cor e Odor T 1 1 1 1
T15 1 1 1 1
T30 1 1 1 1
T60 1 1 1 1
T90 1 1 1 1
Tempo Condigoes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
T0 1 1 1 1
Aspecto T 1 1 1 1
T15 1 1 1 1
T30 1 1 1 1
T60 1 1 1 1
T90 1 2 2 1
Tempo Condigodes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
Microbiolégico | TO Aprovado Aprovado | Aprovado | Aprovado
T30 Aprovado Aprovado | Aprovado | Aprovado
T90 Aprovado Aprovado | Aprovado | Aprovado

Legenda:

1 - N&o alterado / 2 — Levemente modificado / 3 — Alteracgao significativa (reprovagéo)

Fonte: O Autor, 2023.



Tabela 18 - Resultados do estudo de Estabilidade da Amostra 24

AMOSTRA: PROTETOR SOLAR COM LIPOSSOMA 24

Tempo Condigoes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
TO 5,74 5,74 5,74 5,74
T7 5,73 5,73 5,70 5,76
PH T15 5,75 5,72 5,69 5,75
T30 5,75 5,70 5,68 5,78
T60 5,78 5,70 5,71 5,76
T90 5,75 5,74 5,73 5,77
Tempo Condigoes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
T0 1 1 1 1
Cor e Odor T 1 1 1 1
T15 1 1 1 1
T30 1 1 1 1
T60 1 1 1 1
T90 1 1 1 1
Tempo Condigoes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
T0 1 1 1 1
Aspecto T 1 1 1 1
T15 1 1 1 1
T30 1 1 1 1
T60 1 2 1 1
T90 1 2 2 1
Tempo Condigodes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
Microbiolégico | TO Aprovado Aprovado | Aprovado | Aprovado
T30 Aprovado Aprovado | Aprovado | Aprovado
T90 Aprovado Aprovado | Aprovado | Aprovado

Legenda:

1 - N&o alterado / 2 — Levemente modificado / 3 — Alteragao significativa (reprovagéo)

Fonte: O Autor, 2023.



Tabela 19 - Resultados do estudo de Estabilidade da Amostra 25

AMOSTRA: PROTETOR SOLAR COM LIPOSSOMA 25

Tempo Condicdes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
TO 5,81 5,81 5,81 5,81
T7 5,81 5,83 5,79 5,78
PH T15 5,78 5,80 5,77 5,79
T30 5,79 5,82 5,80 5,82
T60 5,76 5,78 5,82 5,83
T90 5,75 5,76 5,78 5,80
Tempo Condigodes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
TO 1 1 1 1
T7 1 1 1 1
Cor e Odor 15 1 1 1 ]
T30 1 1 1 1
T60 1 1 1 1
T90 1 1 1 1
Tempo Condigodes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
TO 1 1 1 1
T7 1 1 1 1
Aspecto 15 1 1 ] ]
T30 1 1 1 1
T60 1 2 2 1
T90 1 2 2 1
Tempo Condigodes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
Microbiolégico | T0 Aprovado Aprovado | Aprovado | Aprovado
T30 Aprovado Aprovado | Aprovado | Aprovado
T90 Aprovado Aprovado | Aprovado | Aprovado

Legenda:

1 - Nao alterado / 2 — Levemente modificado / 3 — Alteracao significativa (reprovagéo)

Fonte: O Autor, 2023.



Tabela 20 - Resultados do estudo de Estabilidade da Amostra 26

AMOSTRA: PROTETOR SOLAR COM LIPOSSOMA 26

Tempo Condigoes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
TO 5,80 5,80 5,80 5,80
T7 5,80 5,82 5,82 5,77
PH T15 5,78 5,80 5,81 5,76
T30 5,76 5,78 5,83 5,79
T60 5,75 5,77 5,85 5,80
T90 5,76 5,79 5,85 5,82
Tempo Condigoes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
T0 1 1 1 1
Cor e Odor T 1 1 1 1
T15 1 1 1 1
T30 1 1 1 1
T60 1 1 1 1
T90 1 1 1 1
Tempo Condigoes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
T0 1 1 1 1
Aspecto T 1 1 1 1
T15 1 1 1 1
T30 1 1 1 1
T60 1 2 1 1
T90 1 2 1 1
Tempo Condigodes do teste
(Dias) Geladeira 45°C Luz solar | Ambiente Escuro
Microbiolégico | TO Aprovado Aprovado | Aprovado | Aprovado
T30 Aprovado Aprovado | Aprovado | Aprovado
T90 Aprovado Aprovado | Aprovado | Aprovado

Legenda:
1 - N&o alterado / 2 — Levemente modificado / 3 — Alteragao significativa (reprovagéo)
Fonte: O Autor, 2023.

Observou-se que as todas as formulagdes tiveram um comportamento semelhante
ao longo de todo o estudo, mostrando que a adigdo do lipossoma na base do protetor solar

nao interferiu na estabilidade da emulsao e nas suas caracteristicas. Ao longo do estudo,
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foi observado uma leve queda na viscosidade das formulacdes a partir de 60 dias na estufa
e na luz solar em algumas amostras, perca de viscosidade essa muito suave, devido a
exposi¢cao do produto a uma temperatura um pouco mais elevada, porém nao foram
evidenciados indicios de separagao de fase ou de precipitacbes decorrentes dessa queda
de viscosidade. O pH das amostras teve uma leve oscilagdo ao longo dos dias nas
diferentes condi¢des a quais as amostras foram expostas, porém considerado nao
significativo para o estudo, pois as variagdes maximas nao passaram de 0,5 entre uma
leitura e outra.

As caracteristicas microbiolégicas mantiveram-se durante todo o estudo, onde
todas as analises tiveram um resultado satisfatério, sem apresentar qualquer indicio de
crescimento microbioldgico.

Os resultados encontrados no estudo de estabilidade acelerado em base cosmética
e no Fator de Protecdo Solar mostraram-se positivos, os lipossomas nao interferiram na
estabilidade da emulsao e os resultados de FPS foram satisfatérios, chegando a alcangar
um acréscimo de 40% no valor do FPS em uma das amostras comparando com o produto

com lipossoma branco.
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6 CONCLUSAO

Os lipossomas de Asolectina de soja com encapsulagao de filtros solares foram
preparados com sucesso pelo método de evaporacgao por fase reversa, foram preparadas
diversas formulagdes a fim de avaliar diferentes composi¢des de lipossomas e diferentes
filtros solares encapsulados.

Os sistemas lipossomais foram caracterizados, no que tange as propriedades
fisico-quimicas e térmicas pelas técnicas de FTIR (espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier), Espalhamento de Luz (DLS), Potencial Zeta (ZP), Microscopia
de Forca Atomica (AFM), DSC (calorimetria diferencial de varredura), TGA (Analise
Termogravimétrica) e Espectroscopia de UV-Vis.

Através das técnicas utilizadas, pode-se avaliar a estabilidade e homogeneidade
dos lipossomas obtidos. Os valores de PDI < 0,27 sugerem uma homogeneidade no
tamanho dos lipossomas e os valores de ZP encontrados foram menores que -30,0mV
apresentando boa estabilidade dos lipossomas em suspensao. Avaliando as propriedades
térmicas, os lipossomas apresentaram boa estabilidade térmica com degradagédo acima
de 200°C, o que para a matriz de aplicacdo do produto € um 6timo comportamento térmico,
avaliando a temperatura de aplicagdo/uso do produto. Os resultados de UV mostraram
absorbancia entre 210 a 380nm, abrangendo toda a regidao do UVB e parte da regidao UVA,
regioes essas de interesse do estudo, onde os protetores solares atuam na protecao da
pele.

A avaliacao da eficacia de encapsulamento nos lipossomas foi realizada, através
da determinagao do EE% do antioxidante Resveratrol, os resultados obtidos através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, mostraram que o encapsulamento pelo método de
evaporacgao de fase reversa foi bem-sucedido, com eficiéncia de encapsulamento acima
93%.

Realizando uma avaliagdo entre todas as analises realizadas e os resultados
obtidos, todas as amostras mostraram-se estaveis em solugcdo, com lipossomas de
tamanho adequado para a aplicagdo a qual séo propostos, com boa homogeneidade e
estabilidade em suspensao, assim como bom comportamento térmico. Dessa forma, os
dados corroboram a lipossomas estaveis e adequados para a aplicagao proposta em
protetores solares.
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Os lipossomas que foram aplicados a base cosmética de protetor solar para avaliar
sua estabilidade e o Fator de Protecdo Solar, tiveram resultados satisfatorios, onde
verificou-se no estudo de estabilidade acelerado realizado ao longo de 90 dias, que a
adicdo dos lipossomas a base dos protetores solar ndo desencadeou problemas de
instabilidade como floculagado, precipitacdo, separacao de fase, sendo as formulagdes
aprovadas em todas as condi¢des extremas em que o produto foi exposto. Além disso, os
protetores solares tiveram seu Fator de Protecdo Solar avaliado e pode-se observar um
aumento no valor do FPS das formulagbes contendo os lipossomas com filtros
encapsulados, sendo que uma das formulagdes de lipossomas teve um aumento de 40%
no valor do FPS comparado ao protetor solar com lipossoma branco.

Os resultados obtidos nesta pesquisa foram satisfatérios e contribuem com novos
sistemas de entrega de filtros solares de forma a aumentar a eficiéncia de protetores

solares.
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7 SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

e Avaliacdo biologica do lipossoma em células através da analise de citotoxicidade;

e Estudo de segurancga aplicado a cosméticos de irritabilidade dérmica primaria
(HRIPT);

e Avaliagdo do poder antioxidante do resveratrol associado aos filtros solares,

aplicado no produto cosmético.
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ANEXO A - GRAFICOS DE ANALISE DE TGA LIPOSSOMAS

Figura 33 — Termograma TGA da Amostra 01
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Fonte: O Autor, 2022.
Figura 34 — Termograma TGA da Amostra 02
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Fonte: O Autor, 2022.

Figura 35 — Termograma TGA da Amostra 03
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Figura 36 — Termograma TGA da Amostra 05
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Fonte: O Autor, 2022.

Figura 37 - Termograma TGA da Amostra 07
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Figura 38 - Termograma TGA da Amostra 21
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Fonte: O Autor, 2022.

Figura 39 - Termograma TGA da Amostra 22
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Fonte: O Autor, 2022.
Figura 40 - Termograma TGA do TiO2
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Fonte: O Autor, 2022.

Figura 41 - Termograma TGA do ZnO
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Fonte: O Autor, 2022.
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ANEXO B - GRAFICOS DE ANALISE DE FTIR

Figura 42 - FTIR da amostra 01
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Figura 44 - FTIR da amostra 03

Fonte: O Autor, 2022.

Figura 45 — FTIR da amostra 05
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Fonte: O Autor, 2022.
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Figura 46 — FTIR da amostra 06
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Figura 47 — FTIR da amostra 07

Fonte: O Autor, 2022.
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Figura 48 — FTIR da amostra 08
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Figura 49 -— FTIR da amostra 09
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Figura 50 — FTIR da amostra 10
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Figura 51 — FTIR da amostra 11
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Figura 52 — FTIR da amostra 12
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Figura 54 - FTIR da amostra 14
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Figura 55 - FTIR da amostra 15
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Figura 56 — FTIR da amostra 16
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Figura 57 — FTIR da amostra 17
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Figura 60 — FTIR da amostra 20
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Figura 61 — FTIR da amostra 21
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Figura 62 — FTIR da amostra 22
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Figura 63 — FTIR da Asolectina
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Figura 64 — FTIR do Colesterol
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Figura 66 — FTIR do ZnO
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Figura 67 — FTIR do Resveratrol
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ANEXO C - GRAFICOS DE ANALISE DE DSC

Figura 68 - Termograma de DSC da Amostra 01

Fonte: O Autor, 2022.
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Figura 69 — Termograma de DSC da Amostra 02
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Figura 70 — Termograma de DSC da Amostra 03
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Fonte: O Autor, 2022.

Figura 71 — Termograma de DSC da Amostra 07
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111



Figura 72 - Termograma de DSC da Amostra 08
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Figura 73 - Termograma de DSC da Amostra 09
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Figura 74 - Termograma de DSC da Amostra 10
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Figura 75 - Termograma de DSC da Amostra 11
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Figura 76 - Termograma de DSC da Amostra 12
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Figura 77 -Termograma de DSC da Amostra 13
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Figura 78 -Termograma de DSC da Amostra 14
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Figura 79 -Termograma de DSC da Amostra 15
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Figura 80 -Termograma de DSC da Amostra 16
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Figura 81 -Termograma de DSC da Amostra 17
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Figura 82 -Termograma de DSC da Amostra 18
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Figura 83 -Termograma de DSC da Amostra 19
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Figura 84 -Termograma de DSC da Amostra 20
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Figura 85 -Termograma de DSC da Amostra 21
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Figura 86 -Termograma de DSC da Amostra 22
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ANEXO D - GRAFICOS DE ANALISE DE ESPALHAMENTO DE LUZ (DLS)
Func¢des de correlagao C(q,t) adquirida no &ngulo de espalhamento 6 = 90° e a respectiva

distribuicdo do tempo de relaxagao A(t) a 25°C, para uma solugéo aquosa de 0,25 mg/mL.

Figura 87 - Espalhamento de Luz da Amostra 1
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Fonte: O Autor, 2022.
Figura 88 - Espalhamento de Luz da Amostra 2
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Figura 89 - Espalhamento de Luz da Amostra 3
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Fonte: O Autor, 2022.
Figura 90 - Espalhamento de Luz da Amostra 5
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Fonte: O Autor, 2022.
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Figura 91 - Espalhamento de Luz da Amostra 6
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Fonte: O Autor, 2022

Figura 92 - Espalhamento de Luz da Amostra 7
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Fonte: O Autor, 2022.
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Figura 93 - Espalhamento de Luz da Amostra 8
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Figura 94 - Espalhamento de Luz da Amostra 9
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Figura 95 - Espalhamento de Luz da Amostra 10
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Figura 96 - Espalhamento de Luz da Amostra 11
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Fonte: O Autor, 2022.
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Figura 97 - Espalhamento de Luz da Amostra 12
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Fonte: O Autor, 2022.

Figura 98 - Espalhamento de Luz da Amostra 13
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Fonte: O Autor, 2022.
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Figura 99 - Espalhamento de Luz da Amostra 14
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Figura 100 - Espalhamento de Luz da Amostra 15
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Figura 101 - Espalhamento de Luz da Amostra 16
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Fonte: O Autor, 2022.

Figura 102 - Espalhamento de Luz da Amostra 17
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Figura 103 - Espalhamento de Luz da Amostra 18
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Figura 104 - Espalhamento de Luz da Amostra 19
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Figura 105 - Espalhamento de Luz da Amostra 20
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Figura 106 - Espalhamento de Luz da Amostra 21
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Figura 107 - Espalhamento de Luz da Amostra 22

Fonte: O Autor, 2022.
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ANEXO E - CURVA DE CALIBRAGAO RESVERATROL

Figura 108 - Curva de calibrag&do construida a partir dos cromatogramas de Resveratrol
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Fonte: O Autor, 2023.

Figura 109 - Cromatograma do Resveratrol
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