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RESUMO

Ultimamente varias areas da ciéncia vém se unindo a fim de compreender, elucidar,
retardar e reverter o processo do envelhecimento da pele. Tal processo deve ser
estudado, pois as mudancas no aspecto exterior podem revelar disfuncdes que
ocorrem internamente, além de trazer consequéncias psiquicas sobre o
comportamento da pessoa, tanto diante de si mesma como diante das outras. A
utilizagdo de matérias-primas naturais orgéanicas em formulagbes farmacéuticas e
cosmeéticas segue uma tendéncia de mercado, haja vista o grande impulso que o
mercado orgénico tem ocasionado na economia. Dentre estas matérias-primas,
destaca-se a utilizacdo do cacau organico que, pelo fato de ser rico em compostos
polifendlicos e taninos condensados, acredita-se apresentar potencial acéo
antioxidante. Associados a sistemas nanoestruturados inovadores, como 0s
sistemas liquido-cristalinos constituidos por silicones formadores de filme, a acéo
antioxidante do cacau organico pode, dessa forma, ser potencializada. Este trabalho
tem como objetivos desenvolver e caracterizar sistemas liquido-cristalinos
acrescidos de extrato de semente de cacau organico, avaliar a estabilidade fisico-
guimica e a atividade antioxidante das formulacbes obtidas. Realizou-se a
caracterizacdo do po de cacau por microscopia oOptica. A partir do pé do cacau,
obteve-se extratos hidroalcoolicos do pd, a partir do qual foram quantificados
compostos fendlicos utilizando o reagente Folin-Ciocalteu e determinada a atividade
antioxidante com base na acédo sequestrante do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila
(DPPH). Posteriormente, o extrato foi incorporado em um sistema constituido por
acido oléico e polioxietileno 20 cetil éter, o qual foi caracterizado estruturalmente
empregando analises de microscopia de luz polarizada, espalhamento de raios-X a
baixo angulo (SAXS) e comportamento reoldgico. Apos a caracterizacao do sistema,
foi verificada a estabilidade fisico-quimica do sistema, bem como a atividade
antioxidante das formulacfes acrescidas ou ndo do extrato de cacau. Os resultados
evidenciaram que a amostra de cacau organico em po contém cerca de 200 mg de
compostos fendlicos equivalentes a acido galico; 21,225 pg/mL de 1Cso do DPPH
para 0s extratos etandlicos. Para um segundo lote de cacau organico, o extrato
aquoso apresentou ICso do DPPH 15,823 pg/mL. O sistema desenvolvido apresentou
fases liquido-cristalinas do tipo hexagonal e cubica e comportamento de fluido
pseudoplastico tixotropico. De acordo com as analises de estabilidade fisico-
guimica, as formulacdes apresentaram-se estaveis durante o periodo de tempo
analisado. A incorporacao de 0,6% de extrato de cacau organico na formulacéo
atingiu a ICsp do DPPH. Segundo os resultados da atividade antioxidante das



formulacdes, observou-se que a atividade antioxidante do extrato foi mantida em
todas as fases do sistema estudado (cubica, hexagonal e microemulsdo), sendo
observado inclusive um ligeiro aumento na atividade antioxidante das formula¢des
de fase cubica. Os resultados sugerem que o0 sistema empregado pode ser
promissor para a incorporacao do extrato de cacau organico, visando a sua atuacao
na prevencao do envelhecimento cutaneo.

Palavras-chave: sistemas nanoestruturados; caracterizacdo estrutural, cacau
organico; compostos fendlicos; atividade antioxidante.
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O processo de envelhecimento altera a estrutura e a funcado dos 6rgaos. No
caso da pele, que é um o6rgao externo, também ocasiona modificacdo do seu
aspecto. O envelhecimento cutaneo € multifatorial, decorrente de um processo
degenerativo complexo, que afeta e ira atingir inevitavelmente a todos. E muito
importante estudar estas alteragbes na pele que ocorrem com o envelhecimento,
principalmente quando ocorrem precocemente, ndo somente porque as mudancas
no aspecto exterior revelam, frequentemente, as disfun¢gdes que ocorrem, mas
porque a aparéncia traz consequéncias psiquicas sobre o comportamento da
pessoa, tanto diante de si mesma como diante das outras (RIEGER, 1996;

LEVEQUE, 1997; MAKRANTONAKI, 2007).

Sendo assim, o estudo do rejuvenescimento da face vem merecendo mais e
mais esforcos no sentido de retardar e reverter o processo natural de
envelhecimento da pele. Existe, inclusive, um grande esforco empreendido por
diversas areas como geriatria, cosmiatria, fisioterapia, cirurgia plastica e até mesmo
areas da economia, no sentido de compreender, elucidar, prevenir, retardar e
mesmo reverter o processo de involugéo natural do envelhecimento (ARAUJO et al.,
1995, MCCULLOUGH, 2006).

Séo utilizados hoje inUmeros principios ativos nas formulagcdes com o objetivo
de obter rejuvenescimento da face, colo e dorso das maos. S&o alternativas nao
cirdrgicas que permitem tratar rugas e manchas resultantes do envelhecimento
intrinseco e do fotoenvelhecimento da pele. A aplicacdo topica de substancias
eficazes é muito importante para manter a textura saudavel da pele, até mesmo
como tratamento pos-cirargico complementar, pois a cirurgia plastica nao tem
atuacao a nivel histolégico e por isso dificimente melhora a qualidade da pele do
paciente (ARAUJO et al, 1995, LINTNER, 2009).

Dentre as substancias empregadas no mercado com o objetivo de combater o
envelhecimento cutédneo tém-se os antioxidantes (SANTOS, 2011).

O processo de oxidacdo esta relacionado a formacao de radicais livres e
espeécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Radical livre é qualquer espécie capaz de
existir independentemente e que contém um ou mais elétrons desemparelhados.

Segundo Harris (2006), dentre as fontes de radicais livres existentes, tem-se:
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v Fontes biolégicas como flavinas (FADHs), hemoglobina, catecolaminas, tetra-
hidropteridinas, nitro-compostos aromaticos e melanina;

v Venenos como paraquat, adriamiciina, antamicina;

v Complexos de cobre e ferro, hidroquinonas, tibis, glutationa;

v Radiacao ionizante e luz ultravioleta (UV).

A reatividade depende do radical em estudo e do substrato presente. De
acordo com Harris (2006), a peroxidacao lipidica pode ocasionar:

v Comprometimento das membranas celulares e do manto hidrolipidico;

v Desativagao de sitios ativos de enzimas e receptores celulares, decorrente da
oxidacao de residuos de aminoéacidos;

v Lesbes em DNA, levando ao comprometimento da codificacdo para as
sinteses protéicas (inviabilidade celular);

v LesGes mutagénicas (tumores);

v Surto oxidativo, degradacdo de catecolaminas, da cadeia respiratéria da
mitocOndria e do sistema P450 reticulo endoplasmatico.

Sabe-se que o organismo humano possui eficientes mecanismos de defesa
contra os radicais livres, caracterizados por um conjunto de enzimas e compostos
antioxidantes que mantém essas espécies altamente reativas em concentracdes
subtéxicas (CADENAS, 1989). Quando ocorre um desequilibrio entre os processos
de producéo e destruicdo das espécies reativas de oxigénio induzido, por exemplo,
pela acao da radiacdo UV, estabelece-se uma condicdo em que o ataque oxidativo
das biomoléculas é favorecido, o que pode propiciar diversos processos fisiologicos

e patolégicos, incluindo o envelhecimento cutdneo (HARMAN, 1992).

A relacdo causal observada entre estresse oxidativo, diversas patologias e
processos degenerativos em humanos despertou o interesse para a exploracao de
moléculas com atividade antioxidante, capazes de interferir com a geracdo dos
radicais livres de oxigénio ou com as reacoes por eles desencadeadas (PYTEL et
al., 2005).

Para a determinacdo da atividade antioxidante dos diversos compostos,
podem ser utilizadas metodologias tanto in vitro quanto in vivo. Dentre os diversos

métodos in vitro existentes, tem-se o método do sequestro do radical 2,2-difenil-1-
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picril-hidrazil (DPPH), baseado na transferéncia do 4&tomo de hidrogénio e elétrons.
Na presenca de compostos antioxidantes, ha o sequestro deste radical, reduzindo-o.
O DPPH é um radical estavel e ao sofrer reducéo, perde sua coloragéo (de violeta a
amarelo-palido), cuja mudanca € medida espectrometricamente a 517 nm,
permitindo a mensuracdo da capacidade antioxidante de uma determinada

substancia.

Seguindo a tendéncia de utilizacdo de substancias inovadoras em
formulagbes topicas, foram langcadas no mercado matérias-primas naturais
organicas. De modo geral, "natural® sinaliza que os ingredientes n&o foram
significativamente modificados em sua forma original na natureza. Ja o termo
"organico” € regulamentado e somente pode ser utilizado por empresas que
receberam aval de uma organizacao certificadora reconhecida e independente, ou
seja, existe a garantia de que o produto realmente € organico. Para ser “organico”,
além de ser natural, o produto e a sua produc¢ao ndo podem prejudicar a vida animal
e 0 meio ambiente. Tais produtos também d&ao importancia aos ingredientes que
vém de origem animal. A preocupacao € que eles ndo devem ser obtidos a partir da
morte ou maus tratos do animal e sim da producao natural do ser, como o mel das
abelhas, flores, folhas e frutas (RIBEIRO, 2010).

Embora esta linha ja tenha seus publicos fiéis na Europa e Estados Unidos, o
Brasil vem crescendo neste setor e algumas marcas fortes jA apelam para o
marketing verde. Algumas delas, inclusive, tém criado tabelas com informacdes
sobre a origem e o descarte da matéria-prima das embalagens e seus produtos, com

a intencado de reduzir a zero sua emissao de gés carbono (RIBEIRO, 2010).

Dentre as matérias-primas organicas que vém sendo utilizadas com destaque
no mercado em formulacdes antienvelhecimento destaca-se o cacau — Theobroma
cacao L. — planta arborea de pequeno porte da familia Sterculiaceae, originaria da
América tropical (COSTA, 2002; SIMOES, 2007).

Seu cultivo € feito no sudeste asiatico, Africa e América do Sul, principalmente
no Brasil e Equador. A cultura firmou-se, de inicio, no continente americano em toda
zona tropical como México, Equador, Venezuela, etc., e em particular no Brasil, que
no final do século passado, acabou por ser o primeiro produtor mundial.
Posteriormente, a cultura espalhou-se pela Africa Ocidental que hoje € responsavel
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por dois tergos da colheita mundial, a qual ultrapassa 1,5 milhdes de toneladas
(COSTA, 2002).

O vegetal é caracterizado pela insercdo direta dos frutos no tronco e ramos; e
pelos frutos indeiscentes e volumosos. As flores aparecem no tronco e ramos
principais. Os frutos sdo curtamente pedunculados, grandes, de 12 a 20 cm por 6 a
10 cm, alongados e indeiscentes, drupaceos e vagamente pentagonais. Colhidos os
frutos, estes séo partidos e suas sementes sédo privadas. As sementes sédo ovoides,
achatadas, com tamanho de 10 a 20 mm de comprimento por 7 a 8 mm de largura,
com a extremidade hilar mais grossa e deprimida (COSTA, 2002).

BN

Quanto a caracterizacdo estrutural e quimica do tecido de reserva das
sementes de cacau, foram observados que o citoplasma contém varios elementos
estruturais de dificil identificagdo ao microscopio Optico. As células que formam a
epiderme dos cotilédones apresentam um grande vacuolo suavemente positivo ao
Naphthol Blue Black (NBB) e ao Azul de Toluidina (AT) pH 4. No mesofilo, a maior
parte do parénquima cotiledonar é constituida por células de reserva, como o tipo de
reserva predominante em T. cacao € lipideo, as células do parénquima
apresentaram diversos globulos lipidicos circundando o vacuolo protéico (LENCI,
2002).

Ha grandes quantidades de células fendlicas que se encontram em regifes
préximas aos vasos condutores ou estdo dispersas pelo parénquima, sendo
identificadas pela cor magenta translicida (em cortes a fresco) ou pela ortocromasia
ao AT pH 4, corando-se em verde brilhante. Grupos de células perpendiculares a
epiderme podem acompanhar os vasos e seus conteudos vacuolares assumem
aspecto vesiculados em algumas preparacdes. Além disso, nessas ceélulas
distinguem-se pequenos grdos de amido birrefringentes sob luz polarizada. Os
compostos pécticos das paredes de células cotiledonares de T. cacao apresentaram
metacromasia ao AT, proporcionando coloracdo arroxeada, as paredes do xilema
foram destacadas pelo AT, corando-se em verde e células da epiderme dos
cotilédones apresentaram reacao acentuada de radicais anidnicos que preenchiam o
citoplasma. Na periferia destas células, detectou-se a presenca de glébulos mais
corados pelo AT (LENCI, 2002).
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Biehl et al (1977) descreveram dois tipos celulares compondo o mesdfilo
cotiledonar de sementes de T. cacao: células de estoques de proteinas e lipideos
em maior numero e células de polifenois dispersas entre as anteriores, ocupando

regides proximas aos vasos.

O cacau é constituido de trigliceridios e acidos graxos (50%), compostos
polifendlicos, dentre os quais taninos condensados (5 a 10%) e bases puricas
representadas particularmente pela teobromina (1 a 2%) e cafeina (0,5%) (SIMOES,
2007).

Visando aplicacao topica, a principal acao do cacau esta relacionada ao efeito
antioxidante. A literatura relaciona a presenca de compostos fendlicos ao potencial
efeito antioxidante (SOUSA et al., 2007).

Tal efeito antioxidante do cacau organico possivelmente pode ser
potencializado pela sua incorporacdo em sistemas liquido-cristalinos. Os cristais
liquidos (CLs) sao conhecidos desde 1889, quando Lehmann descreveu um estado
intermediario na transformacéo térmica a partir do estado solido para o liquido. Em
1922, G. Friedel usou o termo “estado mesomorfico” (mesos — intermediario e
morphé — forma) para definir este quarto estado da matéria; com isso, 0s cristais
liquidos passaram a ser denominados como fases mesomorficas ou mesomorficas
cristalinas. Apresentam, portanto propriedades e caracteristicas de solidos e liquidos
(FERRARI, 1998; FERRARI et al., 2004; MORAIS, 2006).

Esta fase intermediaria apresenta propriedades caracteristicas tanto de
sélidos quanto de liquidos. Possui ordem estrutural, rigidez e ligacbes definidas
como os solidos e mobilidade, regides desordenadas e fluidas como os liquidos, ou
seja, esta mesofase tem propriedades mecanicas tipicas do estado liquido, como
fluidez e tensédo superficial, mas certa ordem molecular; dessa forma, constitui uma
fase fluida ordenada. A mesofase liquido-cristalina exibe ainda propriedades oOpticas
tipicas do estado cristalino, como anisotropia (direcdo Optica), birrefringéncia e
dicromismo (FERRARI, 1998; FERRARI et al., 2004; MORAIS, 2006).

Um sistema é anisotropico quando todas as direcOes de propagacéo da luz
nao sao equivalentes no seu interior e se a mesma propriedade € observada com

intensidade variavel em funcao da direcao pela qual € avaliada (FERRARI, 1998).
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A birrefringéncia, também conhecida como refracdo dupla, é encontrada em
cristais, CLs ou em qualquer sistema anisotropico. Ela é ocasionada pela variacao
da velocidade de uma onda de luz em diferentes dire¢bes. Um feixe individual de luz
branca penetrando em um material separa-se em dois feixes, 0s quais sao
polarizados e vibram a angulos retos, um em relacdo ao outro (FERRARI et al.,
2004).

O dicromismo ocorre quando um componente de luz polarizada € absorvido
mais fortemente que o outro. Em parte, ele irradia para o CL quando este é
iluminado com luz natural. A coloracdo que apresenta, ao microscopio polarizado, é
resultado da estrutura ordenada das moléculas, que por sua vez € semelhante
aquela dos cristais verdadeiros. Quando a luz é branca, uma mistura de todas as
cores reluz sobre um cristal liquido, a maioria das cores consegue atravessa-lo e
uma pequena faixa de comprimento de onda é refletida e o cristal parece com a cor

desses comprimentos de onda (FERRARI et al., 2004).

A fase liquida cristalina € termodinamicamente estével e representa o estado
de fusdo incompleto. A maioria dos compostos que apresentam este comportamento
tem moléculas alongadas e possuem um ou mais grupos polares. Tais moléculas
tendem a arranjarem-se paralelamente, mantendo-se proximas por forcas de Van
der Waals (FERRARI et al., 2004; MORAIS, 2006).

Podem-se dividir os CLs em duas principais classes: 0s termotropicos e 0s
liotrépicos. Os termotropicos sao formados pela influéncia da temperatura, séo
pouco estaveis e sdo substancias organicas com estrutura molecular simbolizada
pelos ésteres colestéricos (FERRARI, 1998; MORAIS, 2006).

As primeiras observacoes de cristais liquidos liotrépicos foram feitas em 1950
por Elliott e Ambrose. Eles observaram a formacdo de uma fase liquida
birrefringente dissolvendo-se polibenzil-L-glutamato (PBLG) em cloroformio. Estes
cristais liquidos sdo misturas de compostos anfifilicos em um solvente, em geral a
agua. Os compostos anfifilicos sdo caracterizados por possuirem na mesma
molécula dois grupos que diferem grandemente em suas propriedades de
solubilidade. Uma parte da molécula é hidrofilica, altamente solivel em agua ou

outros solventes polares, enquanto a outra parte é hidrofobica, altamente solUvel em
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hidrocarbonetos ou solventes néo-polares. Usualmente, pode-se dizer que estas
moléculas sdo formadas por uma cabeca polar e uma cauda carbdnica
(BECHTOLD, 2005).

Dentre as mesofases liotrOpicas, as mais importantes e comumente
observadas sdo: lamelar (“neat phase”), hexagonal (“middle phase”) e cubica (“cubic
phase”) (URBAN, 2004; MORAIS, 2006).

Uma das maneiras de classificar as fases liquido-cristalinas € determinando a
isotropia 6ptica da mesofase. Sob um plano de luz polarizada, a amostra é
anisotropica se for capaz de desviar o plano de luz incidente e isotrOpica se néo
desviar a luz. Mesofases lamelares e hexagonais sdo anisotropicas, enquanto as
cubicas séao isotropicas (URBAN, 2004; MORAIS, 2006).

Dentre os tipos de cristais liquidos encontrados nos produtos cosmeéticos, 0s
liotrépicos sdo os mais predominantes e formam-se espontaneamente em muitos
tipos de sistemas emulsionados. Quando presentes, por exemplo, na interface de
uma emulsdo A/O, aumentam a estabilidade da emulsdo, pois promovem aumento
na rigidez da membrana interfacial (FERRARI, 1998; MORAIS, 2006).

A utilizacdo de cristais liquidos em cosmeéticos apresenta vantagens
funcionais relacionadas ao fato de: promoverem liberagédo controlada de substancias
ativas; incorporarem principios ativos em matrizes liquido-cristalinas ou mesmo em
formulacdes que os contenham, pois os cristais liquidos protegem as substancias
ativas sensiveis a degradacao térmica ou fotodegradacéo; promoverem aumento da
retencdo de agua no estrato corneo proporcionando aumento na hidratacdo cutanea
(MORAIS, 2006).

Embora veiculos como os sistemas liquido-cristalinos possam aumentar a
estabilidade das substancias veiculadas, o emprego progressivamente maior de
principios ativos nas industrias cosmética e farmacéutica com finalidade de prevenir
e tratar alteracfes cutaneas carece ndao somente de estudos biologicos que avaliem
0S seus possiveis efeitos benéficos na pele, mas também de estudos que avaliem a
estabilidade quimica dessas substancias no produto final (LEONARDI & MAIA
CAMPOS, 1997).
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OBJETIVOS
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2.1 Geral

O objetivo desta pesquisa foi desenvolver um sistema nanoestruturado para
incorporacao do extrato de semente de cacau organico que para a utilizacdo desta
matéria-prima vegetal no tratamento do envelhecimento cutdneo, mediante aumento

de sua atividade antioxidante.

2.2 Especificos

. Desenvolver e caracterizar sistemas liquido-cristalinos acrescidos de extrato
de semente de cacau organico;

. Padronizar quantidade de extrato de cacau organico;

. Avaliar a estabilidade fisico-quimica dos sistemas liquido-cristalinos;

. Analisar a atividade antioxidante das formulagcfes obtidas.
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DESENVOLVIMENTO
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3. Material e Métodos

3.1 Reagentes e Matérias-primas

Agua destilada, agua Milli-Q, &cido oleico (Synth®, Brasil), acido galico, cacau
organico alcalino em pé Via Farma® lote 031214 e 034221 (Fabricante Barry
Callebaut®), carbonato de sédio, corante azul de toluidina, etanol (Synth®, Brasil),
Hexano (Synth®, Brasil), hipoclorito de sédio, metanol (Synth®, Brasil), polioxietileno
20 cetil éter (Brij 58%), quecertina, reagente Folin-Ciocalteau, 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila — DPPH (Fluka®, Buchs, Suica).

3.2 Equipamentos

Analisador de textura TA.XTplus —Stable Micro Systems®, balanca Mettler® modelo
H10, balanca semi-analitica Micronal® B160, banho termostatizado Fanem® —
Mod.100, banho ultrassénico Unique®, centrifuga Fanem® 204N, centrifuga Sorvall
TC6 Du Pont®, espectrofotdmetro U-2000 Hitachi®, espectrofotdmetro U-2001
Hitachi® , evaporador rotativo Marconi® MA120, microscépio 6ptico Primo Star
Ziess®, microscopio de luz polarizada Jenamed 2, Carl Zeiss, peagémetro digital
PG1800 Gehaka®, redmetro de tensdo controlada Carri Med® CSL 100.

3.3 Metodologia

3.3.1 Avaliagdo da amostra de cacau alcalino em po
3.3.1.1 Caracterizacao tecidual

Foi utilizada uma pequena quantidade da amostra de cacau que foi previamente
intumescida e descolorida com hipoclorito de sodio. Para a montagem da lamina, foi
usado corante Azul de Toluidina (AT) e tampéao pH 4,0.

A lamina preparada foi visualizada em microscépio 6ptico Primo Star Ziess®,

buscando caracteristicas descritas por Lenci (2002).
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3.3.1.2 Caracterizacao dos extratos

3.3.1.2.1 Preparacéo dos extratos

As amostras de cacau em p6 foram previamente desengorduradas com hexano.
Para isso, utilizou-se 1 g da droga vegetal e 5 mL de hexano, foram levadas ao
banho ultrassénico por 20 minutos. Em seguida, foram centrifugadas por 10 minutos
a 2000 rpm. Apds a retirada do sobrenadante, a amostra desengordurada foi levada

na capela de exaustéo para remocéo do hexano residual.

Foram avaliadas extracbes com duas solucdes hidroalcodlicas: (v/v) e etanol
70% (VIv).

Em triplicata, foram adicionadas 10 mL da solugcéo de metanol 80% na amostra,
deixando por 20 minutos em banho ultrassonico. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi retirado e filtrado sob
papel. Este procedimento da extracao foi feito trés vezes. O filtrado foi levado para
secagem na capela de exaustdo e no dessecador com silica gel. O mesmo

procedimento foi feito com a solugéo de etanol 70%.

3.3.1.2.2 Doseamento de compostos fendlicos totais

O teor de fendlicos totais foi determinado segundo metodologia adapatada de
Singleton e Rossi (1965), utilizando o reagente Folin-Ciocalteau e curva analitica de

acido galico e quercetina.

Para isto, aliquotas de 20 yL de amostra (extrato ou padrdo solubilizado nas
solucgdes hidroalcodlicas nas seguintes concentracdes: 0,25 pg/mL, 0,50 pg/mL, 0,75
png/mL, 1,00 pg/mL e 1,25 ug/mL) foram adicionadas a 100 yL do reagente Folin-
Ciocalteau e 1,58 ml de agua. Apos 8 minutos, adicionou-se ao meio 300 pL de
solucéo de carbonato de sédio 20% (Na,CO3) e agitou-se. Depois de 2h de repouso
em temperatura ambiente, foram feitas as leituras da absorbancia das amostras

medidas em espectrofotdbmetro UV/Vis em 765 nm.
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3.3.1.2.3 Atividade Antioxidante do extrato

A capacidade antioxidante dos extratos foi determinada segundo metodologia de
Rufino et al (2007) através do teste com o radical livre DPPH, por meio do sequestro
desses radicais livres. Foi preparada uma solu¢do de DPPH a 0,06 mM em etanol
absoluto. Para a leitura dos extratos, foram utilizadas as mesmas solucbes e
concentracbes empregadas no teste de quantificacdo de fendlicos totais. Para tal,
adicionou-se 3,9 mL de solugcdo de DPPH em 100 pL das solucdes do extrato e
aguardou-se 30 minutos para iniciar a leitura no espectrofotbmetro no comprimento
de onda 517 nm. Além da solucdo com o extrato, foi realizada a leitura da solucéao

controle (branco) contendo etanol 70% (v/v) e solucédo de DPPH.

3.3.2 Desenvolvimento das formulacdes
3.3.2.1 Preparacéo do extrato

Na preparacdo do extrato a ser incorporado na formulacéo, utilizou-se o etanol
70% (v/v) como solvente. Primeiramente, 0 cacau organico em po foi
desengordurado com hexano e filtrado. Foram utilizados 70 g do cacau organico em
po adicionado de 300 mL de hexano, e levados ao banho ultrassdnico por 20 minutos.
A torta foi levada para eliminacdo do hexano residual na capela de exaustao.
Posteriormente, extraiu-se trés vezes com a solucéo de etanol (700 mL da solugéao
de etanol por 20 minutos em banhoultrassonico), filtrou-se e concentrou-se o extrato
no rotaevaporador. Em seguida, o extrato foi levado para secagem na capela de

exaustao e no dessecador.

3.3.2.2 Desenvolvimento dos sistemas

Para o desenvolvimento das formulagbes, os componentes (fase oleosa —
4cido oléico e tensoativo — Brij 58®) foram pesados em balanca semi-analitica e
analitica e transferidos para um frasco transparente com tampa em quantidades
adequadas de tensoativo e 6leo (relagbes de T/O na faixa de 1:9 até 9:1.), sendo em

seguida realizada a titulacdo com agua (fase aquosa).



25

Os sistemas foram obtidos por mistura direta dos componentes aguecidos em
banho termostatizado a 45° C visando melhor homogeneizacdo principalmente
daqueles com alta viscosidade, seguida de leve homogeneizacdo. Durante o
processo de titulagéo, os sistemas formados e suas consisténcias foram analisados
visualmente, contra fundo escuro. Foram calculadas as concentracbes de cada
componente da formulagdo, obtendo-se misturas que foram utilizadas na delimitagdo
das diferentes regibes existentes no diagrama de fases. Os sistemas foram
classificados juntamente com os resultados obtidos na microscopia de luz polarizada
como: fase de transicdo hexagonal/ lamelar (H/L), sistema de alta viscosidade
transparente (SAVT) campo escuro, sistema de alta viscosidade transparente
(SAVT) fase hexagonal, sistema de baixa viscosidade transparente (SBVT) campo
escuro, sistema de baixa viscosidade transparente (SBVT) fase hexagonal, sistema
liquido transparente (SLT) fase hexagonal, sistema opaco (SO) e separacdo de
fases (SF).

3.3.2.3 Caracterizagao estrutural dos sistemas

Através da microscopia de luz polarizada (MLP), foram analisadas as
formulacdes colocando-se uma pequena quantidade das formulagdes sobre lamina
de vidro e coberta com laminula. Foi avaliada a homogeneidade da dispersdo e, com
auxilio de polarizacéo, observou-se a presenca de area de anisotropia, indicativo da

presenca de cristais liquidos. A analise foi realizada a temperatura ambiente.

3.3.2.4 Selecao das formulacdes

A selecao das formulagOes foi realizada a partir da analise do diagrama de
fases construido.

Para a incorporacéo do cacau nas formulacdes, solubilizou-se o extrato seco
de cacau orgéanico na fase aquosa do sistema a 0,06% de concentracédo, uma vez

gue foi a ICsp do extrato.
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3.3.2.4 Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

O SAXS foi realizado na estacdo de medidas D11-A SAS do Laboratorio
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas-SP. A linha é equipada com
monocromador do tipo Si (111), com comprimento de onda de 1.408 A.

3.3.2.5 Determinacdo do comportamento reologico

Os sistemas foram analisados por medidas reoldgicas utilizando redbmetro de
tensao controlada Carri Med CSL 100, modelo CLS 100, com dispositivo placa —
placa de 20 mm de diametro, empregando ensaios de escoamento e mecanico-
dindmicos ou de oscilagdo. Foram analisadas as formulacées H1 (10% de 6leo, 40%
de tensoativo e 50% de agua) e H2 (20% de 6leo, 40% de tensoativo e 40% de
agua). No ensaio de escoamento, realizou-se um estudo da tensédo de cisalhamento
em funcdo da velocidade de cisalhamento na regido de 0 a 100 s™. Nos ensaios
reoldgicos por solicitagdo oscilatoria, as medidas foram realizadas em fungéo da

frequéncia (0 a 100 Hz), aplicando uma tenséo de 5 Pa.

3.3.2.6 Ensaios de bioadesao

A forca bioadesiva cutanea foi avaliada, em termos da forga necessaria
para separar as formulacbes da pele da orelha do porco. A forca maxima de
desprendimento foi analisada em um texturémetro Stable Micro Systems TA-XTplus.
Antes do teste, a pele foi hidratada em solucéo fisiolégica (NaCl 0,9%) por um tempo
de 30 minutos. ApOs esse tempo, a pele era posicionada com auxilio de elastico na
probe (prova analitica). As formula¢gdes foram aquecidas em banho termostatizado a
temperatura de 32 °C e apo0s a atingir a temperatura, as amostras foram colocadas
abaixo da probe para o inicio do ensaio bioadesivo.

Estes ensaios foram avaliados sob as seguintes condi¢des: forca (Trigger
force) de 0,002 N para amostras viscosas, 0,01N para as amostras semi-solidas e

ON para amostras liquidas; e por tempo de contato de 60 s.

3.3.3 Ensaios de estabilidade fisico-quimica para os sistemas obtidos
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3.3.3.1 Avaliacéo visual

As amostras foram observadas visualmente quanto as alteracfes do tipo: cor,
separacdo de fases, homogeneidade, semanalmente no periodo de 1 més, na

temperatura ambiente.

3.3.3.2 Teste de centrifuga

A avaliacédo da estabilidade frente a centrifugacéo foi realizada, empregando-
se 5 gramas de cada amostra em estudo, centrifugando-as a 3000 rpm, por 30

minutos.

3.3.3.3 Determinacéao do pH das formulacdes envolvidas no estudo

A medida de pH foi realizada em peagdmetro, utilizando-se amostras diluidas

em agua destilada (5%).

3.3.3.4 Densidade das formulacdes

A densidade relativa foi determinada pelo método do picnémetro.
Primeiramente, pesou-se o picndmetro vazio; logo ap0s, pesou-se 0 mesmo com
agua e depois com a amostra. A partir de entdo, realizou-se o calculo da densidade
da agua e da densidade da amostra para, em seguida, fazer-se o calculo da
densidade relativa através da equacgdo 1 (FARMACOPEIA BRASILEIRA,2010):

massa —massa . _ -

AM0ETa Pplrohetro

7

i
& relativa =

IIA853 5, — MATFA Lo

7

pimd

(1)
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3.3.3.5 Atividade antioxidante das formulagcdes

A capacidade antioxidante das formulacdes foi determinada com a mesma
metodologia que foi realizada nos extratos. Pesou-se 1g da formulagéo e solubilizou-
se em 1 mL de alcool etilico 70%. Partindo desta solucéo, retirou-se uma aliquota de
100 uL para a realizacdo da reacdo com o radical livre DPPH. Através das leituras
da absorbancia realizadas a 517 nm foram feitos os calculos das porcentagens de

inibicao.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ
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4.1 Avaliacdo da amostra de cacau alcalino em pé
4.1.1Caracterizacéao tecidual

Para a caracterizacdo da amostra de cacau foi usada a mesma metodologia
empregada por Lenci (2002), utilizando o corante AT. Devido ao p6 estar finamente
dividido, certas caracteristicas estruturais presentes na semente do cacau descritas
na literatura citada nao puderam ser evidenciadas.

Na amostra de cacau organico em po, foram observados compostos fendlicos,

graos de amido e mucilagem, conforme esperado em amostras de cacau (Figuras 1
e 2).

Figura 1. Grdos de amido visualizados em microscopia 6ptica (esquerda) e em

microscoépio de luz polarizada (direita)

Em sementes maduras é comum a presenca de amido como material de
reserva, armazenado como granulos cristalinos no citoplasma (WERKER, 1997).

Figura 2. Compostos fendlicos (esquerda) e mucilagem (direita)
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4.1.2 Caracterizacao dos extratos

4.1.2.1. Preparagao dos extratos

Primeiramente foram preparados em triplicada extratos metandlicos (E1, E2 e
E3) e um extrato etandlico (E4). Foram obtidos de 0,174 g a 0,236 g de extrato seco

e desengordurado.

A partir dos resultados de fendlicos totais, verificou-se que o extrato etandlico
apresentou maior quantidade de compostos antioxidantes. Por isso, posteriormente
foram preparados extratos etanolicos em triplicata (S1, S2 e S3). Os resultados
variaram de 0,083 g a 0,107 g de extrato seco e desengordurado.

Como foi utilizado 1g da droga vegetal (cacau organico em po), do extrato
metanolico foi obtido em média 20% de rendimento enquanto que para o0 extrato
etanolico, obteve-se cerca de 10% de rendimento. Os resultados encontram-se na
Tabela 1.

Tabela 1. Quantidade de extrato seco de semente de cacau obtido com os solventes

hidroalcodlicos.

Extrato Solvente Massa seca | Rendimento
El Metanol 80% 0,174 ¢ 17,40%
E2 Metanol 80% 0,192 g 19,20%
E3 Metanol 80% 0,236 g 23,60%
E4 Etanol 70% 0,220g 22,0%
S1 Etanol 70% 0,083 g 8,30%
S2 Etanol 70% 0,103 g 10,30%
S3 Etanol 70% 0,107 g 10,70%

Os polifenodis séo usualmente extraidos por solventes como agua, metanol,
etanol e acetona ou uma mistura desses solventes uma vez que as moléculas que

contém um radical glicosideo séo soluveis em agua e as agliconas (polifenéis sem a
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molécula de acglcar) que sao pouco polares, sdo mais sollveis em outros solventes.

(ESCRIBANO-BAILON & SANTOS-BUELGA, 2003).

4.1.2.2. Doseamento de compostos fendlicos totais

Os valores de absorbancia obtidos por espectrofotometria para as diferentes

concentragcfes de acido galico com o reagente de Folin-Cioucalteau encontram-se

na Tabela 2. A curva analitica obtida para esta substancia encontra-se na Figura 3.

Tabela 2. Valores de absorbéancia (em 765 nm) obtidos por espectrofotometria para

as diferentes concentracfes de acido galico com o reagente de Folin-Cioucalteau

(ng/mL)

Concentragéo (ng/mL)

Absorbéancia (765 nm)

0,25 0,060
0,50 0,077
0,75 0,102
1,00 0,108
1,25 0,111

Figura 3. Curva analitica do acido galico com o reagente de Folin-Cioucalteau

A quantidade de compostos fendlicos contida em 100g de extrato
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equivalentes a acido galico foi obtida a partir da equacdo da reta (y = 2,66x +
0,0517). A Tabela 3 apresenta as meédias e desvio padrao dos resultados calculados

para cada extrato.

Para o extrato metandlico, os valores variaram de 140,03 a 153,95 mg de
compostos fendlicos equivalentes a acido galico. Ja para o extrato etandlico, de
196,39 a 215,63 mg de compostos fendlicos equivalentes a acido galico.

Waterhouse et al. (1996) encontraram 20 mg/g de compostos fenolicos
equivalentes a acido galico quando extraidos em metanol 95%.

Desta forma, os resultados obtidos para o presente extrato estdo abaixo do
que os encontrados na literatura. E importante frisar que estes contetidos podem
variar dependendo da regido onde é cultivado, da diversidade de cultivo e das
praticas apo6s a colheita (SANCHEZ-RABANEDA et al.,, 2003; BRITO, 2002;
SANBONGI et al., 1998; SALDANHA, MOHAMED & MAZZAFERA, 2002).

Tabela 3. Quantidade de compostos fendlicos contida em 100g de extrato

equivalentes a acido galico (mg/mL).

Extrato | Quantidade equivalente a acido galico (mg/mL)
E1l MetOH 140,03
E2 MetOH 153,95
E3 MetOH 145,02
E4 EtOH 202,39
S1 EtOH 196,39
S2 EtOH 215,63
S3 EtOH 210,56

Os valores de absorbancia obtidos por espectrofotometria para as diferentes
concentragbes de quercetina encontram-se na Tabela 4. A curva analitica obtida

para esta substancia encontra-se na Figura 4.
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Tabela 4. Valores de absorbéncia (em 765 nm) obtidos por espectrofotometria para

as diferentes concentracbes de quercetina com o reagente de Folin-Cioucalteau

(ng/mL)

Concentracao (ug/mL) | Absorbéancia (765 nm)
0,25 0,102
0,50 0,165
0,75 0,180
1,00 0,200
1,25 0,218

Figura 4. Curva analitica da quercetina com o reagente de Folin-Cioucalteau

A quantidade de compostos fendlicos contida em 100g de extrato
equivalentes a quercetina foi obtida a partir da equacdo da reta (y = 106,8x +
0,0929). A Tabela 5 apresenta as meédias e desvio padréo dos resultados calculados
para cada extrato.

Para o extrato metandlico, os valores variaram de 47,81 a 57,61 mg de
compostos fenolicos equivalentes a quercetina. Ja para o extrato etandlico, de 77,67
a 99,21 mg de compostos fendlicos equivalentes a quercetina.

N&do foram encontrados na literatura valores de compostos fendlicos

equivalentes a quercetina para T. cacao.
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Tabela 5. Quantidade de compostos fendlicos contida em 100g de extrato

equivalentes a quercetina (mg/mL)

Extrato | Quantidade equivalente a quercetina (mg/mL)
E1l MetOH 56,79
E2 MetOH 47,81
E3 MetOH 57,61
E4 EtOH 77,67
S1 EtOH 86,79
S2 EtOH 99,21
S3 EtOH 90,82

A partir destes resultados € possivel observar que no extrato etanolico houve

maior extracdo de compostos polifendlicos do que no extrato metandlico.

4.1.2.3 Atividade Antioxidante do extrato

Para avaliagdo da atividade captadora de radical livre calculou-se a

porcentagem de inibicdo do DPPH pela equagéo 2:

% inibicdo do DPPH = [(Ao— A1) / Ao X 100] (equacéo 2)

onde: Ag = absorbancia do controle; A1 = absorbancia da amostra.

A absorbancia do controle foi de 0,625. Para cada extrato, foi construida a
curva analitica a partir do calculo da porcentagem de inibicio do DPPH e das
diferentes concentracdes do extrato (Fig. 5-8). A concentracdo de inibicdo de 50%
(ICs0) de DPPH pelo extrato foi calculada através da equagéo da reta encontrada a

partir dos graficos da porcentagem de inibicdo do DPPH.
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Figura 5. Gréfico da % de inibicdo do DPPH x concentragdo do extrato (mg/mL) para os
extratos E1, E2, E3, E4, S1 E S2.
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Figura 6. Gréfico da % de inibicdo do DPPH x concentracéo do extrato (mg/mL) para o

extrato S3.

Para os extratos metandlicos (E1 a E3), a ICs variou de 37,18 ug/mL a 48,3
Mg/mL. Ja nos extratos etandlicos (E4, S1 a S3), a variacao foi de 21,225 ug/mL a
36,17 pg/mL. Na literatura, foram encontrados valores de 13, 23 a 7,11 pg/mL para a
ICs0 para pé de cacau comercial (HIl et al., 2009). Como o DPPH é um radical,
guanto menor a absorbancia e menor a concentracdo que inibe o DPPH, maior o
poder antioxidante. Logo, a partir dos resultados obtidos, o extrato etandlico € o que
possui maior poder antioxidante. Isto confirma com os resultados obtidos no
doseamento de polifendis totais, ja que no extrato etandlico, observou-se maior

guantidade destes compostos antioxidantes.

Devido a quantidade inicialmente fornecida da matéria-prima, foram utilizados
dois lotes diferentes. Dessa forma, foi necessario avaliar a atividade antioxidante do

lote de cacau organico a ser utilizado nas formulagoes.

Como o cacau a ser incorporado na formulacdo seria solubilizado
primeiramente na fase aquosa do sistema, foi analisada a atividade antioxidante do

extrato solubilizado em agua assim como o extrato solubilizado em alcool 70%.

Os resultados obtidos estéo representados nos graficos da Figura 9.
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Figura 7. Inibicdo do DPPH (A) extrato solubilizado em agua, (B) e (C) extrato
solubilizado em alcool etilico 70%.

Para o lote a ser utilizado nas formulagdes, o extrato solubilizado em agua
apresentou ICsp de 15,823 pg/mL enquanto que solubilizado em &lcool etilico 70%
(v/v), apresentou média do ICso de 9,96 pg/mL.

Um dos motivos para as variagdes entre a atividade antioxidante entre os dois
lotes avaliados pode ser atribuido a sazonalidade nas colheitas, pois a época da
colheita da planta vegetal pode interferir na producdo de compostos antioxidantes
(GOBBO-NETO, L.; LOPES, N; 2007).

Ja a diferenca entre o solvente utilizado, provavelmente se deve a afinidade
de compostos antioxidantes com o solvente alcodlico.

A quantidade de extrato de cacau organico a ser incorporado nas formulagdes
foi calculada conforme o ICso encontrado, usando um fator de conversao de 40
vezes devido as diluicdes que sao feitas durante a reacdo com o radical livre (100 pL

da amostra em 4,0 mL da solucao). Portanto, para cada 1 g de formulagao:

15 pg x 40 = 600 pg = 0,6 mg de extrato de cacau organico
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4.2 Desenvolvimento das formulacdes

4.2.1 Preparacao do extrato

De acordo com os resultados obtidos na quantificacdo de polifendis totais e
no teste de DPPH, verificou-se que o melhor solvente é o etandlico, devido a maior
extracdo de polifendis e menor ICso indicando maior poder antioxidante do que o
extrato metandlico.

Portanto, este foi o solvente de escolha na extracdo do cacau em po para a

incorporagao na formulagao.

4.2.2 Desenvolvimento dos sistemas

O diagrama de fases utilizado para o desenvolvimento dos sistemas encontra-
se na Figura 10. Foram delimitadas as areas de anisotropia, para melhor
visualizacdo dos resultados (Figura 11). De acordo com o diagrama de fases,
verificou-se que em regides com concentracdes menores de tensoativo (até 30%) e
em altas concentracdes de tensoativo ocorre formacdo de sistemas opacos
(emulsbes). Em regides intermediarias de tensoativo (30 a 75%) até 45% de
concentracdo de Oleo ha formacédo de sistemas de alta viscosidade transparentes
(SAVT), enquanto que em regides de altas concentracbes de O6leo ocorre
predominéncia de sistemas de baixa viscosidade transparentes (SBVT).
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Figura 8: Diagrama de fases de pontos. SBVT: sistema de baixa viscosidade
transparente, SAVT: sistema de alta viscosidade transparente, SLT: sistema liquido
transparente, SO: sistema opaco, SF: separacdo de fases, H/L: fase de transicéo
hexagonal/lamelar.



41

Figura 9. Diagrama de fases de linhas. SBVT: sistema de baixa viscosidade
transparente, SAVT: sistema de alta viscosidade transparente, SLT: sistema liquido

transparente, SO: sistema opaco, SF: separacéo de fases.

4.2.3 Caracterizacao estrutural dos sistemas

As analises de MLP indicaram a presenca de fases hexagonais evidenciadas
por estruturas semelhantes a “estrias”. Também foram observadas fases de
transicdo hexagonal/ lamelar, evidenciadas por estruturas semelhantes a “cruzes de

malta” tipico de fase lamelar (Figura 12).
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Figura 10. Estruturas semelhantes a cruz-de-malta (esquerda) e estrias (direita)

Ao se formar, a fase lamelar assume um estado intumescido, pois a agua é
adsorvida entres as camadas de tensoativo, formando o dominio hidrofilico do CL. A
agua situada entre as lamelas apresenta caracteristicas de agua ligada, devido as
fortes interacdes entre suas moléculas e os grupos polares dos tensoativo. Dessa
forma ndo permite a perda por evaporacdo, necessitando de maior energia que a

disponivel a temperatura da superficie cutanea para evaporar (SANTOS, 2006).

A organizacdo interna da fase hexagonal pode estar relacionada com o
arranjo ocorrido principalmente entre a agua e o0 tensoativo. Aumentando a
guantidade da agua e consequente diminuicdo do tensoativo, a disposicdo da agua
em torno das cabecas polares do tensoativo pode se rearranjar para outras formas.
As cabecas polares do tensoativo, na presenca de aumento de fase aquosa
estariam sendo hidratadas pela agua devido a alta hidrofilia desses grupos,
promovendo organiza¢des mais rigidas e mais complexas, tipicas de fase hexagonal
(SOTIRO, 2007; FORMARIZ et al., 2005).

4.2.4. Selegao das formulagdes

Foram selecionados seis pontos do diagrama de fases desenvolvido para a
incorporacao do cacau organico. Sendo estes: trés de fase cubica (C1, C2, C3), dois
de fase hexagonal (H1, H2) e um microemulsdo (M1). Estes pontos estéao
destacados no diagrama apresentado na Figura 13. A Tabela 6 indica as

porcentagens dos componentes da formulacdo para cada ponto selecionado.



Tabela 6. Porcentagens dos componentes das formulagdes
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Formulac&o | Acido Oléico (%) | Brij 58 (%) | Agua
C1 0 40 60
C2 0 35 65
C3 0 30 70
H1 10 40 50
H2 20 40 40
M1 50 40 10

A quantidade de extrato do cacau organico a ser incorporada na formulacéo

foi determinada conforme o ICsy do extrato analisado, sendo incorporado na fase

aquosa do sistema. As formulacdes contendo o extrato passam a ser designadas
C1E, C2E, C3E, H1E, H2E e M1E.

Figura 11. Diagrama de fases e as formulagdes selecionadas
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4.2.5 Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

A técnica de SAXS é usada para confirmar os tipos de estrutura e arranjo
sugeridos por microscopia Optica de luz polarizada, além de identificar onde
diferentes tipos de estruturas podem coexistir (MEZZENGA et al., 2005). As curvas
de SAXS para sistemas liquido-cristalinos exibem picos, cujo nUmero e razao entre
as distancias de correlacdo permitem determinar o tipo de arranjo que 0s atomos
formam na matriz. Assim, para que, apenas pela analise da curva de SAXS um tipo
de arranjo liquido-cristalino seja identificado, pelo menos trés picos devem ser bem
definidos (CHORILLI et al., 2011).

Por meio da razao entre as distancias € que se pode definir o tipo de arranjo;
logo, pode-se observar a existéncia de mesofases ordenadas como fase lamelar, a
qual é composta por micelas planares ou lamelas com solvente entre elas,
representada por trés ou mais picos, cuja razao entre as distancias deve ser 2, 3, e
4, respectivamente, enquanto que a fase composta por organizacdo hexagonal de
agregados cilindricos observada pela existéncia de trés ou mais picos deve
apresentar valores de distancia media entre particulas de 1,73, 2 e 3,
respectivamente.

A Tabela 7 apresenta os parametros para determinacdo estrutural dos
sistemas, obtidos por SAXS.

Tabela 7. Parametros para determinacao estrutural dos sistemas, obtidos por SAXS.

Formulagéo d./d, d./ds Estrutura
C1 1,41 1,73 Cubica
ClE 1,41 1,73 Cubica
Cc2 1,42 1,73 Cubica
C2E 1,41 1,73 Cubica
C3 1,42 1,73 Cubica
C3E 1,42 1,73 Cubica
H1 1,73 2,00 Hexagonal
H1E 1,73 2,02 Hexagonal
H2 1,73 2,01 Hexagonal
H2E 1,73 2,00 Hexagonal
M1 - - Microemulséo
M1E - - Microemulséo
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Os resultados obtidos confirmam as informacdes das andlises de
microscopia de luz polarizada. Observou-se também que a incorporacao do extrato

nas formulagdes n&o alterou o tipo de estrutura observada.

4.2.6 Determinacao do comportamento reoldgico

As medidas reoldgicas podem fornecer idéias relacionadas ao arranjo das
moléculas de tensoativo num sistema tensoativo/agua/éleo. A fase lamelar
geralmente apresenta-se como liquido viscoso e a fase hexagonal tem a
viscosidade semelhante a de um gel, enquanto que a viscosidade da fase cubica é
extremamente elevada (GABBOUN et al., 2001; HYDE, 2001). Deve-se ressaltar,
todavia, que o tipo de arranjo estrutural de sistemas liquido cristalinos sé pode ser
determinado com precisdo pela associacdo de medidas de SAXS, reologia e
microscopia de luz polarizada. As medidas de reologia s&o utilizadas a fim de se
determinar a viscosidade dinamica, obtendo-se como resultado a curva de
viscosidade em relacdo ao fluxo e a visco-elasticidade, por meio dos parametros
moédulo de armazenagem (G') e modulo de perda (G"), obtendo-se, neste caso,

informacé&o sobre o comportamento viscoelastico das amostras (SCHRAMM, 2002).

4.2.6.1 Ensaios de escoamento

A Figura 14 mostra a variacdo da tensdo de cisalhamento em funcédo da
velocidade de cisalhamento para as formulacdes H1 (10% de Oleo, 40% de
tensoativo e 50% de agua) e H2 (20% de 6leo, 40% de tensoativo e 40% de agua).
As curvas evidenciaram que as formulacdes comportam-se como sistemas nao—
newtonianos, pois ndo apresentam linearidade entre a tensdo e a velocidade de
cisalhamento.

A formulacdo H1 apresentou caracteristicas de fluidos pseudoplasticos e
tixotropico em virtude da diminuicéo da viscosidade. Tal comportamento € devido a
desestruturacdo interna do sistema com o cisalhamento aplicado. Estes resultados
revelam a presenca de uma rede estruturada formada pela interacdo entre os

componentes da formulacdo e que € gradualmente quebrada com o aumento da
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velocidade de cisalhamento, reduzindo a resisténcia interna do sistema, e com isso,
diminuindo a viscosidade (CHORILLI et al., 2011).
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Figura 12. Curva de fluxo: velocidade de cisalhamento X tensédo de cisalhamento.

Formulacdo H1 (esquerda) e formulacdo H2 (direita)

A pseudoplasticidade é adequada para produtos indicados para uso topico,
pois ap0s a aplicacdo da tensdo a formulacdo apresenta facilidade para fluir,
levando a um bom espalhamento durante a aplicacdo e formacao de filme uniforme
na superficie cutanea (BOODTS, 2003; GAO et al., 2003).

Os materiais pseudoplasticos, além de apresentarem a propriedade de
“afinar-se” com a aplicacdo de velocidades de cisalhamento crescentes, podem
apresentar o fendmeno de tixotropia, isto €, quando a velocidade de cisalhamento &
removida, as tensdes de cisalhamento séo relaxadas e o sistema tende a readquirir
a estrutura inicial, de tal forma que as curvas ascendentes e descendentes do
reograma ficam deslocadas, resultando em uma area de histerese. Assim, a
tixotropia € diretamente proporcional a area de histerese. Quanto maior a area de
histerese, maior a tixotropia do sistema. As propriedades tixotropicas estédo
diretamente relacionadas com a interacdo entre os componentes da formulagéo
(MORAIS, 2006).

Ja para a formulacdo H2, observou-se fendbmeno oposto. Esta formulacao
apresentou caracteristicas de fluidos dilatantes e reopéticos, devido ao aumento da
viscosidade conforme aumento da tensdo de cisalhamento. Este comportamento
pode ser explicado pelo preenchimento do espaco entre as particulas com o
aumento da tenséo de cisalhamento aplicado, a ordenag&o das particulas promove
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um aumento no volume, provocando elevacéo da resisténcia de fluidez, ou seja, da
viscosidade (AULTON, 2008; LAHOUD, 2010).

SANTOS (2006) verificou que formulacdes constituidas por cristais liquidos
possuem como caracteristica 0 aumento da viscosidade em fungdo do tempo.
Segundo FERRARI e colaboradores (2004), o aumento geral na viscosidade
juntamente com o0 aumento na concentracdo de tensoativo € facilmente explicado
pela presenca de estrutura liquido cristalina, uma vez que também se relaciona com
0 aumento na microestrutura das redes liquido-cristalinas.

Tal diferenca entre o comportamento das formulacdes pode estar relacionado
com o0 aumento da fase oleosa, ja que ambos possuem a mesma concentracao de

tensoativo.

4.2.6.2. Ensaios mecanico-dinamicos ou de oscilacao

As analises de visco-elasticidade foram realizadas em uma sequéncia
definida. Primeiramente, realizou-se varredura de tensédo a fim de se encontrar a
faixa de viscoelasticidade linear, ou seja, a faixa na qual os modulos, elastico e
viscoso, independem da tensdo aplicada. Em seguida, realizou-se a varredura de
frequéncia, aplicando-se uma tensdo definida pelo teste anterior. A tensdo de
cisalhamento fixada foi de 5 Pa para todas as condi¢des ao longo de todo o estudo e
foi determinada através dos testes de varredura de tensdo realizados para as
frequéncias de 0 a 100 Hz com amplitude de 1 a 100 Pa. As Figuras 15 e 16
mostram, respectivamente, os reogramas de varredura de tensdo e varredura de

freqUéncia para as formulacbes H1 e H2.
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Figura 14. Varredura de frequéncia: Frequéncia (Hz) x G' (Pa), G" (Pa) para a

formulacdo H1 (esquerda) e H2 (direita)

Na reologia oscilatoria € possivel analisar o carater solido da amostra atraves
do modulo de armazenamento (G’). Quanto maior for o valor de G’, maior € o carater
soélido do gel e as deformacdes serdo elasticas ou recuperaveis (RAO, 1992). Além
disso, pode-se avaliar o médulo de cisalhamento dindmico viscoso ou de perda (G”),

gue indica o carater liquido do material. (KORHONEN, 2001).

Nas formulagdes, é possivel observar predominio do componente elastico do

sistema, ja que os valores de G’ (modulo elastico) sédo superiores aos valores de G”

(modulo viscoso).
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A formulagcdo H2 apresentou uma regidao de viscoelasticidade linear mais
baixa que a formulacdo H1, provavelmente devido a formacdo de um gel com

caracteristicas mais fracas pelo aumento na concentracéo da fase oleosa.

4.2.7 Ensaios de bioadesao

A bioadesao é usada para descrever a adesdo de macromoléculas sintéticas
ou biologicas a tecidos biologicos (CARVALHO et al., 2010). A incorporacédo de
moléculas adesivas em formulacdes farmacéuticas com sistemas de liberacdo de
farmaco favorece um contato intimo da formulacdo com o tecido de absorcao,
levando a liberacdo do farmaco perto do local de agcédo, ocasionando aumento da
biodisponibilidade, além de efeitos locais e sistémicos (HAGERSTROM, 2003;
WOODLEY, 2001).

As Tabelas 8 e 9 mostram os resultados obtidos nos ensaios de bioadeséo. A
forca obtida pelo grafico representa a forga maxima observada para o
desprendimento da amostra da pele da formulacdo, enquanto que a area representa

o trabalho da bioadeséao.

Tabela 8. Forca bioadesiva das formulagdes sem a incorporagao de cacau organico

Formulacao s/ cacau Forca (N) Area (N.sec)
C1 0,567 + 0,043 0,674+0,062
C2 0,378 £ 0,022 0,966+ 0,212
C3 0,346 + 0,034 0,699+ 0,139
H1l 0,076x0,014 0,158+0,043
H2 0,035+0,001 0,175+0,012
M1 0,005+0,000 0,0143+0,001
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Tabela 9. Forca bioadesiva das formulagées com a incorporacéo de cacau organico

Formulacao c/ cacau Forca (N) Area (N.sec)
ClE 0,693+ 0,172 1,049+0,292
C2E 0,547+ 0,011 1,843+0,785
C3E 0,351+ 0,014 0,862+ 0,034
H1 E 0,064+0,002 0,108+0,009
H2 E 0,031+0,002 0,091+0,004
M1 E 0,005+0,000 0,018+0,001

As figuras 15 e 16, representam os dados obtidos na forma de gréafico de

barras, para melhor visualizacdo e interpretacéo de resultados.

Figura 15. Grafico de Barras dos resultados da Forca bioadesiva (N) para

cada formulacéo
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A partir destes resultados € possivel observar que entre todas as
formulacdes, as de fase cubica apresentaram maior forca bioadesiva do que as
formulacdes de fase hexagonal, que por sua vez apresenta maior forca bioadesiva
gue a microemulsao.

Observa-se que para as formulacdes de fase cubica ha um aumento na forca
bioadesiva e na forca de trabalho exercido com a incorporacdo do cacau nas
formulacbes. Porém, a mesma situacdo nao foi observada para as outras
formulag6es quando adicionadas de cacau.

As formulacdes de fase cubica sdo muito estudadas devido ao seu potencial
em sistemas de liberacdo de farmacos. E conhecida por possuir propriedades
bioadesivas e sua efetiva adesao a pele. Devido a sua alta viscosidade, o uso topico
€ 0 mais adequado (NIELSEN, 1998).

A formulacdo C1 foi a que apresentou maior forca de bioadesdo entre as
cubicas, provavelmente por apresentar maior concentracdo de tensoativo que as
outras formulacdes de fase cubica. Ja para as formulacfes de fases hexagonais, a
H1 apresentou maior poder bioadesivo que a H2, sendo que a diferenca entre elas é
gue H1 é que possui menor quantidade de fase oleosa e maior quantidade de agua
que a H2.

Ja a microemulséo foi a que apresentou menor poder bioadesivo, sendo que

esta possui 50% de fase oleosa.
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4.3 Ensaios de estabilidade fisico-quimica para os sistemas obtidos

4.3.1 Avaliacéao visual

Para as formulacbes preparadas sem o0 cacau organico armazenadas em
temperatura ambiente (+x30°C), ndo houve separacdo de fases e néo foram
observadas alteracdes de cor e de homogeneidade no periodo de 1 més.

Para evitar o aparecimento de fungos, uma vez que nao havia conservante
microbiologico nas formulagbes com extrato, decidiu-se armazena-las em
refrigerador/geladeira (£5°C). No periodo de 30 dias, ndo foram observadas

separacao de fases, alteracdes de cor e de homogeneidade.

4.3.2 Teste de centrifuga

As formulacdes foram avaliadas 24h apos a sua preparacédo. Na avaliacdo da
estabilidade frente a centrifugacao, verificou-se que as formula¢cdes mantiveram o
mesmo aspecto apds sua preparacdo, ndo sendo observada separacao de fases.
Como nao apresentaram instabilidade fisica, ndo ha necessidade de reformulagéo

ou escolha de outros pontos do diagrama de fases.

4.3.3 Determinacgéo do pH das formulagdes envolvidas no estudo

A determinacdo do pH das amostras foi realizada apés 24h da sua

preparacao. Os resultados obtidos estéo expressos na Tabela 10.

Tabela 10. pH das formulacdes

Formulac&o | Sem cacau | Com cacau | Diferenga
C1 4,97 4,35 0,62
C2 4,79 4,35 0,44
C3 4,60 4,40 0,2
H1 4,165 4,16 0,005
H2 4,225 4,15 0,075
M1 3,95 4,01 -0,06
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A adicdo do cacau levou a pouca alteragdo no pH das formulacdes
provocando em geral diminuicéo do pH.

Como as formulagdes sdo para 0 uso topico, estas devem apresentar pH
compativel com a regido do corpo aonde se vai aplicar. A pele apresenta pH
levemente acido (4,2 - 5,6), sendo variavel conforme a regido do corpo
(CLARK,1996; VAN SCOOQT,1997).

4.3.4 Determinacgéo da densidade relativa

A densidade das formulacdes foi determinada conforme a equacdo 1
(3.3.3.4). O peso do picnémetro vazio foi de 12,28 g e a massa da agua foi de 19,70
g. O volume total do picndmetro é 5 mL. Os resultados calculados se encontram na
Tabela 11.

Tabela 11. Densidade das formulacfes

Formulagédo | Densidade (g/cms3)
C1 1,02
C2 1,024
C3 1,015
H1 0,985
H2 0,981
M1 0,973

Todas as formulacbes apresentaram densidades proximas a da agua. As
formulacbes de fase cubica apresentaram densidade maior que as outras

formulagbes e a microemulsdo apresentou menor densidade dentre todas.

4.3.5 Atividade antioxidante das formulacdes

As formulacfes acrescidas ou ndo de extrato de cacau foram avaliadas em

um periodo de 21 dias quanto a atividade antioxidante.
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Para o célculo das porcentagens foi utilizado um fator de correcao, devido a

diluicdo da formulac&o para a realizacédo do ensaio de DPPH, sendo utilizada como

base a densidade das formulagdes.

Os resultados obtidos estdo apresentados nas Tabelas 12 e 13.

Tabela 12. % de inibicdo do DPPH das formula¢gdes néao acrescidas de cacau

Formulacéo | 1°dia (%) | 7° dia (%) | 14°dia (%) | 21° dia (%)
Cl 4,72 2,16 2,12 2,23
C2 3,54 2,78 2,11 2,45
C3 1,37 1,23 2,28 2,60
H1 5,31 5,15 5,05 5,35
H2 3,54 4,12 5,37 5,80
M1 5,51 5,56 5,53 6,77

Pela Tabela 12, é possivel perceber que as formulacdes ndo acrescidas de

cacau praticamente ndo apresentam atividade antioxidante. Sendo que as

formulacdes que contem componentes de fase oleosa (H1, H2 e M1) apresentaram

maior atividade antioxidante que as outras.

Tabela 13. % de inibicdo do DPPH das formulagdes incorporadas de cacau

Formulacao 1° dia (%) 7° dia (%) 14°dia (%) 21° dia (%)
ClE 58,67 *4,03 | 52,26 1,44 | 45,80 +3,10 42,53 +3,32
C2E 57,39 *2,64|6109 +3,26|50,89 +1,98 49,86 +1,97
C3E 58,61 *2,78 | 63,39 3,85 53,09 2,89 | 51,622 +2,89
H1E 58,71 +1,11 | 53,11 14,09 | 53,22 3,45 48,57 +3,45
H2 E 51,87 *1,25| 56,88 +$2,23 | 54,24 12,041 | 44,44 +2,041
M1E 56,45 *0,41 | 59,29 15,95 | 47,15 +0,22 45,86 0,22

Extrato 62,20 *1,39 55,31 +1,99 | 50,22 +0,55 45,98 +1,36
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A partir da Tabela 13, foram construidos os gréaficos apresentados na Figura
18 e 19 para analise dos resultados observados no periodo. Para a construcédo do
grafico, subtrairam-se os valores representados na Tabela 13 (formulagbes com
extrato) pelos valores da tabela 12 (formulacdes sem extrato), para resultados mais
fidedignos.

Para melhor visualizacédo, as formulacdes foram divididas em 2 graficos que

estéo representados na Figura 17.
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Figura 17. Avaliacdo da porcentagem inibicdo do radical DPPH das formulagbes
durante um periodo de 21 dias.

Dessa forma, é possivel observar que no extrato, ao longo do periodo de 21
dias, houve diminuicdo do poder antioxidante.

Quanto as formulagdes, inicialmente a atividade antioxidante foi menor
guando comparado ao extrato, porém no 7° dia observa que houve uma
aproximacao das porcentagens de inibicdo do DPPH das formulagdes C2 e C3 com
0 do extrato. Isso provavelmente devido a uma maior estabilizagdo da formulagéo.
Para a formulagdo C1, ndo foi observada a mesma caracteristica, sendo que as
diferencas entre essas formulacfes é a concentracdo do tensoativo. A C1 apresenta
maior concentracdo de tensoativo que as outras.

Para as outras formulagdes H1, H2 e M1, a inibigéo do radical DPPH né&o foi
maior que a observada no extrato. Essas formulacbes apresentam fase oleosa,
diferentemente das formulagcdes C1, C2 e C3, que apresentam apenas componentes

de fase aquosa e o tensoativo. A presenca de fase oleosa, que foi constituida de
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acido oléico, pode ter interferido na atividade antioxidante, uma vez que 6leos
insaturados tendem a se oxidar (COSGROVE, 1987). Neste caso, 0 extrato de
cacau adicionado pode ter se oxidado, como forma de proteger a oxidacdo da

formulacao.
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CONCLUSOES
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Os resultados obtidos demonstraram que:

- O cacau organico em pé apresentou cerca de 200 mg de compostos
fendlicos equivalentes a acido galico e 21,225 pg/mL de ICso do DPPH para os
extratos etandlicos. Para um segundo lote de cacau organico, o extrato aquoso
apresentou ICsp do DPPH 15,823 pg/mL;

- O sistema desenvolvido apresentou fases liquido-cristalinas do tipo
hexagonal e cubica e comportamento de fluido pseudoplastico tixotropico e de fluido
dilatante reopético;

- De acordo com as analises de estabilidade fisico-quimica, as formulacdes

apresentaram-se estaveis durante o periodo de tempo analisado;

- A incorporacdo de 0,06% de extrato de semente de cacau orgénico na

formulacao atingiu a ICsp do extrato;

- A atividade antioxidante do extrato foi mantida em todas as fases do sistema
estudado (cubica, hexagonal e microemulsdo), sendo observado inclusive um ligeiro

aumento na atividade antioxidante das formulacdes de fase cubica;

- Os resultados sugerem que o sistema empregado pode ser promissor para a
incorporacao do extrato de cacau organico, visando a sua atuagéo na prevencao do

envelhecimento cutaneo.
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