\/
Tavav UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " «40ULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sorocaba

Ciéncias Amblentals

CAMILO ALEJANDRO CALDERON GOMAJOA

DESENVOLVIMENTO DE REPELENTES NANOESTRUTURADOS DE
LIBERACAO SUSTENTADA CONTENDO PROTETOR SOLAR

Sorocaba

2021



A7i¥ay  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

\/'\
u nes " «40ULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Sorocaba

Ciéncias Ambiehtais

CAMILO ALEJANDRO CALDERON GOMAJOA

DESENVOLVIMENTO DE REPELENTES NANOESTRUTURADOS DE
LIBERACAO SUSTENTADA CONTENDO PROTETOR SOLAR

Dissertacao apresentada como requisito para
a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias
Ambientais da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” na Area de
Tratamento de efluentes, preservacdo e
recuperagcdo ambiental.

Orientador: Prof. Dr. Leonardo Fernandes
Fraceto

Sorocaba
2021



Gomajoa, Camilo Alejandro Calderén
G831d Desenvolvimento de repelentes nancestruturados de
liberac&o sustentada contendo protetor solar / Camilo Alejandro
Calderon Gomajoa. -- , 2021
78 p. :il., tabs., fotos

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Araraquara,
Orientador: Leonardo Fernandes Fraceto

1. Nanoparticulas. 2. Repelentes. 3. Aedes aegypti. 4.
Radiacéo solar. 5. Protetor solar. I. Titulo.

Sistema de geracéo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Araraquara. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




O UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp - NP

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA DISSERTACAQO: DESENVOLVIMENTO DE REPELENTES NANOESTRUTURADOS DE
LIBERACAO SUSTENTADA CONTENDO PROTETOR SOLAR

AUTOR: CAMILO ALEJANDRO CALDERON GOMAJOA
ORIENTADOR: LEONARDO FERNANDES FRACETO

Aprovado como parte das exigéncias para obteng&o do Titulo de Mestre em CIENCIAS AMBIENTAIS,
area: Diagnostico, Tratamento e Recuperacdo Ambiental pela Comissao Examinadora:

Prof. Dr. LEONARDO FERNANDES FRACETO (Participagao Virtual)
Engenharia Ambiental / Unesp - ICT Sorocaba

Prof®. Dr*. DANIELE RIBEIRO DE ARAUJO (Participacao Virtual)
Centro de Ciéncias Naturais e Humanas / Universidade Federal do ABC

Prof. Dr. LUCAS BRAGANCA DE CARVALHO (Participagao Virtual)
Engenharia Ambiental / Unesp - ICT Sorocaba

Sorocaba, 24 de fevereiro de 2021

Inwaso de Cdnaa e Tecroioga - Campus de Sommba -
Av Tres de Margo. 511 18087180 Sorocsba - 880 Pado
P AW 100 OG0 U e Br D0 & O S3USCEND O8-CAYE N NI NP 480 31918003573



A minha mae, Edith Sofia Gomajoa Enriquez, e aos meus avos, Hugo
Gomajoa Burbano e Maria del Socorro Enriqguez Medina que gracas ao seu
esforco, dedicagédo e amor, sempre foram um pilar importante para eu conseguir

chegar até este ponto.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Instituto de Ciéncia e
Tecnologia — Campus de Sorocaba e ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias

Ambientais, pelo espaco e oportunidade para me tornar um melhor profissional.

Ao Prof. Dr. Leonardo Fernandes Fraceto por toda a orientacdo concedida, pelas

oportunidades e por acreditar em mim, mesmo antes de me conhecer pessoalmente.

Ao apoio financeiro obtido junto ao edital MCTIC-CNPg/MEC-CAPES/MS-
Decit/FNDCT N° 14/2016 — Prevencao e Combate ao virus Zika.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES)

— Cadigo de Financiamento 001 - pela concesséao de bolsa.

Aos docentes do Programa de Pdés-graduacdo em Ciéncias Ambientais, pelos

conhecimentos brindados.

A MSc. Daniele Carvalho Abrantes por ser minha primeira instrutora dentro do

laboratorio, transmitindo seu conhecimento com a maior dedicacao e paciéncia.

Ao Dr. Jhones Luiz de Oliveira pelo apoio brindado no desenvolvimento da pesquisa,

pela instrucdo e orientacdes, especialmente durante este periodo de pandemia.

Ao Dr. Jérdbme Labille do Centro Nacional de Pesquisa Cientifica da Franca, pela
doacéo protetores solares.

A toda minha familia, por toda educacéao, esforco, apoio e amor, apesar da distancia.

Sem a ajuda de cada um deles n&o estaria aqui.

Aos demais colegas da pods-graduacdo em Ciéncias Ambientais, em especial aos
meus companheiros (as) do Laboratdrio de Nanotecnologia Ambiental pelo convivio,

conhecimentos intercambiados e boas conversas.

Um agradecimento especial ao meu amigo e companheiro Carlos Augusto Santos

Cristovao Paraiso, por toda amizade e por ser um grande apoio moral neste processo.

Ao Brasil, por se tornar o meu segundo lar e me brindar as melhores experiencias de
aprendizado da minha vida, o que me tornou uma melhor pessoa e profissional. Por

me apresentar o povo mais amavel, prestativo e carismatico que ja conheci

A todos aqueles que de alguma forma torceram e torcem para 0 meu sucesso.



“No hay suefios, ideas, ni metas que puedas cumplir sin esfuerzo y dedicacion”

Francisco Cayol



RESUMO

O Aedes Aegypti, € considerado como um vector de importancia mundial a causa da
sua alta proliferacdo e por ser um dos principais vectores de arbovirus, sendo o
principal transmissor das quatro doengas arbovirais mais importantes conhecidas na
atualidade (dengue, Zika, Chikungunya e febre amarela). Da mesma maneira, nas
Ultimas décadas, afec¢Bes causadas pela alta nos indices de incidéncia da radiacéo
ultravioleta, tém sido reconhecidas por organizacdes médicas e governamentais,
especialmente pelo aumento nas estatisticas de cancer de pele (melanoma e nao
melanoma). Existem produtos comerciais e especializados, que contribuem na
prevencdo e tratamento destas problematicas (repelente e protetores solares),
inclusive, tém sido fabricadas formulacfes capazes de mitigar as duas problematicas,
porém, a caracterizagdo das mesmas é limitada, o que traz incerteza em aspectos
como a eficiéncia dos produtos e o tempo de reaplicacdo destes, com o fim de evitar
riscos de toxicidade e permeabilidade. Devido ao anteriormente mencionado, torna-
se importante a aplicacdo de novas tecnologias para o0 desenvolvimento de
formulagcbes como alternativas de maior eficiéncia e menor impacto. O objetivo do
presente trabalho foi desenvolver uma formulacao repelente contendo filtro solar a
base de nanotecnologia como uma estratégia de protecdo pessoal tanto contra o
mosquito Aedes Aegypti quanto aos efeitos da radiacdo ultravioleta. Apds a
preparacdo das diferentes formulacdes de carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN) a base de icaridina e geraniol, contendo os distintos protetores solares com
principio ativo de dioxido de titanio (TiOz), foram caracterizadas quanto a suas
propriedades fisico-quimicas (diametro médio, polidispersédo e potencial zeta), fluxo
de calor em funcédo do tempo, morfologia e capacidade de protecdo UV. Os CLNs
apresentaram diametro médio compreendido entre 257 e 551 nm, indice de
polidispersdo de 0,06 até 0,33 e potencial zeta de até -23,9 mV. A partir disto, e
levando em conta a literatura, as emulsdes formuladas com o ativo de protecao solar
EUSOLEX® T-AVO foram escolhidas como os sistemas mais promissores para a
obtencéo de uma formulacéo final com alta estabilidade, pelo qual, unicamente estas
foram alvo de estudo nas seguintes etapas da pesquisa. As formulagbes com ativo
UV EUSOLEX® T-AVO, apresentaram morfologia esférica, com nanoparticulas que
variam entre 177 e 235 nm com pico endotérmico em 59 °C. De igual forma, foi
evidente uma tendencia de liberacdo de ativo icaridina de aproximadamente 25%.
Finalmente, através de ensaios de fotodegradacdo, o ativo EUSOLEX® T-AVO,
apresentou eficiéncia enquanto a protecao de ativos frente a incidéncia da radiacdo
UV, diminuindo a porcentagem de degradacdo em aproximadamente 22%. Portanto,
estes resultados evidenciam que CLNs de icaridina e geraniol com adi¢cdo de ativo
EUSOLEX® T-AVO durante a fase aquosa, apresentam caracteristicas ideais para a
obtencdo de sistemas nanoestruturados de liberacdo sustentada de dupla
funcionalidade (repelente e protecdo solar) altamente estaveis e com elevada
eficiéncia.

Palavras-chave: Aedes Aegypti. Cancer de pele. Repelente. Protetor solar.
Carreadores lipidicos nanoestruturados. Liberacdo sustentada. Nanotecnologia.



ABSTRACT

Aedes Aegypti, is considered as a vector of worldwide importance, because of its high
proliferation and for being one of the main vectors of arbovirus, being the main
transmitter of the four most important arboviral diseases known today (dengue, Zika,
Chikungunya and yellow fever). In the same way, in the last decades, affections
caused by the high incidence rates of ultraviolet radiation, have been recognized by
medical and governmental organizations, especially by the increase in skin cancer
statistics (melanoma and non-melanoma). There are commercial and specialized
products that contribute to the prevention and treatment of these problems (repellents
and sunscreens), including formulations capable of mitigating both problems, however,
their characterization is limited, which brings uncertainty in aspects such as the
efficiency of the products and their reapplication time, to avoid risks of toxicity and
permeability. Due to the previously mentioned, it is important to apply new technologies
for the development of formulations as alternatives of greater efficiency and less
impact. The objective of this work was to develop a repellent formulation containing
sunscreen based on nanotechnology as a personal protection strategy against both
the Aedes Aegypti mosquito and the effects of ultraviolet radiation. After the
preparation of the different formulations of nanostructured lipid carriers (NLC) based
on icaridine and geraniol, containing the different sunscreens with active principle of
titanium dioxide (TiO2), they were characterized in terms of their physical-chemical
properties (medium diameter, polydispersion and zeta potential), heat flow as a
function of time, morphology, and UV protection capacity. The NLCs had an average
diameter between 257 and 551 nm, a polydispersity index of 0.06 to 0.33 and a zeta
potential of -23.9 mV. From this, and considering the literature, emulsions formulated
with the EUSOLEX® T-AVO sun protection active were chosen as the most promising
systems for obtaining a final formulation with high stability, for which, only these were
the target of study in the following stages of the research. The formulations with UV
active EUSOLEX® T-AVO, presented spherical morphology, with nanoparticles
ranging between 177 and 235 nm with an endothermic peak at 59 °C. Likewise, a trend
of release of active icaridine of approximately 25% was evident. Finally, through
photodegradation tests, the active EUSOLEX® T-AVO, showed efficiency while
protecting assets against the incidence of UV radiation, decreasing the percentage of
degradation by approximately 22%. Therefore, these results show that CLNs of
icaridine and geraniol with the addition of EUSOLEX® T-AVO active during the
agueous phase, present ideal characteristics for obtaining highly stable nanostructured
systems with dual functionality (repellent and sun protection) with high stability and
high efficiency.

Keywords: Aedes Aegypti. Skin cancer. Repellent. Sunscreen. Nanostructured lipidic
carriers. Sustained release. Nanotechnology.
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1. INTRODUCAO

A transmissdo de doencas causadas por arbovirus, como dengue, Zika,
Chikungunya e febre amarela (doencas reportadas em América Latina), é causada
através da picada da fémea do mosquito Aedes aegypti (CORDEIRO; FERNANDES,;
EIRAS, 2017), o qual, € um vetor considerado de importancia mundial a causa da alta
proliferacdo do mesmo. Isto, a causa da capacidade de facil adaptacéo e distribuicdo
em novos habitats deste tipo de mosquito, 0 que tem permitido que tenha sido
encontrado em 188 paises ao redor do mundo (LETA et al., 2018).

No Brasil, conforme o boletim epidemiolégico da secretaria de vigilancia em
saude do Ministério de Saude de janeiro de 2020, em 2019, foram notificados
1.544.987 casos provaveis de dengue, 132.205 casos de Chikungunya e 10.768 casos
provaveis de Zika; sendo as regifes Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste as mais
afetadas por arboviroses. Estas cifras alarmantes, tém levado o governo a procurar
métodos de combate aos vetores e a propagacdo das doencas (MINISTERIO DE
SAUDE, 2020). De acordo a Teich, Arinelli e Fahham (2017), os custos totais para o
pais com o manejo de arboviroses em 2016, foram aproximadamente de R$2,6
bilhdes, sendo os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Bahia e Rio de Janeiro 0s que

mais investiram no combate as mesmas.

Dentro das estratégias de prevencdo ao contagio que os 6rgaos do governo
utilizam em seus planos de acdo, encontram-se as alvitradas pela Sala Nacional de
Coordenacédo e Controle para o combate ao Aedes aegypti do Ministério da Saude
(2017), a que propde acdes que podem ser bioldgicas (uso de predadores), mecanicas
(destruicdo de criadouros), quimicas (uso de inseticidas e larvicidas) ou legais
(normas direcionadas a obrigacdo de manutencdo de espacos que podem se tornar
criadouros). Porém, uma das alternativas normalmente usada pela populacédo, é o
repelente de insetos comercial, devido a fatores como o facil acesso, a praticidade e
o0 baixo custo, onde o objetivo é evitar o contato do inseto com a pessoa, impedindo a

picada e a consequente transmisséo da doenca (ALDILA; SENO, 2019).

Geralmente, os repelentes comumente ofertados, sao formulados com N, N-
dietil-3-metilbenzamida (DEET), ativo sintético com alta eficiéncia quanto a repulsao,
mas que representa desvantagens como o odor desagradavel, sensacdo gordurosa

na pele e altas concentragcbes nos produtos (20 - 25%), valores diretamente
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proporcionais ao nivel de penetracdo na pele, o que causa reacdes alérgicas e ou
toxicas nas pessoas, tornando-o pouco seguro, especialmente para mulheres

gravidas e criangcas menores de 6 anos (TAVARES et al., 2018).

Desta forma, ativos sintéticos como a icaridina, e naturais como o geraniol, tém
surgido como alternativas ao DEET, apresentando eficacia semelhante e com
menores niveis de concentracdo e toxicidade, o que representa uma reducdo no
impacto sob a salde humana e o meio ambiente (TAVARES et al., 2018). Além disso,
€ de destacar que formulacdes com técnicas de encapsulamento em nanoparticulas
destes ativos, vem sendo desenvolvidas com o objetivo de prolongar o tempo de
liberacdo destes compostos e consequentemente, diminuir ainda mais a toxicidade
sem perder a eficiéncia dos mesmos (DA SILVA; RICCI-JUNIOR, 2020).

Por outro lado, a radiacdo dos raios ultravioleta é reconhecida como outra
problemética atual, devido ao dano progressivo da camada de ozbdnio, o qual, nas
Ultimas décadas fez aumentar consideravelmente os indices de eritema,
fotodermatose, queimaduras, fotoenvelhecimento e cancer de pele (LEITER; KEIM;
GARBE, 2020). O aumento nos indices destas enfermidades, foram fatos que
tornaram fundamental a divulgacdo da importancia do uso de filtro solar para a
prevencao de doencas da derme, principalmente para as pessoas que ficam expostas

a radiacao ultravioleta por longos periodos de tempo (SILVA et al., 2018).

Os protetores solares podem ter um principio ativo organico e/ou inorganico.
Entre os ativos mais usados se encontra o dioxido de titanio (TiO2) recoberto, que é
um composto inorganico com uma grande capacidade de absorver a radiacdo UV, o
gue aumenta a estabilidade e capacidade de protecdo do produto. Além disso, sabe-
se que a maioria do material que compde este ativo, é pensado para permanecer na
camada superior da pele (epiderme), em contraste com produtos organicos que tém
maiores probabilidades de serem absorvidos nas camadas inferiores (derme e
hipoderme) (MORSELLA et al., 2016).

Embora ja existam produtos comercias de protetor solar com adi¢éo de ativos
repelentes, de grande marcas como a SunDay, a L’Oréal, entre outras; é de grande
importancia a caracterizacdo deste tipo de formulagbes, a causa de fatores como
possiveis alteracdes na eficiéncia dos ativos e o tempo de reaplicacdo dos produtos,

pois é conhecido que o protetor solar tem que ser reaplicado a cada duas horas,
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porém, o repelente ndo deve ser aplicado novamente antes de seis horas, todo isto
pode levar a um aumento nos niveis de permeabilidade e toxicidade, o que pode

influenciar diretamente sob a saude dos usuarios (HAMEED et al., 2019).

Levando em conta o anterior, e 0s riscos que tanto o Aedes Aegypti como a
radiacdo ultravioleta representam sob a salde das pessoas, se evidencia que um
produto com dupla funcionalidade (repelente e protetor UV), formulado com técnicas
de nanoencapsulagéo, contribui na liberagdo sustentada dos ativos, o que ajuda na
compatibilidade no tempo de reaplicacdo do composto, sem ter risco de toxicidade a
causa da acéo prolongada gerada pelos nanocarreadores, e sem perder eficiéncia na

acao dos ativos.
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2. OBJETIVOS

Desenvolver uma formulacdo repelente contendo filtro solar a base de
nanotecnologia como uma estratégia de protecdo pessoal tanto contra 0 mosquito
Aedes Aegypti quanto aos efeitos da radiacao ultravioleta.

2.1 Objetivos Especificos

- Caracterizar as formulacdes de liberacdo sustentada de repelentes
nanoestruturados contendo os diferentes ativos propostos como principio de protecao

solar;

- Avaliar a estabilidade em funcdo do tempo das formulagdes de repelentes
nanoencapsulados com protegcédo solar em razdo de medidas de tamanho, potencial

zeta e indice de polidisperséao;

- Determinar a capacidade de protecdo solar das formulagbes a partir de

analises de fotodegradacao sob radiacdo UV em presenca de indicadores.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Arbovirus e Aedes Aegypti

Os arbovirus sdo virus transmitidos por artropodes, principalmente por
mosquitos e carrapatos, que sao capazes de causar doengas em humanos. Embora
o termo de arbovirus ndo englobe um grupo taxonomicamente distinto, o histérico de
vida e padrdes de transmissao séo similares, que faz com que a informacéo obtida de
um deles, permita a compreensao, prevencao e controle dos outros (JONES et al.,
2020)

O mosquito Aedes Aegypti, € o principal vetor de transmissédo de arbovirus, e
embora se saiba que existem aproximadamente 30 virus deste tipo que ocasionam
doencas nos seres humanos, sdo quatro 0os que maior impacto tém tido na satde dos
seres humanos, sendo estes, 0s que causam a febre amarela, a dengue, a Zika e a
Chikungunya (SOUZA-NETO; POWELL; BONIZZONI, 2019). Cabe adicionar que esta
espécie de mosquito é também um vetor de doencgas zoondéticas como a Febre do
Vale do Rift, a qual é considerada como uma das zoonoses emergentes mais graves
(LETA et al., 2018).

Além da facilidade de adaptacdo do mosquito a novos habitats e a distribuicao
global do mesmo, por conta de fatores como as rotas comerciais e turisticas, a
construcdo de vivendas e assentamentos sem planificacdo urbana e/ou ambiental,
somado a ineficiéncia das campanhas de controle e prevencédo da reproducdo do
vetor, além do fato de que os virus causantes das doencas sao de ARN de fita simples,
conhecido pelas altas taxas de mutagcdo; sado as principais razdées que, muito
provavelmente, tem contribuido na rapida evolucdo e adaptacdo do Aedes Aegypti e
proliferagdo das doencas transmitidas pelo mesmo, a tal ponto de ter sido reportado
em 188 paises dos diferentes continentes (LETA et al., 2018; MONTES et al., 2019;
SOUZA-NETO; POWELL; BONIZZONI, 2019).

A transmissdo dos virus ao ser humano geralmente é horizontal, ou seja,
através da picada de um mosquito fémea infectado, porém, também pode ocorrer de
forma vertical, sendo hereditaria por parte da mée ou do pai durante a gestacao, o que
representa um grande risco para o descendente (FERREIRA-DE-LIMA; LIMA-
CAMARA, 2018).
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3.1.1 Febre amarela

Antes do desenvolvimento da vacina, a febre amarela ou febre hemorragica
viral original, foi uma das doencgas letais mais receadas, por causa da geracao de
sintomas como sepse viral pansistémica com viremia, febre, danos ao figado, rins e
miocardio, hemorragia e ictericia. Na atualidade, nas regides tropicais da Africa e da
América do Sul ainda se estimam 200.000 casos anuais, dos quais falecem
aproximadamente 30.000 por falta de um tratamento etiologico e o tardio
reconhecimento do virus. Cabe resgatar que ndo se descartam incidéncias na
Ameérica do Norte e Central, Caribe e a Asia, além de ter sido registrada em 43 paises
ao redor do mundo, pelo qual a doenca continua sendo considerada como um perigo
para a saude dos seres humanos (LETA et al., 2018; VALDES, 2017).

Recentemente no Brasil, as areas mais atingidas por reincidéncia de febre
amarela, sdo as regibes Sul e Sudeste do pais, 0 que incitou a preocupacado das
autoridades de saude, devido a proximidade dos focos aos grandes centros urbanos
com alta densidade populacional ndo imunizada. O maior surto de febre amarela no
pais tem registros desde dezembro de 2016 até marco de 2017, onde foram
registrados 448 casos confirmados e 144 6bitos, sendo o estado de Minas Gerais 0
mais afetado com 349 casos e 118 ébitos, se catalogando como area endémica da
doenca junto com os estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo (CAVALCANTE;
TAUIL, 2017).

3.1.2 Dengue

A dengue é uma doenca viral aguda que é reconhecida como uma das
arboviroses mais importantes e de alta distribuicdo nas regides tropicais e
subtropicais, que causa nos humanos extravasamento vascular, hipotenséo, choque,
trombocitopenia e diatese hemorragica, sintomas que podem levar a que o0 caso seja
considerado fatal (REAL-COTTO et al., 2017). Casos oriundos de dengue tém sido
notificados em 125 paises, sendo considerada a doencga arboviral com maior
distribuicdo ao redor do mundo, causando cerca de cem milhdes de infeccdes
sintomaticas e 10.000 Obitos por ano, cifras que podem ser acrescidas devido ao
aumento da temperatura global, fator que pode permitir a propagacédo do vetor, e
portanto da doenga, em zonas de baixo risco ou atualmente classificadas como livres
de dengue (MESSINA et al., 2019).



23

A taxa de mortalidade pelo virus do dengue no Brasil, tem sido maior do que a
recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (CAVALCANTI et al., 2017).
Conforme o Boletim Epidemiologico da Secretaria de Vigilancia em Saude do
Ministério de Saude de janeiro de 2020, s6 no Brasil em 2019, foram notificados
1.544.987 casos provaveis desta doenca, com uma taxa de incidéncia de 735,2 casos
a cada 100 mil habitantes, sendo as regibes Centro-Oeste e Sudeste as mais
afetadas, destacando os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Goias, que
representam 67,9% dos casos nacionais (MINISTERIO DE SAUDE, 2020).

3.1.3 Zika

Esta enfermidade tem sido notificada em 85 paises, no entanto, segundo
estudios realizados por Leta e colaboradores (2018), cerca de 215 paises apresentem
condi¢cBes potencialmente adequadas para a proliferacdo dos vectores transmissores
da mesma. Embora tenha sido notificada na Africa pela primeira vez em 1954 (na
Nigéria), nas Américas foi reportada pela primeira vez em 2015 (no Brasil), afetando
principalmente a regido Norte e Sudeste, em especial ao estado do Rio de Janeiro
(BAUD et al., 2017).

Os sintomas da infeccao pelo virus da Zika, geralmente sédo erup¢do cutanea
macular ou papular, febre, artrite ou artralgia, conjuntivite ndo purulenta, mialgia,
cefaleia, dor retroorbital, edema e vOmitos, podendo apresentar também
hematospermia, surdez temporaria e audicdo metélica, inchaco das méos e tornozelos
e sangramento subcutaneo. A infeccdo pelo virus da Zika pode ser confundida e
diagnosticada incorretamente como dengue, o que pode ter interferido nas estatisticas
de incidéncia destes virus (BAUD et al., 2017; PETERSEN et al., 2016).

Em 2019, no Brasil, foram notificados 10.768 caso provaveis, com uma taxa de
incidéncia de 5,1 casos a cada 100 mil pessoas, sendo a regido Nordeste a mais
afetada, seguida das regides Centro-Oeste e Norte (MINISTERIO DE SAUDE, 2020).

3.1.4 Chikungunya

A Chikungunya é a segunda doenca arboviral com maior distribuicdo global, ao
ter sido reportada em 106 paises de todos os continentes, é considerada como uma
enfermidade artritica debilitante, que além das fortes dores nas articulagcées, ocasiona

febre e erupcdes cutaneas. Os sintomas podem durar de um a doze dias e sao
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tratados mediante medicamentos de controle (analgésicos e antipiréticos) (CUNHA et
al., 2017; MINSALUD, 2020).

O primeiro contagio reportado nas Américas foi em 2013 na ilha de Saint Martin,
e, no Brasil, a primeira notificacdo foi no ano de 2014 no estado do Amapa, porém o
estado que tem sido mais afetado pela esta doenca é o da Bahia (CUNHA et al., 2017,
LETA et al., 2018).

O Boletim Epidemioldgico da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério
de Saude de Janeiro de 2020 informou 132.205 casos provaveis em 2019 com uma
taxa de incidéncia de 62,9 casos a cada 100 mil habitantes do Brasil. As regides do
Sudeste e Nordeste foram as mais afetadas, principalmente os estados do Rio de
Janeiro e Rio Grande no Norte, que concentraram 75,6% dos casos provaveis
nacionais (MINISTERIO DE SAUDE, 2020).

3.2 Repelentes para Aedes aegypti

3.2.1 DEET

Devido ao grande surto de doengas arbovirais transmitidas por vetores tais
como o0 mosquito Aedes aegypti, as que se atribuem mais de 700 milhdes de mortes
ao ano no mundo (BARTLOW et al.,, 2019), uma das alternativas comumente
utilizadas para evitar o contagio € o uso de repelentes comerciais. Estes produtos, que
tém como objetivo impedir o contato do mosquito com as pessoas e prever picadas,
séo formuladas na maioria dos casos com N, N-dietil-3-metilbenzamida (DEET) como
principio ativo de primeira linha, em concentragcbes que variam de 10% a 80%,
inclusive € um ativo recomendado pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (EPA) e os Centros para o Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) (DA
SILVA; RICCI-JUNIOR, 2020; PATEL et al., 2016; WEBB; HESS, 2016).

O DEET, € um composto sintético preparado por reacdo de substituicdo
nucleofilica acilica, o qual, é considerado como um dos ingredientes ativos com maior
eficiéncia, que em concentracdes ideais repele os artrépodes interferindo no olfato, no
gosto e nas respostas neuronais dos mesmos. No entanto, € conhecido que em altas
concentracdes, pode chegar a matar os vetores a causa de falhas neurofisiolégicas

nos organismos, inclusive, tem sido descoberto que pode provocar efeitos adversos
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na saude dos seres humanos quando utilizado incorretamente, especialmente em
mulheres gestantes e criancas (SHRESTHA,; LEE, 2020; WEBB; HESS, 2016).

Os efeitos secundéarios que pode provocar a exposi¢ao a altas concentracdes
de DEET, podem ser desde reacdes dermatoldgicas até encefalopatias, sendo a
dermatite, a afeccdo mais comum, a qual gera erup¢des cutaneas, sensacéao de ardor,
eritema, bolhas, prurido e necrose local. Por outra parte, quando se provocam
encefalopatias, podem se apresentar tremores, convulsdes, hipertonia e coma. Cabe
resgatar, que o sistema cardiovascular, pode se ver comprometido da mesma forma,
gerando hipotenséo e bradicardia (SWALE; BLOOMQUIST, 2019).

Segundo Tavares e colaboradores (2018), uma formulacao repelente ideal,
além de possuir baixa toxicidade, baixa permeabilidade e néo ser irritante para a pele,
membranas mucosas e olhos, deve ser inodora, com acéo repelente prolongada para
evitar reaplicagcfes, com resisténcia a 4gua ou suor intenso e tem que incluir um amplo
espectro de insetos que repele, em especial mosquitos, além disso tem que ser de

baixo custo e amigavel com o meio ambiente, entre outros.

E por isto que pesquisas, tém resgatado a importancia de outros ingredientes
ativos, com capacidades de repeléncia similares as do DEET, porém sem risco de
toxicidade e sem carateristicas pouco desejadas nos produtos finais, como odor
desagradavel ou sensacao gordurosa na pele, o que melhora a qualidade e eficiéncia
das formulacdes (ZHU et al., 2018). Estes ativos podem ser sintéticos como a
icaridina, ou naturais como o geraniol, ativos propostos para avaliacdo na presente

pesquisa.
3.2.2 Icaridina

A icaridina (C12H23NOs3), também conhecida como picaridina ou KBR 023, € um
Oleo sintético volatil e insolavel em agua, recomendado pela EPA para o uso como
ativo em formulacdes repelentes que apresenta niveis de baixa toxicidade sem risco
de irritagéo de pele e/ou olhos. Geralmente se encontra em concentragdes menores
a 20% com um tempo de eficiéncia de aproximadamente 10 horas e com atuagéo
sobre uma grande diversidade de insetos, em especial mosquitos, moscas e
carrapatos (TAVARES et al., 2018).
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Diferente do DEET, a icaridina € um ativo inodoro, ndo gorduroso, ndo degrada
0 plastico ou acrilico e possui um efeito de repeléncia maior ao mosquito Aedes
Aegypti. Ademais, uma das grandes vantagens da icaridina, é que as formulacdes
com concentracdes entre 5 e 10% do ativo sédo recomendadas para aplicagcdo em
criancas com mais de 6 meses de idade, devido a baixa toxidade. Além disso, devido
a lenta evaporacdo apos a aplicacéo sobre a pele, a icaridina dispde de mais tempo
para a reaplicagdo se comparado com o DEET, o que contribui a atribuigcdo da baixa
toxicidade do composto (TAVARES et al., 2018).

A diferencia do DEET, é inodoro, ndo gorduroso e ndo degrada o plastico ou
acrilico, tem um efeito de repeléncia maior frente ao mosquito Aedes Aegypti e devido
a baixa toxicidade, as formulagées com concentracfes de 5 a 10% do ativo, sédo
recomendadas para aplicacdo em criancas com mais de 6 meses de idade. O tempo
no qual deve ser reaplicado em comparacdo ao DEET é maior, a causa da lenta
evaporacao apoOs aplicada sobre a pele, o que contribui a atribuicdo da baixa
toxicidade do composto (TAVARES et al., 2018).

3.2.3 Geraniol

O geraniol (C10H180), € um alcool monoterpénico aciclico derivado do difosfato
de geranil, que ao ser um composto natural, geralmente € extraido das flores de varias
espécies de plantas e dos tecidos de certas ervas. Apresenta-se como um 0leo
amarelo claro pouco soluvel em agua, de cheiro e gosto agradavel (CHEN; VILJOEN,
2010). Além de server como ativo repelente, é sabido que possui propriedades
antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatdérias e antitumorais (DE OLIVEIRA et al.,
2018).

Este ativo, tem sido reconhecido como um agente potencial frente ao controle
de pragas a causa das suas propriedades inseticidas, repelentes e antialimentarias,
as que atuam ao provocar um efeito neurofisiolégico nos insetos, suprimindo os
impulsos espontaneos dos vetores, que sdo provocados por estimulos registrados
extracelularmente no corddo nervoso abdominal (PRICE; BERRY, 2006). Cabe
resgatar que o geraniol € conhecido por possuir baixa toxicidade e biodegradabilidade,
0 que 0 torna seguro para o uso em mamiferos, e, traz vantagens de eficiéncia quando
usado em produtos repelentes em comparacao a outros ativos (CHEN; VILJOEN,
2010).
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Em um estudo feito por Omolo e colaboradores (2004), foi concluido que o
geraniol exibiu uma repeléncia relativamente alta frente a mosquitos, inclusive maior
a de outros ativos como citronela e linalol. Da mesma forma, Hao et al., (2008),
demonstraram durante um teste de braco em gaiola e bioensaio de sangue de um
camundongo que foi disposto como isca, que o geraniol foi capaz de que 100% dos
mosquitos sometidos a exposicdo ao ativo, perderam a capacidade de procura de
hospedes, assim como alteracdo nas etapas de ativacdo e orientagcdo do

comportamento de alimentacdo de sangue.

3.3 Cancer de pele

Junto com afecgbes na pele como o fotoenvelhecimento, eritemas e
queimaduras, o cancer de pele é umas das doeng¢as malignas mais comuns no mundo.
Atualmente é considerada de interesse global, pela afec¢do a saude das pessoas e 0
grande aumento nos indices de incidéncia deste tipo de neoplasia. O cancer de pele
pode ser do tipo melanoma ou ndo melanoma, 0s quais sao as classes de carcinomas
malignos que mais afetam a populacéo, especialmente as pessoas de pele branca.
Aproximadamente 350.000 casos de melanoma e 13 milh&es de casos ndo melanoma
sdo reportados anualmente no mundo todo, gerando cerca de 81.000 mortes (APALLA
et al., 2017; SILVA et al., 2018).

3.3.1 Cancer de pele melanoma

7

O melanoma, é comumente diagnosticado em pessoas com idade de
aproximadamente 60 anos (APALLA et al.,, 2017). Este tipo de neoplasia, se
desenvolve nos melandcitos, que sdo as células que produzem a melanina
(substancia que determina a cor da pele), e pode aparecer em qualquer parte do corpo
(pele ou mucosas), adquirindo a forma de manchas, pintas ou sinais (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2020a).

Apesar de representar apenas 3% do total de tumores malignos registrados no
Brasil, € o tipo mais grave por causa da alta probabilidade de provocar metastase,
disseminando o cancer para outros 6rgaos, porém quando detectado a tempo e
fazendo o tratamento com medicamentos imunoterapicos, é possivel deté-lo,
aumentando as possibilidades de sobrevivéncia do paciente. Se estima que até

agosto do presente ano, surgiram 8.450 novos casos de cancer melanoma no Brasil,
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sendo 4.200 homens e 4.250 mulheres. (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER,
2020a).

3.3.2 Cancer de pele ndo melanoma

A incidéncia do cancer de pele ndo melanoma é aproximadamente 20 vezes
maior a do melanoma, isto devido a diversidade de neoplasias malignas incluidas
dentro deste termo, como o carcinoma basal e espinocelular. No entanto a taxa de
mortalidade do mesmo € muito menor, com 0,42 ébitos a cada 100.000 pacientes,
porém, isto ndo tira os tipos de cancer ndo melanoma das estatisticas de mortalidade
notavel e custo substancial, ainda mais, ao levar em conta que os indices da doenca
aumentam de 3% a 10% ao ano (APALLA et al., 2017).

Este, € mais comum em pessoas com mais de 40 anos e corresponde a 30%
dos tumores malignos registrados no Brasil, apesar de apresentar altos niveis de cura,
0S pacientes que nao tratam ele precocemente, sdo propensos a sofrer mutilagcoes
das partes do corpo afetadas, devido a apresentacdo de tumores como o carcinoma
basocelular e o carcinoma epidermoide. Cerca de 176.930 casos novos de neoplasias
nao melanoma foram registradas no ano de 2020 até o més de agosto, sendo 83.770
homens e 93.160 mulheres (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2020b).

3.4 Protetores solares

O constante aumento da deterioracdo da camada de ozénio, tem feito aumentar
os niveis de incidéncia da radiacao ultravioleta emitida pelo sol sobre a Terra, 0 que
desencadeou uma série de consequéncias de todo tipo no planeta, entre elas, efeitos
secundarios sob a saude dos seres humanos. A causa da alta exposicdo aos raios
UV, as estatisticas de afecfes dermatoldégicas como eritema, queimaduras,
fotodermatose, fotoenvelhecimento e cancer de pele tipo melanoma e ndo melanoma,
tém aumentado consideravelmente (LEITER; KEIM; GARBE, 2020).

Da mesma forma, é de resgatar que tem sido descoberto que a radiagdo UV-
A, danifica o DNA através da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
provocando modificagcOes oxidativas da base e rupturas na cadeia do mesmo, gerando
mutacdes nas células dos mamiferos, da mesma forma, a radiacdo UV-B, incide
diretamente sobre o DNA, gerando apoptoses ou erros na replicagédo, o que leva a

mutacdes ou cancer (NGOC et al., 2019).
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Levando em conta o anterior, o uso de protetor solar é considerado como um
elemento fundamental dentro do dia a dia das pessoas e é recomendado por varias
organizagbes ao redor do mundo, como por exemplo a Sociedade Brasileira de
Dermatologia, sendo indispensavel uma formulacdo com um fator de protec&o solar
(SPF) superior a 30 e com tempo de reaplicacdo de duas horas, com o intuito de

minimizar os riscos da incidéncia da radiacdo UV na pele (BELL, 2016).

Os principios ativos de protecdo solar podem ser organicos ou inorganicos e 0s
produtos comumente comercializados podem incluir um ou mais destes ativos nas
suas formulacdes, o que pode beneficiar na protecdo nao sé frente aos raios UVB,
sendo também aos UVA (NGOC et al., 2019).

3.4.1 Filtros UV organicos

Os agentes organicos, como o Octyl Methoxycinnamate (OMC) e o Butilmetoxi
Dibenzoil Metano (BMDM), absorvem a radiagéo UV do sol, convertendo energia em
radiacdo de ondas longas que é inofensivamente dispersa (Figura 1). Estes ativos
evidenciam propriedades estéticas e de excelente biosseguranca ao apresentar
estabilidade e por ndo serem compostos irritantes, volateis ou fotossensibilizantes,
além disso, ndo mancham a pele. Porém, existem alguns agentes que podem chegar
a incidir na saude das pessoas, provocando reacdes indesejadas como dermatite
eczematosa, sensacao de queimacado e aumento do risco de cancer de pele, ademais,
€ sabido que alguns deles podem influenciar diretamente no ambiente, sobretudo na
conservacao dos arrecifes de coral, pelo qual, os fabricantes de protetores solares
tém preferido a utilizacdo de ativos inorganicos, que ndo representam este tipo de
riscos (MORSELLA et al., 2016; NGOC et al., 2019).

3.4.2 Filtros UV inorganicos

Por outra parte, os ativos inorganicos, funcionam refletindo, espalhando e
blogueando a radiacdo UV, agindo como uma barreira fisica que ndo permite a
passagem dos raios (Figura 1); um exemplo é o diéxido de titanio (TiO2), que é o
principio mais comumente utilizados nas formulacdes de protecao solar (MORSELLA
et al., 2016).

Geralmente, 0os compostos inorganicos sdo menos téxicos, mais estaveis e
mais seguros para os humanos e o ambiente, em comparacao aos filtros inorganicos.

Porém, os residuos dos pigmentos brancos destes fazem que sejam reconheciveis
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guando aplicados na pele e podem chegar a manchar as roupas, fato que é reduzido
drasticamente quando sintetizados em particulas micro e nanomeétricas. Além disso,
as formula¢cdes com nanoparticulas recobertas, minimizam a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), o que ajuda a prevenir efeitos negativos sob a saude,

especialmente cancer (NGOC et al., 2019).

Figura 1. Mecanismos de acéo dos filtros orgénicos (esquerda) e inorganicos (direita)

Emensido de

Ubsencho de calor T Reflerio
1adiacho e alto A

\

s/ Wadangs melecuier
Combie e v el

Fiwo UV orgdnico
Fittro UV inorgdnico

Fonte: (GEOFFREY; MWANGI; MARU, 2019)

3.4.2.1 Di6xido de titanio (TiO2)

O TiO2 é um o6xido metalico natural do titanio, que tem diferentes aplicacbes
entre as quais estd o uso em protetores solares devido a sua grande capacidade de
absorver a luz UV e a sua resisténcia a descoloracao sob esta luz, 0 que aumenta a
sua estabilidade e capacidade de proteger a pele dos raios ultravioleta. Além disso,
sabe-se que o dioxido de titanio € um refletor UV superior devido ao seu alto indice
de refracdo e que a maioria do material é pensado para estar na epiderme, que € a
parte superior da pele, em contraste com produtos quimicos organicos de protecao
solar que séo absorvidos nas camadas inferiores (derme e hipoderme) (MORSELLA
et al., 2016). As formulagbes de protecdo solar utilizadas no presente estudo, tém

como ingrediente ativo principal o dioxido de titanio.

3.4.2.2 Eusolex® T-2000

Eusolex® T-2000, é um protetor solar inorganico a base de TiO2 com a
superficie modificada com rutilo e formado por particulas de 10 a 15 nm, € um
composto anfifilico, ao qual é adicionado nas formulagdes cosméticas durante a fase

aquosa ou oleosa em concentragfes de 5%. Geralmente é utilizado como filtro UV-A



31

em produtos especialmente desenhados para criancas, bebés e pessoas com a pele
muito branca ou sensivel ao sol, mas também costuma ser adicionado em cosméticos
de cuidado diario da pele, cremes e base de maquiagem devido a alta transparéncia
(EMD, 2020; LISKOVA et al., 2020).

3.4.2.3 Eusolex® T-AVO

Eusolex® T-AVO é um ativo de protecédo solar inorganico composto por um
nacleo de TiO2 (80%) com modificagdo de rutilo recoberto de SiO2 (20%), com a
finalidade de evitar os efeitos secundarios fotocataliticos do nucleo (L. SLOMBERG et
al., 2020). E um produto anfifilico, o qual deve ser adicionado durante a fase aquosa
ou oleosa das formulagbes, com uma concentracao de 5%. Comumente, se usa para
elaboracdo de formulacdes para o cuidado da pele contra a radiagdo UV-A e UV-B,

sendo apto para uso em bebés e criancas (EMD, 2020).

Os produtos Eusolex® T sdo fabricados pelas empresas alemas Merck KGaA,
encarregada das analises, distribuicdo e desenvolvimento das aplicacbes; e
Sachtleben Chemie GmbH, especialista na fabricacdo de particulas de dioxido de
titnio microfino (EMD, 2020).

3.4.2.4 T-Lite™

T-Lite™ & um filtro UV-A e UV-B de amplo espectro baseado em dioxido de
titAnio microfino, o que segundo o fabricante, facilita a formulagdo com pigmentos.
Este, € um composto que apresenta um Otimo desempenho em termos de
dispersibilidade, compatibilidade e transparéncia, inclusive quando adicionado em
concentracdes maiores a 8%, porcentagem geralmente recomendada. E um ativo
anfipatico, pelo qual, deve ser adicionado durante a fase organica das formulacdes
(BASF, 2020).

Além de ser utilizado para prote¢do solar, € recomendado para produtos de
cuidado diario e cosméticos decorativos devido a excelente transparéncia e melhor
sensacao na pele quando aplicado. Ademais, por ndo ser um produto irritante, seu
nivel de toxicidade ser baixo e nenhuma atividade fotocatalitica, é recomendado para
aplicacdo em peles sensiveis e para cuidados infantis. Este protetor solar, é fabricado
pela empresa alemé BASF Aktiengesellschaft (BASF, 2020).
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3.5 Carreadores lipidicos nanoestruturados

Um carreador lipidico nanoestruturado (CLN), é um sistema coloidal formulado
a partir da mistura de lipidios solidos e liquidos, com o fim de resolver problemas de
instabilidade de dispersdes aquosas de nanoparticulas de lipidios puramente sélidos
(SLN), que na maioria dos casos, apresentavam fenémenos de solidificacdo e
posterior cristalizacdo do lipideo, provocando a expulsdo acelerada e total dos ativos
encapsulados, fato totalmente indesejado nas formulacdes de liberagdo sustentada
(GALEANO; HUERTAS, 2018).

A chegada dos CLN melhorou a capacidade de carga da molécula ativa,
evitando a expulsdo precoce do principio ativo e aumentando o tempo de eficiéncia
das formulac6es ao ter um tempo de liberacdo sustentada maior, além disso, os CLN
representam maior estabilidade no diametro médio das particulas, evitando
cristalizacdo ou formacéo de agregados. Cabe adicionar que a administracdo topica
dos CLN, melhora a dispersao das formulacdes, reduz a possivel existéncia de efeitos
secundéarios e tem um efeito oclusivo, o qual, faz que a formulacéo seja capaz de criar
um filme hidrofébico, o qual traz vantagens como a baixa absorcéo do produto na pele
e a resisténcia a agua, o que em geral leva a um aumento no tempo de acdo dos
ativos e reducéo dos riscos de toxicidade. (GALVAO, 2015; GORDILLO-GALEANO;
MORA-HUERTAS, 2018). Existem trés tipos de CLN que se descrevem na Tabela 1.

Tabela 1 - Nanoparticulas lipidicas solidas e tipos de carreadores lipidicos nanoestruturados.

(continua)
Nanoparticulas llustracéo .
o . Descrigao
lipidicas esquematica
) o a3 AT AN Estrutura de rede cristalina perfeita. Tem pouco
Nanoparticulas de ~ /+" s , . , )
o . 0 R ISP b espaco para a inclusdo do ativo dentro do nucleo
lipidios solidos . EE o _ _
T lipidico, o que interfere na carga do ativo e na
(SLN) B

pouca e instavel liberagdo do mesmo.
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Tabela 1 - Nanopatrticulas lipidicas solidas e tipos de carreadores lipidicos nanoestruturados.
(concluséo)

Nanoparticulas llustracéo
lipidicas esquemaética Descrigao

Tem um nucleo de cristal imperfeito no qual existe

maior espacgo para ocupacao do ativo, o que

CLN Tipo | contribui numa maior carga do principio e reduz a

instabilidade da particula, evitando a expulsao

precoce do composto.

E conhecido por néo ter estrutura devido aos

CLN Tipo Il lipidios sélidos néo se cristalizam e sim

adquirirem uma forma amorfa.

Modelo multiplo, também conhecido como modelo

O/F/W, onde os ativos com maior solubilidade em

CLN Tipo Iil lipidios liquidos, podem ser formulados, diluindo o
ativo e distribuindo-o uniformemente no nucleo

sélido. Pode ser preparado através do método de

separacao de fases.

Fonte: (SALVI; PAWAR, 2019)

4. METODOLOGIA

4.1 Preparacéo da formulacao de liberagéo sustentada

4.1.1 Carreadores Lipidicos Nanoestruturados

Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) foram preparados utilizando o
processo de emulséo e evaporacao de solvente (VITORINO et al., 2011). Inicialmente,
foi preparada sob agitacdo e temperatura ambiente (overnight), 30 ml de solucéo de

agua deionizada com 12,5 mg/mL de alcool polivinilico (PVA).
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Posteriormente, foi preparada a fase organica, onde 125 mg de tripalmitina e
100 mg de myritol, foram dissolvidos em 5 mL de cloroférmio; nesta mesma fase,
foram adicionados 500 mg de icaridina e 200 mg de geraniol, considerados como 0s
ativos de repeléncia do atual estudo. Em seguida, a fase aquosa foi submetida a
agitacao por Ultra-Turrax a 14000 rpm por nove minutos, e foram incorporados 10 mL

de alcool etilico junto com a fase organica.

A pré-emulsdo resultante foi levada ao evaporador rotativo para eliminar o
solvente organico, logo apos, o volume da emulséo final (10 mL) foi medido e corrigido,

guando necessario (Figura 2).

Figura 2. Esquema de preparo dos carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)
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125mg tripalmitina 259 PVA Agitagdo a 14.000 rpm /9 min Volume final obtido
100 mg myritol Adicionando na respectiva ordem 10 mL
200mg GRL +  30mL fase aquosa

500mg ICA « 10 mL etanol

S mL fase orgdnica

Fonte: Autoria propria

4.1.2 Adicéo de ativos de protecéo solar

Os ingredientes ativos que foram incorporados nas formulagdes como
absorvedores de UV tém como base o Diéxido de Titanio (TiOz), estes ativos foram o
EUSOLEX® T-AVO, EUSOLEX® T-2000 e T-Lite™. Estes ativos foram doados pelo
Dr. Jérdbme Labille, cientista pesquisador do Centro Nacional de Pesquisa Cientifica

da Franca.

Considerando as caracteristicas Unicas de cada composto e levando em conta
as sugestbes dos fabricantes, foram elaboradas cinco diferentes formulacbes
contendo filtro solar. Inicialmente, na primeira emulsado foram adicionadas 800 mg
(8%) de T-Lite™ durante a fase organica da elaboragdo do carreador lipidico

nanoestruturado.
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Por outra parte, o ativo EUSOLEX® T-AVO, foi considerado em duas diferentes
fases. Na primeira delas, foram adicionados 500 mg (5%) deste composto durante a
preparacao da pré-emulsdo, ou seja, durante a agitacdo da fase aquosa por Ultra-
Turrax. E na segunda, os 500 mg foram acrescentados a formulagdo sob agitacéo
apos o preparo final da formulacdo repelente, ou seja, apdés a evaporacdo dos
solventes organicos. Para a obtencéo das duas ultimas formulagdes, foram repetidos
os procedimentos anteriormente descritos, porém, com a inclusdo de EUSOLEX® T-
2000 como ingrediente ativo & mesma concentracao.

4.2 Caracterizacges fisico-quimicas das formulacfes

4.2.1 Distribuicdo de tamanho, polidispersao e potencial zeta

Foram realizadas medidas continuas do diametro hidrodindmico, indice de
polidispersao e do potencial zeta das nanoparticulas com e sem 0s repelentes e ou
os filtros UV. As medidas das amostras diluidas com agua ultrapura foram realizadas
no equipamento ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern), a um angulo de 90° e a 25 °C
(CEREDA et al., 2013; CLEMENTE et al., 2014).

Também foram efetuadas medidas de rastreamento de nanoparticulas para
determinar a concentracao e a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas contendo
os ativos (ANDERSON et al., 2013). Para tal andlise, as amostras foram diluidas e
analisadas em uma célula volumétrica do equipamento NanoSight LM10 (NTA),
empregando um laser com comprimento de onda de 532 nm (verde), camera CMOS
e software NanoSight (versdo 3.1).

4.2.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Amostras com 5 mg de massa das matérias-primas e das nanoparticulas,
pesadas em balancga analitica, foram analisadas utilizando o equipamento DSC Q20
TA Instruments®. Foram dispostas em cadinhos de aluminio selados com tampa e
como referéncia, foi utilizado um outro cadinho com tampa, porém vazio.
Termogramas obtidos em atmosfera de nitrogénio (50 mL/min), foram resultado de um
programa térmico que contemplou uma rampa de aquecimento de 0 a 180 °C, com
uma taxa de 10 °C por minuto (OLIVEIRA, 2015).
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4.2.4 Microscopia de forca atdbmica (MFA)

A morfologia das superficies das nanoparticulas foi determinada por meio de
Microscopia de Forca Atdmica (MFA). As suspensdes de nanoparticulas previamente
diluidas (1:20000), foram depositadas sobre placas de silicio previamente preparadas
com remocao de diéxido de silicio para facilitar a interacdo/adesado da amostra nas
placas. As analises foram realizadas em microscoépio (BTO2217, Nanosurf) em modo
contato intermitente. Se utilizou cantilever comercial TapAL-G (Budgetsensors) e uma
taxa de varredura de 90 Hz. As imagens foram analisadas no software Gwyddion
(GRILLO et al., 2012).

4.3 Preparo e caracterizagdo dos hidrogéis

4.3.1 Preparo dos hidrogéis

Para a preparacdo dos hidrogéis foi levado em conta o método de
Subrahmanyam (2012), onde a formulacédo destes teve uma variacdo de 1,5% a 2%
m/v de hidroxiproprilmetilcelulose (HPMC), junto com 0,5% m/v de hidroxietilcelulose
(HEC). As solucgdes foram preparadas sob agitacdo mecanica durante 20 minutos a
10.000 rpm, até que a homogeneizacdo entre o polimero e a solucdo de

nanoparticulas estivesse completa (Figura 3).

Figura 3. Esquema de preparo dos hidrogéis.
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Fonte: Autoria propria.
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4.4 Ensaio de liberacao

Para observar o grau de liberacdo dos ativos encapsulados nas nanoparticulas
de CLN, foi montado um aparato para o ensaio de liberacdo e estufa a 32,5 °C, no
qual o meio aceptor era composto por um béquer contendo 100 mL de co-eluente
(PVA 3%) sob leve agitacdo. O meio doador foi composto por um dispositivo suspenso
contendo uma membrana artificial de celulose regenerada, com poros MWCO 12000-

14000 Da, separando os meios doador e aceptor.

No compartimento superior da membrana (doador), foram dispostos 1 mL de
emulsao liquida da formulacao a ser analisada. Aliquotas de 1 ml do co-eluente foram
coletadas em periodos de 15 minutos durante a primeiras duas horas, a cada 30
minutos durante as seguintes duas horas e a cada hora nas horas 5 e 6. Deve-se levar
em consideracdo que cada vez que uma aliquota era coletada, a0 mesmo tempo era

substituida por mais 1 mL de co-eluente.

As aliquotas foram dispostas em vials para posteriormente serem analisadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), através do equipamento Ultimate
3000 — Thermo Fisher Scientific.

O teste foi feito com as formulacbes em um Unico estado (emulsédo), em
triplicata com o fim de obter maior veracidade nos dados coletados e com leitura para
um anico ativo (icaridina). Através da area da curva do composto, foi possivel obter a
concentracéo do ativo e consequentemente a porcentagem de liberagdo do mesmo.
Para a deteccao de icaridina, foi utilizado 35% de agua destilada e 65% de metanol
como fase movel, e, para a fase estacionaria, foi utilizada a coluna Phenomenex,
Gemini 5 um Cais, 150 x 4,60 mm (Figura 4).
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Figura 4. Esquema do ensaio de liberacao.
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Fonte: Autoria propria.

4.5 Eficiéncia de protecéao solar

4.5.1 Degradacéo de Azul de Metileno

Para determinar a capacidade de protecéo contra a radiacdo UV dos principios
ativos que compdem os protetores solares escolhidos, foi adaptada a metodologia
proposta por Frizzo et al., (2016), onde se dissolveram 0,04 mg do ativo de TiO2 em

100 mL de solucéo de azul de metileno (20 mg/L) em agua ultrapura.

As suspensdes foram agitadas durante meia hora a fim de assegurar o
equilibrio de adsorcado entre os soélidos e o liquido. Apés a agitacdo, aliquotas de 6
cm? foram transferidas para placas de Petri de 6 cm de diametro, as quais foram
irradiadas sem tampa a uma distancia aproximada de 20 cm. A irradiacao foi feita
utilizando uma lampada USHIO G15T8E — 15 W de 450 mm com espectro de emissao
no UV-B (306 nm), e, uma lampada PHILIPS 15 W de 450 mm com espectro de
emissdo no UV-A, obtendo uma radiacéo sobre as placas de 13,2 W/m?. Foi feito um
controle com azul de metileno sem o ativo do filtro sob irradiacéo UV, e outro controle

de azul de metileno com ativo sem irradiacao UV.

Aliquotas de 3 mL foram coletadas no minuto O, 5, 10, 15, 30, 60 e 90, para
posteriormente serem analisadas usando espectrofotdmetro Varian Cary® 50 UV-Vis

de feixe Unico, com o objetivo de medir a variagdo na concentracdo de azul de
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metileno em cada amostra, as leituras foram feitas em comprimento de onda de 664
nm utilizando cubeta de vidro. As flutuagdes nos niveis de absorbancia ao longo do
tempo foram relacionadas com a capacidade de prote¢céo dessa amostra em particular
frente & irradiacdo UV (RAMPAUL; PARKIN; CRAMER, 2007) (Figura 5).

Figura 5. Esquema de degradacao de azul de metileno. Adaptacdo da metodologia de Frizzo (2016)
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Fonte: Autoria propria

4.5.2 Degradacao de icaridina

Levando em conta a metodologia proposta por Strbac et al., (2018) e
adaptando-a, foram preparados 100 mL de solucéo de Icaridina (C12H23NO3) no limite
de concentracao de solubilidade do ativo (8,2 g/L), em agua ultrapura. Posteriormente,
foi dissolvido o ativo de protecdo solar EUSOLEX® T-AVO, na mesma concentracdo
(5%) utilizada para o preparo das formulagdes de CLN. A solucéo foi agitada durante
1 hora em agitador magnético, com o fim de garantir o equilibrio de adsor¢éo entre os
componentes, este processo foi realizado em um beaker embrulhado em papel
aluminio e em ambiente com pouca ou nula presenca de luz para evitar qualquer

degradacéo previa dos ativos.

Posteriormente, a solugdo foi distribuida em placas de Petri (10 mL em cada
uma), as quais foram irradiadas utilizando uma lampada USHIO G15T8E — 15 W de
450 mm com espectro de emissao no UV-B (306 nm), e, uma lampada PHILIPS 15 W
de 450 mm com espectro de emissédo no UV-A. Aliquotas de 4 mL foram coletadas na

hora 2, 4, 6, 8 e 24. As placas estiveram sob agitacdo magnética o tempo todo.

As aliquotas coletadas foram centrifugadas em microtubos tipo Eppendorf com
filtro a 13000 rpm durante 15 minutos, posteriormente, os sobrenadantes foram

analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com metodologia para



40

deteccao de icaridina descrita no item 4.4. As alteracdes nos niveis de concentracéo
de icaridina ao longo do tempo foram relacionadas com a capacidade de protecdo da

amostra frente a irradiacdo UV (Figura 6).

Figura 6. Esquema de degradacéo de icaridina. Adaptacdo da metodologia de Strbac et al., (2018).
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Fonte: Autoria propria

4.6 Forma de analise dos resultados — método estatistico

Os dados coletados em triplicata foram representados como médias + desvio
padrdo. Os softwares utilizados para representar os dados em graficos foram
GraphPad Prism 8 e OriginPro 2018.

Para determinar se existiam diferencas significativas nas diversas analises, foi
utilizado o software estatistico Statgraphics Centurion (v. XVIl), no qual os dados
foram submetidos a uma analise de variancia simples (ANOVA) e de acordo ao tipo
de grupo de dados (normal ou ndo normal), se escolheu uma prova ndo paramétrica
(Kruskal-Wallis) ou uma prova paramétrica (Teste de Fisher), ambas a p<0,05 com
um nivel de confianca de 95%. Com o intuito de conhecer a distribui¢do dos dados se
aplicou a prova de Shapiro-Wilks a p>0,05 (MONTGOMERY, 2017).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizag@es fisico-quimicas das formulacdes

5.1.1 Distribuicdo de tamanho, polidispersao e potencial zeta

5.1.1.1 Tamanho das nanoparticulas

Os resultados das andlises realizadas através da técnica de espectroscopia de
correlacdo de fétons para tamanho das nanoparticulas séo apresentados na Tabela
2. Podemos observar que a nanoparticula com maior diametro médio corresponde a
formulacdo na qual o ativo de protecdo solar T-LITE™ esteve presente, tendo um
didmetro médio de 550 + 138 nm. Por outra parte, a nanoparticula com menor
didmetro médio, sem levar em conta a nanoparticula de CLN sem adicao de ativo de
filtro UV (257 + 5 nm), corresponde a formulacdo na qual o ativo EUSOLEX® T-AVO
foi adicionado uma vez a emulsdo de CLN esteve pronta, com uma média no diametro
de 327 £ 87 nm.

Segundo Montgomery (2017), quanto menor seja o coeficiente de variacao
(CV), maior serd a homogeneidade dos valores da variavel, representando uma fraca
dispersao entre os dados quando o CV é < 15%, moderada dispersao quando 15% <
CV < 30%, e, uma forte dispersao quando CV > 30%. Desta forma podemos dizer
que, de acordo a Tabela 2, os dados que representam as formulacdes de CLN sem
adicdo de ativo de protetor solar e o CLN com adicdo de EUSOLEX® T-2000 durante
a fase aquosa, tém uma fraca dispersao (1,9% e 13,7% respetivamente). A
nanoparticula de CLN com agregacdo de EUSOLEX® T-2000 apds a obtencdo da
emulsado final, representa a maior dispersdo nos dados, com um CV de 65,7%. A
diferenca para essas formulacdes também fica evidente na alteracdo no perfil de

distribuicdo de tamanho em fung¢éo do tempo (Figura 8-B).

Entre as provas estatisticas de correlacdo de dados enquanto a comparacao
do tamanho das nanoparticulas durante o passar do tempo, a prova de Analise de
Variancia (ANOVA), indicou que nao existem diferencgas significativas entre os dados
(p>0,05). Devido a que os dados nao seguiam uma distribuicdo normal, foi aplicada a
prova de Kruskal-Wallis onde se confirmou que nao existe diferenca significativa entre

as medianas de cada grupo com um nivel de 95% de confianca.
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Apesar de ter passado cerca de dois meses apos a primeira medicdo de dados
e de se evidenciar tanto na Tabela 2, quanto nas Figura 7 e 8 que aos 60 dias houve
um aumento notoério na média geral do didametro médio das nanoparticulas (de 351
nm para 417 nm), as analises estatisticas demonstraram que ndo existe diferenca
significativa entre os tamanhos no decorrer dos dias. Da mesma forma Wissing e
Muller (2001), demonstraram que o tamanho de CLNs com incorporacdo de
ingrediente ativo de protecao solar (Acetato de Tocoferol — Cs1Hs203), obtiveram um
didmetro médio de 200 nm, valor que permaneceu sem variacdes e sem diferencas

significativas entre os dados durante mais de um ano.

Por outra parte, quando as analises foram feitas para comparar o diametro
médio entre os diferentes tipos de formulacdes, a prova ANOVA mostrou que tém
diferencas significativas (p < 0,05). Assim, devido a que os dados ndo seguiam uma
distribuicdo normal, foi aplicada a prova de Kruskal-Wallis onde se confirmou que
existem diferencas significativas entre as medianas de cada grupo com um nivel de

95% de confianga.

Segundo Kamel e Mostafa, (2015), as divergéncias observadas no tamanho
das particulas, pode ser atribuida a diferenca na estrutura quimica dos ingredientes
ativos, os quais podem chegar a formar agregados gracas a possivel viscosidade dos
lipideos utilizados nos CLN. Desta forma, eles obtiveram nanoparticulas de CLN com
adicao de flavonoide antioxidante rutosideo, com diametros médios entre 200 nm e
400 nm, medidas que se relacionam com este estudo, onde o diametro médio das
nanoparticulas oscilou entre os 253 nm e 0os 365 nm, a excecédo da formulacéo de T-
LITE™.

Ademais, na Figura 7 se pode apreciar que o didmetro médio das
nanoparticulas com adicdo de qualquer tipo de ativo de protecdo solar (com base de
TiOz), é distintivamente maior ao da formulagdo sem adi¢do destes ativos. Abdel-
Salam et al. (2017), conseguiu demonstrar que a adi¢éo de dioxido de titanio (5%) em
formulagdes de CLNs carregados com valerato de diflucortolona (DFV), fez aumentar
significativamente (p < 0,05) o tamanho das particulas nas diferentes formulages, o
que é devido as possiveis aglomeracdes de TiO2 que podem ter sido geradas durante
0 processamento da formulacao e transcurso do tempo de armazenamento. Na Figura
7 se evidencia um aumento consideravel no diametro médio das nanoparticulas da

formulacdo na qual o ativo EUSOLEX® T-2000, foi adicionado na emulséo final de
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CLN, o que evidencia uma grande geracdo de agregados neste produto, quando
comparado com o0s outros, onde os dados de diametro sdo mais estaveis com o0

decorrer do tempo.

Os dados de diametro médio das particulas respeito ao decorrer dos dias em
relacdo a intensidade, sdo apresentados na Figura 8.
Figura 7. Diametro médio (nm) das formulag6es ao longo do tempo (0, 7, 15, 30 e 60 dias). Os valores

foram expressos em média e desvio padrao (n=3) para 6 emulsées de CLN carregados com 5%
icaridina (ICA), 2% geraniol (GRL) e diversos tipos de ativo de filtro UV.
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Figura 8. Variacdo da distribuicdo de didmetro médio com respeito a intensidade das diferentes
formulagc6es com o decorrer dos dias. A) Formulacdo de CLN sem adicdo de ativo de protecao solar.
B) EUSOLEX® T-2000 adicionado quando o CLN esteve pronto. C) EUSOLEX® T-AVO adicionado
quando o CLN esteve pronto. D) EUSOLEX® T-2000 adicionado durante a fase aquosa. E) EUSOLEX®
T-AVO adicionado durante a fase aquosa. F) T-LITE™ adicionado durante a fase organica.
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Tabela 2 - Média dos diametros médios (nm) e desvio padrao (n=3). Analise de coeficiente de
variacao (CV).

Média dos didmetros médios (nm) + Desvio Padrédo | Média CVv

Formulagéo i i i i i
O dias 7 dias | 15dias | 30dias | 60dias DP (%)

CLN sem adicéo de
251+6 252+2 259+2 261+2 261+2 257%5 1,9

ativo UV
EUSOLEX T-2000 313+ 788 + 365 +
260 + 43 229+1 232%4 65,7
+ CLN Pronto 85 504 239

EUSOLEX T-AVO

476 £ 8 281+2 274+3 3344 271+3 327+87 26,6
+ CLN Pronto

EUSOLEX T-2000

Fase Aquosa

389+6 345+5 338+4 333+6 262+4 334+46 13,7

EUSOLEX T-AVO

Fase Aquosa

405+ 4 308+9 341+8 337+6 253+4 329+%55 16,8

T-LITE Fase 527 646 + 588 * 668 * 551 +
) 324+8 25,1
Orgénica 64 65 46 103 138
Média + Desvio 324 + 349 361 + 417 +
351 + 88
Padréo (DP) 108 152 115 244

Coeficiente de
Variagéo (CV) (%)

251 33,3 43,7 31,8 58,5

Fonte: Autoria propria

5.1.1.2 Polidispersao

Os resultados de polidispersdo nas nanoparticulas das diferentes formulaces
sdo apresentados na Tabela 3, na qual pode se observar que o maior dado,
corresponde a formulac&o na qual o ativo EUSOLEX® T-2000 foi adicionado uma vez
a emulsdo de CLN esteve pronta, com uma média do indice de polidispersao de 0,32
+ 0,3. Porém, o menor indice de polidispersao pertence a nanoparticula com adi¢cao
de ativo EUSOLEX® T-AVO na mesma fase (0,15 + 0,08). Isto sem levar em

consideracéo a nanoparticula de CLN sem adi¢&o de ativo de filtro UV (0,06 + 0,02).
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De acordo ao calculo de CV nenhuma formulacédo apresenta fraca disperséo
entre os dados e a excecdo das formulacdes nas quais os ingredientes ativos
EUSOLEX® foram aderidos durante a fase aquosa, todas indicam uma forte disperséo
nos dados de indice de polidisperséo (CV > 30%) (MONTGOMERY, 2017).

Nas provas estatisticas dos dados de polidispersédo das nanoparticulas durante
o decorrer dos dias, a prova de andlise de variancia indicou que ndo ha diferencas
significativas. Sendo que, os dados nao seguiam uma distribuicdo normal, foi aplicada
a prova de Kruskal-Wallis onde se confirmou que néo existe diferenca significativa

entre as medianas de cada grupo com um nivel de 95% de confianca.

Conforme Souza et al. (2012), variagbes nos valores de PDI em funcdo do
tempo indicam formacé&o de popula¢des de particulas com didmetros que nao existiam
inicialmente, podendo ser decorrente de agregacdo, quebra ou degradacdo de
particulas. Como no presente estudo ndo se apresentam diferencas significativas na
média dos indices de polidispersdo, podemos afirmar que em geral o tempo néo foi

um fator que influiu na formacao de agregados nas formulacdes avaliadas.

No entanto, quando as andlises estatisticas se efetuaram para comparar o
indice de polidispersdo entre os diversos tipos de formulacdes, a prova ANOVA
apontou que existem diferencas significativas entre os dados. A causa de que 0s
dados seguiam uma distribuicdo normal, foi aplicada a prova de Fisher, onde se
confirmou que existem diferencas significativas entre as medias de cada grupo com

um nivel de 95% de confianca.

No estudo efetuado por Abdel-Salam et al. (2017), as formulagdes de CLN sem
TiO2 mostraram um valor estreito de PDI, no entanto, as nanoparticulas com adicao
de TiO2 mostraram valores de PDI mais amplos, devido a agregacédo de particulas
deste ultimo composto. Fato que pode ser evidenciado na Figura 9, onde a formulacao
de CLN sem agregacao de ingrediente de protecédo solar, tem menores indices de
polidispersdo em comparacdo ao resto de nanoparticulas que tém TiO2 nas suas

composicoes.
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Figura 9. indice de polidisperséo das formulac¢des ao longo do tempo (0, 7, 15, 30 e 60 dias). Os valores
foram expressos em média e desvio padrdo (n=3) para 6 emulsGes de CLN carregados com 5%
icaridina (ICA), 2% geraniol (GRL) e diversos tipos de ativo de filtro UV.
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Vale a pena mencionar que, tal e como afirma Moraes (2009), valores altos de
indice de polidispersdo indicam heterogeneidade do diametro das particulas em
suspensao. Pelo qual, sem levar em conta a formulagdo sem filtro UV, de acordo ao
indice de Polidisperséo, as formulacées elaboradas com o ativo EUSOLEX® T-AVO,
apresentaram dados que indicam uma estreita faixa de diametros (PDI<0,2), o qual,
demonstra a criacao de sistemas monodispersos por parte deste produto, é dizer, com
homogeneidade na distribuicdo dos tamanhos das nanoparticulas (NEMEN; LEMOS-
SENNA, 2011). Neste caso, também é valido resgatar a formulacdo de EUSOLEX® T-
2000 (PDI 0,15 + 0,04) adicionado durante a fase aguosa, embora que quando foi
subministrado a emulséao final de CLN, tenha gerado o sistema mais heterogéneo das

particulas analisadas (PDI 0,33 + 0,3).
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Tabela 3 - Média dos indices de polidisperséo e desvio padrao (n=3). Analise de coeficiente de

variacao (CV).

Média do indice de polidispersé&o (nm) + Desvio

. Média + CVv
Formulacéao Padréo
. . . . . DP (%)
O dias 7 dias | 15dias | 30dias | 60dias
CLN sem adi¢éo de 0,07 £ 0,07 £ 0,07 = 0,03 = 0,04 + 0,06 + 35 8
ativo UV 0,01 0,03 0,02 0,02 0,03 0,02 '
EUSOLEX T-2000 + 0,24 £ 0,09 £ 0,08 = 0,41 + 0,81 % 0,33+ 923
CLN Pronto 0,24 0,02 0,02 0,25 0,21 0,3 '
EUSOLEX T-AVO + 0,28 + 0,11 + 0,07 = 0,19+ 0,11 + 0,15+ 547
CLN Pronto 0,07 0,04 0,02 0,01 0,02 0,08 '
EUSOLEX T-2000 0,17 £ 0,19+ 0,17 0,15+ 0,08 = 0,15+ 978
Fase Aquosa 0,04 0,04 0,02 0,05 0,05 0,04 '
EUSOLEX T-AVO 0,22 £ 0,14 + 0,2+ 0,16 £ 0,11+ 0,17 261
Fase Aquosa 0,04 0,01 0,03 0,03 0,02 0,04 '
. 0,13+ 0,26 £ 0,24 0,53 0,19+ 0,27 £
T-LITE Fase Orgéanica 56,8
0,03 0,03 0,01 0,1 0,02 0,15
Média + Desvio 0,19+ 0,14 + 0,14 + 0,25 0,22 +
Padrédo (DP) 0,08 0,07 0,08 0,19 0,29
Coeficiente de
42,8 49,5 53,7 76,1 129,4

Variagédo (CV) (%)

Fonte: Autoria propria
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5.1.1.3 Potencial Zeta

De acordo a Tabela 4, os dados coletados para Potencial Zeta (PZ) das
formulagfes sendo estudadas na presente pesquisa, mostraram que as particulas dos
compostos conformados com o produto EUSOLEX® T-AVO, apresentaram 0s maiores
niveis de potencial zeta em mV (-23,9 + 3,7 mV quando acrescentado no CLN Pronto
e -23,2 £ 3,8 mV quando adicionado durante a fase aquosa). No entanto, a particula
formulada com T-LITE™ representa o menor PZ (-5 + 3,5 mV), inclusive menor ao do
CLN puro (-14,6 £ 4,6 mV).

Vale resgatar que as nanoparticulas com T-LITE™, além de apresentar o
menor valor na média de potencial zeta, representaram também o maior CV (69,28%),
insinuando uma alta dispersdo nos dados obtidos para esta formulacdo. Nenhuma
formulacéo obteve um CV < 15%, por isto, pode se deduzir que os dados coletados
para potencial zeta em todas as nanoparticulas, tém moderada ou alta dispersdo entre
eles (MONTGOMERY, 2017).

Quando se aplicaram as provas estatisticas dos dados coletados de potencial
zeta das nanoparticulas durante o avanco dos dias, a prova de Analise de Variancia
assinalou que nao existem diferencas significativas. Assim, devido a que os dados
seguiam uma distribuicdo normal, se decidiu aplicar a prova de Fisher onde se
confirmou que néo existe diferenca significativa entre as medias de cada grupo com

um nivel de 95% de confianca.

O anteriormente mencionado quer dizer que ndo existiu uma mudanca
significativa nos dados médios de potencial zeta das amostras apds dois meses com
respeito a medicdo feita no dia 0. Isto também foi evidenciado por Song et al. (2016),
gue concluiu que os dados de potencial zeta de CLN carregadas com furbiprofeno
apos de 90 dias sendo armazenados a temperatura ambiente (25°C), ndo tiveram
diferencas significativas neste parametro com respeito ao dia no qual foram

formuladas.

Por outro lado, as andlises estatisticas efetuadas comparando o potencial zeta
entre os diversos tipos de formulacbes, a prova ANOVA indicou que existem
diferencas significativas. A causa de que os dados seguiam uma distribuicdo normal,
foi aplicada a prova de Fisher, onde se confirmou que sim existe diferenga significativa

entre as medias de cada grupo com um nivel de 95% de confianca.
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A diferenca entre os dados médios de potencial zeta para cada formulacao,
evidenciados na Figura 10, tal e como manifestam Gorner et al. (1999), pode variar
devido a concentragdo do ativo, em este caso, a formulacdo com T-LITE™, tem
valores mais proximos ao zero ja que a concentracdo do produto era de 8% com
respeito aos outros compostos, onde a concentracdo era de 5%. Vale a pena destacar
que o perfil de valores negativos para PZ é devido ao tipo de tensoativo utilizado,
neste caso o polivinil &lcool — PVA, que é um polimero com propriedades tensoativas.
Neste caso o mecanismo de estabilizagdo ocorre através de impedimento estérico e
nao por eletrostatica, portanto, € comum os valores de PZ apresentarem-se numa
faixa negativa (RAWAT et al., 2015).

Cabe resgatar que o potencial zeta reflete a carga na superficie das
nanoparticulas, parametro que pode ser influenciado pela composicéo da formulacao
e 0 meio dispersante (SCHAFFAZICK et al., 2003). Isto pode ter influenciado na
diferenca de dados obtidos para este parametro, posto que cada molécula de protecdo
solar tem uma composicao diferente apesar de compartilhar o mesmo ativo base
(TiO2).

Nafee, Makled e Boraie (2018), encontraram que em CLNs formulados com
polimero com propriedades tensoativos PVA, os valores de Potencial Zeta oscilavam
entre =12 + 1,8 mV e -27,7 £+ 1 mV e determinaram que um potencial zeta mais
negativo neste tipo de nanoparticulas (aproximadamente -20 mV), pode ser indicio da
obtencao de sistemas coloidais mais estaveis. No presente estudo, as nanoparticulas
das emulsdes com adicdo de EUSOLEX® T-AVO apresentaram potenciais zeta de -
23,2 + 3,8 mV para quando adicionado na fase aquosa, e de -23,9 + 3,7 mV para
guando misturado com a emulsdo de CLN pronta. Por isto, levando em conta o
anteriormente mencionado, vale a pena ressaltar a possivel maior estabilidade destas

duas formulagoes.
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Figura 10. Potencial zeta (mV) das formulag®es ao longo do tempo (0, 7, 15, 30 e 60 dias). Os valores
foram expressos em média e desvio padrao (n=3) para 6 emulsdes de CLN carregados com 5%

icaridina (ICA), 2% geraniol (GRL) e diversos tipos de ativo de filtro UV.
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Tabela 4 - Média do Potencial Zeta (mV) e desvio padrao (n=3). Andlise de coeficiente de variagédo
(CV).

Potencial zeta (mV) £ DP
Formulacéo 0 7 15 30 60
dias dias dias dias dias

Média Coeficiente de
+ DP Variacéao (%)

CLN sem adicéo de -10,2 -16,8 -105 -143 -21,2 -146+% 315
ativo de filtro solar +18 +78 07 04 +1 4.6 '
EUSOLEX T-2000 + -11,1 -7,8+ -8 -11,8 -7,2+ 91+ 229
CLN Pronto +0,4 0,9 0,4 +0,4 1,8 2,1 ’
EUSOLEX T-AVO + CLN  -23,7 -24,3 -18,1 -25,2 -28,4 -23,9 156
Pronto +0,4 +0,5 +0,5 +0,2 +0,6 3,7 ’
EUSOLEX T-2000
- + - + - - -14 + - +
adicionado durante a 97+ -39 13,9 12,2 14+ 10,8+ 39,1

0,1 0,3 +04 0,8 1 4,2
Fase Aquosa

adIiEéJijr?aLdixdE-g\rftoe a -23,2  -172 -271 -22;7 -25,6 -231% 16.3
+06 +£03 +02 +02 07 3,8 '
Fase Aquosa

ani 05 o1 02 01 02 3,5 ’
Organica

Média + Desvio Padréao -14,6 -12 -13,2 -15,2 -17,2
(DP) +6,9 8.8 +8,9 +75 +93

Coeficiente de Variacéo

468 731 669 495 539
(%)

Fonte: Autoria propria



53

5.1.1.4 Rastreamento de particulas por NTA

O diametro médio das particulas também foi submetido a Analise de
Rastreamento de Nanoparticulas ou NTA pelas suas siglas em inglés. Os resultados
deste método sdo apresentados na Figura 11 e na Tabela 5, na qual pode se observar
que o maior dado, corresponde a formulacdo na qual o ativo EUSOLEX® T-AVO foi
adicionado durante a fase aquosa, com uma média no diametro médio de 229 + 10
nm. Por outra parte, a nanoparticula com adicdo de ativo EUSOLEX® T-2000 quando
a CLN esteve pronta, obteve o menor didametro médio (195 + 4).

De acordo ao calculo de CV, todas as formulacdes apresentaram uma fraca
disperséo entre os dados (CV < 15%), o que ao mesmo tempo representa uma alta
homogeneidade dos valores dentro desta varidvel (MONTGOMERY, 2017).

Conforme as provas estatisticas dos dados de diametro médio das
nanoparticulas durante o decorrer dos dias, a prova ANOVA evidenciou que nao
existem diferencas significativas (p>0,05). Sendo que, os dados ndo seguiam uma
distribuicdo normal, foi aplicada a prova de Kruskal-Wallis onde se confirmou que nao
existe diferenca significativa entre as medianas de cada grupo com um nivel de 95%

de confianga.

Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por DLS, onde também néo
foram evidenciadas diferencas significativas. Da mesma forma, Cola e colaboradores
(2016), demonstraram que CLNs de particulas de ivermectina e metopreno,
destinados a combater e controlar efeitos de endo e ectoparasitas em animais,
mantinham os valores de diametro médio obtidos por NTA constantes por um periodo
de 120 dias.

No entanto, quando as analises estatisticas se efetuaram para comparar o
didmetro médio entre os diversos tipos de formulacdes, a prova ANOVA mostrou que
ha diferencas significativas entre os dados (p<0,05). A causa de que os dados nao
seguiam uma distribuicdo normal, foi aplicada a prova de Kruskal-Wallis, onde se
confirmou que existem diferencas significativas entre as medianas de cada grupo com
um nivel de 95% de confianca. Resultados que coincidem com os obtidos por

espalhamento dindmico de luz na subsec¢éo 5.1.1.
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Figura 11. Dados de diametro médio (nm) das formulagdes ao longo do tempo (0, 7, 15, 30 e 60 dias)
obtidos por DLS. Os valores foram expressos em média e desvio padrao (n=3) para 6 emulsdes de
CLN carregados com 5% icaridina (ICA), 2% geraniol (GRL) e diversos tipos de ativo de filtro UV.
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Por outra parte, também foi avaliada a distribuicdo de tamanho tanto em relacao
a concentracdo de nanoparticulas (particulas/mL) através do NTA quanto a
intensidade (%) por DLS. O rastreamento das particulas das diferentes formulagbes é
apresentado na Figura 12. No geral, as distribuicdes do diametro médio de todas as
formulagbes, apresentaram tendéncias similares, a exce¢do da conformada por T-

LITE™, a qual evidenciou uma maior dispersédo nos dados (Figura 12F).
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Tabela 5 - Diametro médio e desvio padrao (n=3) obtidos por NTA. Andlise de coeficiente de variacao

(CV).

Formulacéo

Didmetro médio (nm) £ DP

7 15 30 60

Média Coeficiente de

. . A 1o
0 dias dias | dias | dias | dias +DP Variagao (%)
CLN sem adicéo de 190+ 203+ 212+ 213+ 214+ 206+ 5
ativo de filtro solar 47 52 50 55 50 10
EUSOLEX T-2000 + CLN 192+ 194+ 199+ 189+ 198+ 195 + 4 22
Pronto 48 40 41 43 47
EUSOLEXT-AVO +CLN 258+ 218+ 211+ 215+ 218+ 224+ 85
Pronto 96 52 54 52 50 19 '
a dIiEéJifr?all_ dix dTu-rza%(E a 239+ 221+ 199+ 210+ 208+ 215% 7
70 51 51 55 64 15
Fase Aquosa
a dIiEéJic?r?aLdlf)x dT,I-I::I\r{tOe a 231+ 234+ 231+ 238+ 212+ 229% 44
55 59 59 69 57 10 '
Fase Aquosa
T':HE::S';'EZ?SO 197+ 202+ 207+ 211+ 229+ 209t e g
47 49 54 46 70 12 '

Organica

Média + Desvio Padréao
(DP)

Coeficiente de Variacéo
(%)

218+ 212+ 210+ 213+ 213 %
29 15 12 16 10

13,1 7 5,6 7,3 4,8

Fonte: Autoria propria
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Figura 12. Distribuicdo do didmetro médio das nanoparticulas das formulacdes de CLN com e sem
adicdo de ativo de protetor solar, em relacéo a concentracdo (NTA) e a intensidade (DLS). Os valores
correspondem a média (n=3). A) Formulacdo de CLN sem adicdo de ativo de protegdo solar. B)
EUSOLEX® T-2000 adicionado quando o CLN esteve pronto. C) EUSOLEX® T-AVO adicionado
quando o CLN esteve pronto. D) EUSOLEX® T-2000 adicionado durante a fase aquosa. E) EUSOLEX®
T-AVO adicionado durante a fase aquosa. F) T-LITE™ adicionado durante a fase organica.
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5.1.2 Escolha de formulacdo mais estavel

De acordo a bibliografia, nanoparticulas com valores de diametro médio sem
variacdes no decorrer do tempo, é dizer sem formacdo de agregados (KAMEL;
MOSTAFA, 2015); indices de polidispersdo menores a 0,2 (MORAES, 2009); e,
valores de potencial zeta de aproximadamente -20 mV (NAFEE; MAKLED; BORAIE,
2018); representam sistemas monodispersos, mais homogéneos e com maior
estabilidade, o que de acordo a Tefas et al. (2015), se reflete em protecao dos ativos
encapsulados, baixa degradacdo enzimatica das particulas, aumento no tempo de
funcionalidade do ativo, entre outras caracteristicas que sdo desejadas dentro destes

sistemas.

Tendo em consideracdo o anterior e devido aos resultados obtidos nos
procedimentos do item 5.1.1, as emulsdes formuladas com o ativo de protecéo solar
EUSOLEX® T-AVO, foram escolhidas como os sistemas mais promissores para a
obtencédo de uma formulacéo final de dupla funcionalidade com alta estabilidade. E
por isto que unicamente as formulagdes com este ativo, foram alvo de estudo nas

seguintes etapas desta pesquisa.

5.1.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Os resultados de DSC sao apresentados na Figura 13, onde se representa o
fluxo de calor (W/g) em funcdo da temperatura (°C). Foram analisadas amostras de
tripalmitina a granel (Fig.8-A), do ativo de protecéo solar (EUSOLEX T-AVO) (Fig.8-
B), da CLN sem presenca do ativo UV (Fig.8-C) e das CLN contendo o ativo de
protecdo solar, adicionado apés a formulacéo final e adicionado na fase aquosa,
respectivamente (Fig.8-D e Fig.8-E).

Na Figura 13-A, pode se observar um pico endotérmico em 68 °C, que segundo
Awad e colaboradores (2009), corresponde ao ponto de fusdo da forma [ da
tripalmitina. Este pico pode ser observado nas Figuras 13-C, D e E com uma baixa
deslocacdo com respeito a tripalmitina a granel, apresentando para a formulacdo de
CLN um valor de 61 °C, e para as formulacbes contendo a presenca do ativo de
protecao solar, valores de 59 °C.

A diminui¢cdo no ponto de fusdo pode ser atribuida ao efeito Kelvin, que afirma
gque a presenca de tensoativos, diminui a tenséo interfacial e a energia livre superficial

entre as moléculas dos lipideos solidos e a solugcdo do tensoativo, o que leva ao
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aumento da area de superficie especifica e a reducdo do tamanho da particula, o que
conseguentemente minimiza a quantidade de energia requerida para o rompimento,
decomposicdo da matriz lipidica cristalina. Cabe mencionar que altera¢cdes no ponto
de fuséo, sao correlacionadas com mudancas na estrutura da ordem cristalina dos
lipideos sélidos, o que pode ser atribuido ao encapsulamento dos ativos dentro das
CLN (ALI et al., 2010).

E de destacar que segundo Ali e colaboradores (2010), os lipideos s&o
considerados como bons candidatos para formulacédo de CLN, ao apresentar pontos
de fusao superiores a 37 °C, isto devido a que esta propriedade € considerada como
essencial para manter a integridade dos ativos durante o armazenamento ou enquanto

se efetua a acao da formulagdo no organismo.

Figura 13. Termogramas de Calorimetria Diferencial Exploratéria para: A) Tripalmitina; B) EUSOLEX
T-AVO; C) CLN sem ativo de protecdo solar; D) CLN com adi¢cdo de EUSOLEX T-AVO na emulsao
final; E) CLN com adicdo de EUSOLEX T-AVO durante a fase aquosa.
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Fonte: Autoria propria

5.1.4 Microscopia de forca atdbmica (MFA)

As imagens coletadas para reconhecimento morfolégico e das nanocapsulas
das CLNs com e sem adicéo do ativo EUSLEX® T-AVO, nas duas diferentes fases,
bem como para a avaliacdo da distribuicdo de tamanho dessas particulas, sao

apresentadas nas Figuras 14 e 15.

Figura 14. Imagens de microscopia de forga atdmica das nanoparticulas de CLNs: A) CLN; B) CLN
com adicdo de EUSOLEX® T-AVO no final da emuls&o; C) CLN com adicdo de EUSOLEX® T-AVO
durante a fase aquosa.

Fonte: Autoria prépria
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Figura 15. Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas por MFA: A) CLN; B) CLN com adicdo de
EUSOLEX® T-AVO no final da emulséo; C) CLN com adi¢cdo de EUSOLEX® T-AVO durante a fase
aquosa.
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A analise dos resultados das imagens de MFA mostraram que todas as
formulacdes apresentaram particulas com morfologia esférica. As nanoparticulas de
CLN sem ativo de protegéo solar, e das CLN contendo EUSOLEX® T-AVO adicionado
durante a fase aquosa, apresentam distribuicdo de tamanho uniforme, com diametro
meédio de aproximadamente 177 nm. Quando o ativo de protecdo solar (EUSOLEX®
T-AVO) foi adicionado na emulséo final da CLN, podemos observar um aumento no
tamanho médio das particulas, atingindo valores de 235 nm, possivelmente devido a

formacao de agregados.

Smijs e Pavel (2011), encontraram que nanoparticulas TiO2 com e sem
recobrimento, apresentavam formato de disco com um diametro médio de 100 nm.
Por outra parte, Prado e colaboradores (2020), estudaram formulagées de CLNs com
adicao de ativo de protecéo solar (p-metoxicinamato de octilo), onde encontraram que
as nanoparticulas de uma primeira formulacdo, apresentaram uma morfologia
esférica, com um didmetro médio de 200 nm e sem formacéo de agregados. Porém,
em uma segunda formulagdo, com os mesmos ativos e diferente forma de preparo
respeito a primeira, os diametros das nanocapsulas oscilaram entre 300 a 500 nm, o
que foi atribuido a formacdo de agregados, o que se reflete em estruturas mais

amorfas e menos estaveis.

5.2 Ensaio de liberacéao

As porcentagens de liberacao de icaridina (ICA) para cada formulacdo contendo
EUSOLEX® T-AVO nos diferentes tempos, podem se evidenciar na Figura 16. E
possivel apreciar que as duas formulacdes seguem a mesma tendéncia de liberacéo
do ativo, obtendo valores médios de porcentagem de liberagdo aproximados entre
eles. Sendo em média de 12,2 £ 0,3%, e um valor maximo de 25,4% * 0,4% em 6
horas, para quando o ativo de protecao solar foi adicionado durante a fase aquosa
(AVO F AQ); e, média de 12,5 + 0,2%, com maximo de 27,1 + 0,4% no mesmo tempo,

para quando adicionado no final da preparacéo do CLN.

Os indices de liberacdo de ativo foram similares em um estudo in vitro, feito por
GU e CHEN, (2009), em célula de difuséo tipo Franz com membrana de acetato de
celulose, onde perceberam que CLN carregados com asiaticoside para o tratamento

de esclerodermia, conseguiram porcentagens de liberacdo do ativo de
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aproximadamente 20% nas primeiras horas, formando uma tendéncia continua de

liberacdo com esta porcentagem em até 48 horas.

Figura 16. Ensaio de liberagdo de icaridina nos carreadores lipidicos nanoestruturados contendo
EUSOLEX® T-AVO em formulagao liquida ao longo de 6 horas. Sendo: AVO F Aq, quando adicionado
durante a fase aquosa e AVO NP, quando adicionado na emulséo final de CLN. Os valores representam
a média e desvio padréo (n=3).
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Fonte: Autoria propria

5.3 Eficiéncia de protecgéo solar

5.3.1 Degradacéao de Azul de Metileno

Inicialmente, os ensaios de degradacao foram feitos unicamente submetendo a
solugéao de azul de metileno (20 mg/L), sem adicdo de nenhum outro composto, isto
com o fim de reconhecer o comportamento deste reagente frente a radiacdo UV e da
mesma forma, com o fim de ser considerado como um controle frente aos testes feitos

com a adicao das formulagoes.
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Os resultados médios dos ensaios feitos em base a metodologia de Frizzo et
al., (2016), representados na Figura 17, ndo exibiram uma conduta de degradacéo
desejada ao apresentarem oscilagcbes nos niveis de absorbancia no decorrer do
tempo, e ndo uma tendéncia logaritmica decrescente, tal e como Priya e
colaboradores, (2020) justificam que deve se esperar na degradacdo do azul de
metileno (MB) com respeito ao tempo pela incidéncia da radiacdo ultravioleta,

concluindo que os ativos UV conseguem dispersar e refletir a radiagdo UV incidente.

Sendo assim, foi feita uma leitura de varredura do espectro da solucdo nos
mesmos tempos e sob a mesma radiacdo, com o fim de analisar se durante as leituras
estava se apresentando algum tipo de perturbacao (Figura 18). Picos de ruido foram
evidenciados no comprimento de onda de 664 nm, comprimento recomendado para

analises do ativo do presente estudo.

Figura 17. Ensaio de degradacéo de solucdo de azul de metileno (MB) (20 mg/L) em agua destilada.
Espectro de UV-Vis a 664 nm. Os valores representam a média e desvio padréo (n=3).

2,45 -
] = Azul de Metileno
2,40
E e
C 2354
<
(o) 4
©
.(_U 2.30 - “
Qo ]
c
:8 2.25 - . =) <]
(o) ] o
8 W
< 2,20 1 V!
2,15
2.10 - v - ’ - , - ’ - ,
0 20 40 60 80 100
Tempo (min)

Fonte: Autoria propria



64

Figura 18. Espectro de varredura UV-Vis de degradacéo de solucédo azul de metileno (MB) (20 mg/L).
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Com base no anteriormente mencionado, a concentracdo de MB foi diminuida
para 10 mg/L e foi adaptada a metodologia de Strbac et al., (2018), onde 100 mL de
solucdo de MB em agua ultrapura foram preparados, reservando 10 mL para serem
utilizados como um primeiro controle no final do experimento e nos 90 ml restantes
foram dissolvidos 0,04 mg de Dioxido de Titanio (TiO2), a solucao foi agitada durante
1 hora em agitador magnético, com o fim de garantir o equilibrio de adsorcédo entre os
componentes, este processo foi realizado em um beaker embrulhado em papel
aluminio e em ambiente com pouca ou nula presenca de luz para evitar qualquer

degradacéo previa dos ativos.

Posteriormente, a solucéo foi distribuida em nove placas de Petri (10 mL em
cada uma), sendo irradiadas utilizando uma lampada USHIO G15T8E — 15 W de 450
mm com espectro de emissao no UV-B (306 nm), e, uma lampada PHILIPS 15 W de
450 mm com espectro de emissdo no UV-A, a uma distancia de 12 cm e uma radiacéo

de 18,5 W/m2. Aliquotas de 4 mL foram coletadas em funcéo do tempo (0, 5, 10, 15,
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30, 60, 90 e 120 minutos). As placas estiveram sob agitacdo magnética o tempo todo
(Figura 19).

Figura 19. Esquema de degradac&o de azul de metileno. Adaptacdo da metodologia de Strbac

(2018).
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Neste ultimo teste, apesar de obter valores de desvio padrdo menores para 0s
dados obtidos, a oscilagdo dos niveis de absorbancia ainda continuava sendo
incongruente a tendéncia de degradacao esperada (Figura 20). A leitura de varredura
do espectro das novas solu¢des evidenciou diminuicdo na interferéncia no pico de 664
nm com respeito ao teste anteriormente realizado (Figura 21), o que pode ser
considerado como um bom indicio para a obtencao de dados com pouca disperséo

nos préximos ensaios.

Segundo Morlando et al., (2016) antes de submeter a solu¢cdo de azul de
metileno a degradar, € indispenséavel a presenca de um fotocatalisador que fique sob
agitacdo com o MB anteriormente por um periodo de pelo menos uma hora, com o fim

de estabelecer o equilibrio de absor¢éo-dessorcao entre os reagentes.

Um exemplo de catalisador, pode ser o peroxido de hidrogénio (H202), porém,
autores como Liang et al., (2020), afirmam que a presenca deste tipo de catalisadores
ativam enzimas que sao responsaveis pela deterioracdo quimica dos ativos, fato que
ndo é desejado no presente estudo pois é necesséario que a degradacédo seja feita
unicamente pela radiacdo UV que incide sobre as formulacdes. A degradacdo quimica
também pode gerar quebra de nanoparticulas das formulacdes, reduzindo a

capacidade repelente e de protecao solar dos ativos que as conformam.
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Figura 20. Ensaio de degradacédo de solucéo de azul de metileno (MB) (10 mg/L) em agua destilada
com adi¢cdo de ativo com concentragdo de 0,04 mg de TiO2. Espectro de UV-Vis a 664 nm. Os valores
representam a média e desvio padrao (n=3).
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Figura 21. Espectro de varredura UV-Vis de degradacdo de azul de metileno (MB) (10 mg/L) com
adicdo de ativo com concentracéo de 0,04 mg de TiO2.
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5.1.2 Degradacao de icaridina

Frente aos resultados observados para a degradacao do azul de metileno, e os
problemas com a utilizacdo desta molécula modelo, optou-se por avaliar o poder de
protecdo solar do composto EUSOLEX® T-AVO sob icaridina, a qual esta presente
nas formulagdes de CLN. A Figura 22 apresenta o perfil de degradacao da icaridina
exposta a radiacdo UV, durante um periodo de 24 horas. Pode-se observar uma curva
de tendéncia decrescente, o que indica que a icaridina degradou em funcéo do tempo

pela incidéncia da radiag&o ultravioleta emitida pelas lampadas.

Além disso, é evidente que o ativo EUSOLEX® T-AVO, influenciou
significativamente na conservacéo da icaridina frente aos efeitos de degradacao da
radiacdo ultravioleta. A concentracéo de icaridina final sem presenca do ativo de

protecdo UV foi de 38,3 + 2,3%, enquanto a formulacéo com adicdo de EUSOLEX® T-
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AVO, obteve uma concentracao de 60,2 + 2,5% de icaridina, o que indica a eficiéncia
de protecdo do ativo frente a incidéncia da radiacdo UV-A e UV-B. Estes dados,
podem se interpretar como um efeito de conservacao dos ativos repelentes presentes
nas formulacdes a causa da presenca do ativo UV, o que ao mesmo tempo, é um

aspecto que pode incidir diretamente na eficiéncia e tempo de acéo dos ativos.

Figura 22. Ensaio de degradacao de solugdo de icaridina (ICA) ao limite de concentragcdo em agua
destilada com adicdo de ativo com concentracdo de 0,04 mg de TiO2. Os valores representam a
porcentagem da média de concentracdo de icaridina e desvio padrao (n=3).
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Em um estudo feito por Chaki Borras et al. (2020), ressaltam a capacidade do
TiO2 nanoparticulado com recobrimento, de reduzir a atividade fotocatalitica dentro
das formulacbes, o que ao mesmo tempo, diminui a incidéncia da radiacdo UV e a
geracdo de ROS, o que segundo os autores, aumenta a capacidade de acao do ativo
UV e outros ativos que coexistam nas formulacées de estudo e, mitiga a toxicidade

que as solugdes possam provocar nos usuarios a causa da geracéo de ROS.

Da mesma maneira, Popov et al., (2005) demonstraram que nanoparticulas de
dioxido de titanio, sdo capazes de reduzir os efeitos da radiacdo ultravioleta que incide

e impacta sobre as células epidérmicas vivas dos seres humanos, diminuindo a
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transmissdo e maximizando a absorcédo e dispersdo dos raios UV. Além disso, 0s
mesmos autores, resgatam a baixa permeabilidade do TiO2, 0 que se mantem

unicamente na camada superior da pele.

Por outra parte, Xia e colaboradores (2007), pesquisaram sobre CLNs
carregados com ativos de protecédo UV, os quais foram submetidos a radiacdo UVA e
UVB e conseguiram demonstrar que a capacidade de absorcao da radiagcao UV dos
CLNs, aumentou em aproximadamente 19% ap0s adi¢ao do ativo de filtro UV.

Além disso, em um estudo feito por Nicoara et al., (2020), onde avaliaram a
capacidade de protecdo de nanoparticulas de diéxido de titanio frente a radiacédo UV,
conseguiram demonstrar através do célculo do fator de protecao solar (FPS), que
nanoparticulas de TiO2, podem ser consideradas como um composto eficaz em

protetores solares.



70

6. CONCLUSOES

Inicialmente, no presente estudo foram realizadas caracterizagcbes das
formulagbes de CLN contendo icaridina e geraniol, com adi¢do de diferentes ativos de
protecéo solar. Este “screening” inicial, possibilitou a escolha das formulagées com

maior estabilidade.

As nanoparticulas carregadas com ativos de protecdo solar EUSOLEX® T-AVO,
foram escolhidas como as formula¢cdes com maior estabilidade, obtendo resultados
promissores e de acordo com trabalhos encontrados em literatura (nanoparticulas
com altos niveis de eficiéncia, liberacdo sustentada prolongada e baixo risco de

permeabilidade e toxicidade.)

Os valores de diametro médio por espectroscopia de correlagdo de fétons,
didmetro médio por rastreamento de particulas, polidispersdo e potencial zeta para a
formulacdo com adicdo de EUSOLEX® T-AVO apés o preparo final das CLN, foram
de 327 £ 87 nm, 224 £ 19, 0,33 £ 0,3 nm e -23,9 + 3,7 mV respetivamente. Por outro
lado, quando o filtro UV foi formulado junto com a fase aquosa, obtiveram médias de
329 + 55 para diametro médio por DLS, 229 + 10 para diametro médio por NTA, 0,17

+ 0,04 nm para polidisperséo e -23,1 £+ 3,8 mV para potencial zeta.

Os dados adquiridos por DSC, sugerem que as nanoparticulas de CLN com e
sem adicdo de ativo UV, apresentam oOtimas condicdes respeito a conservacédo da
integridade dos ativos encapsulados enquanto a formulagdo estd armazenada ou
durante a aplicacdo e acao da mesma.

De acordo aos resultados obtidos por microscopia de forca atbmica, e
comparando-0s com o descrito na literatura, a formulacéo na qual o ativo de protecao
solar (EUSOLEX® T-AVO) foi adicionado durante a fase aquosa, apresentou uma
distribuicdo de tamanho uniforme nas nanoparticulas (diametro médio: 177 nm), com
morfologia esférica e sem possivel formagdo de agregados, o que pode ser
considerado como um bom indicador na obtencéo de uma formulagao final com maior

estabilidade.

A liberacéo de icaridina nas formulacdes de CLN contendo ativo de protecao

UV, foi similar em ambas as emulsfes, formando uma tendéncia continua de
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liberacdo, com um valor médio de 12,2 £ 0,3%, e um maximo de 25,4% + 0,4% em 6
horas, para quando o ativo de protecéo solar foi adicionado durante a fase aquosa; e,
média de 12,5 £ 0,2%, com maximo de 27,1 + 0,4% no mesmo tempo, para quando

adicionado no final da preparagéo do CLN.

As principais dificuldades se apresentaram nas analises de degradacao do azul
de metileno, onde esta molécula modelo ndo se mostrou adequada para a avaliacado
da acédo de protecéo solar dos ativos EUSOLEX® T-AVO. Neste sentido, optou-se por
avaliar o efeito protetor do ativo sob a degradacao de icaridina, também presente nas

CLNs. Os resultados mostraram um significativo efeito protetor contra a radiagdo UV.

Portanto, os resultados apresentados neste estudo, evidenciam que
carreadores lipidicos nanoestruturados de ativos repelentes (icaridina e geraniol),
formulados conjuntamente com ativo de protecéo ultravioleta EUSOLEX® T-AVO, em
especial quando este ultimo é adicionado durante a fase aquosa, apresentam
carateristicas acordes a literatura para a obtencao de sistemas nanoestruturados de
liberacdo sustentada de dupla funcionalidade (repelente e protecéo solar) altamente

estaveis e com elevada eficiéncia.

Como proximas etapas, é recomendavel avaliar em um futuro propriedades das
formulac6es de CLN com adicdo de ativo UV, como o nivel de repeléncia frente aos
vetores, a permeabilidade na pele e a obtencao do fator de protecédo solar (FPS). Além
disso, cabe mencionar que € importante estudar e caracterizar as formulacdes em

forma de hidrogel.

Do mesmo modo, € preciso aclarar que a andlise de liberacdo de icaridina do
presente estudo foi unicamente um teste e ndo se descarta a necessidade de realizar
testes com maior durabilidade (até 72 horas) e a inclusdo dos compostos em estado
de hidrogel, com o fim de comparar os resultados e possiveis diferentes tendéncias
das formulagBes no decorrer do tempo com respeito a liberacdo. Igualmente, se
sugere que o0s ensaios sejam aplicados com o fim de estudar a tendéncia de liberacéo

de geraniol.
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9. ANEXOS

Os resultados das analises realizadas mediante o software estatistico Statgraphics
Centurion (v. XVII), com o fim de comprovar se existiam diferengas significativas nos
resultados obtidos para os parametros fisico-quimicos de didmetro médio (por DLS e
NTA), polidispersdo e potencial zeta, estdo disponiveis no seguinte link:
https://drive.google.com/drive/folders/IWE2UmxpwJImDYdmQgKftk7RocNbDfppEmM?
usp=sharing


https://drive.google.com/drive/folders/1WE2UmxpwJmDYdmQgKftk7RocNbDfppEm?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1WE2UmxpwJmDYdmQgKftk7RocNbDfppEm?usp=sharing

