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RESUMO

A queimadura solar é uma reacgao inflamatdria cutdnea aguda desencadeada pela
exposicao excessiva a radiagao ultravioleta, resultando em dano tecidual e estresse
oxidativo. O 6leo essencial de capim-limao (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) (OECL)
apresenta propriedades de interesse para aplicacdo topica, podendo ser uma
alternativa para auxiliar no alivio dos sintomas associados a queimadura solar.
Entretanto, sua elevada volatilidade e instabilidade fisico-quimica pode limitar sua
utilizagao. Portanto, o objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar sistemas
nanoencapsulados contendo OECL, na forma de nanoemulsdo (NE) e de
nanoparticulas poliméricas (NPP) obtidas por nano spray-drying, e avaliar suas
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatorias, visando seu
potencial uso como produto dermocosmético pds-sol. Inicialmente, seis formulagbes
de NE foram desenvolvidas e caracterizadas. A NE6, composta por solugdo aquosa
de goma arabica a 20% (m/v), OECL:polissorbato 80 na propor¢ao 1:3 (m/m) e etanol,
apresentou as melhores caracteristicas fisico-quimicas, com tamanho de particula de
86,53 + 1,53 nm, indice de polidispersao de 0,248 £ 0,026, potencial zeta de -19,03
1+ 0,30 mV e pH de 5,55 £ 0,04. Também apresentou melhor estabilidade cinética,
prolongada e acelerada, sendo selecionada como formulagédo de alimentacao para o
processo de nano spray-drying. As NPP obtidas apresentaram morfologia esférica e
tamanho heterogéneo, predominantemente inferior a 200 nm, com rendimento entre
78,15% e 85,19%. As analises por espectroscopia no infravermelho e difracdo de raios
X indicaram a incorporagao do OECL a matriz de goma arabica e o carater amorfo
das NPP, respectivamente, enquanto a analise térmica demonstrou aumento da
estabilidade térmica do OECL apdés a nanoencapsulagcdo. O pé apresentou boa
capacidade de dispersao em agua (93,62%), com tempo de molhabilidade de 25,94 +
0,87 s e, apods redispersao, apresentou tamanho de particula de 155,2 + 39,2 nm e
indice de polidisperséo de 0,635 + 0,011. A eficiéncia de encapsulagdo da NEG (94,39
+ 0,25%) e das NPP (46,14 + 0,56%), bem como a retengdo de OECL nas NPP
(72,16%), foram determinadas com base na quantificagdo do citral, utilizado como
marcador quimico do OECL, por meio de um método validado de cromatografia liquida
de ultra eficiéncia. O ensaio de permeacao cutanea in vitro em pele suina demonstrou
diferencgas significativas entre o OECL livre, a NE6 e as NPP, evidenciando alteracao
da cinética de permeacao e retencao do citral no estrato cérneo e na derme apés a
nanoencapsulagao. Quanto a bioatividade, a atividade anti-inflamatéria, avaliada pela
inibicdo da desnaturacdo proteica, foi mantida apds a nanoencapsulacdo. A NEG6
apresentou maior atividade antimicrobiana, especialmente frente as bactérias Gram-
positivas, com destaque para Staphylococcus epidermidis, e maior atividade
antioxidante em relacdo ao OECL livre. As NPP também mantiveram a bioatividade
do OECL, porém apresentaram menor atividade antioxidante e antimicrobiana em
comparagdao a NE6, o que pode estar relacionado a liberagdo controlada dos
compostos ativos. Entretanto, as NPP se destacaram pela maior viabilidade celular,
preservando elevada viabilidade de fibroblastos 3T3 mesmo nas maiores
concentragbes avaliadas. De modo geral, os resultados demonstram que a
nanoencapsulagdo do OECL modificou suas caracteristicas fisico-quimicas,
estabilidade, comportamento de permeacgéo e atividade bioldgica, evidenciando o
potencial da NE e das NPP para aplicacdo em produtos dermocosméticos pds-sol.

Palavras-chave: 6leo volatil; nanotecnologia; dermocosmeético; queimadura solar.



ABSTRACT

Sunburn is an acute inflammatory skin reaction triggered by excessive exposure to
ultraviolet radiation, resulting in tissue damage and oxidative stress. Lemongrass
essential oil (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) (LEO) exhibits properties of interest
for topical application and may be an alternative for assisting in the relief of sunburn-
associated symptoms. However, its high volatility and physicochemical instability may
limit its wuse. Therefore, this study aimed to develop and characterize
nanoencapsulated systems containing LEO, in the form of a nanoemulsion (NE) and
polymeric nanoparticles (NP) obtained by nano spray-drying, and to evaluate their
antioxidant, antimicrobial, and anti-inflammatory properties, aiming at their potential
use as an after-sun dermocosmetic product. Initially, six NE formulations were
developed and characterized. NEG, composed of a 20% (w/v) aqueous gum arabic
solution, LEO:polysorbate 80 at a 1:3 (w/w) ratio, and ethanol, showed the most
suitable physicochemical characteristics, with a particle size of 86.53 + 1.53 nm,
polydispersity index of 0.248 + 0.026, zeta potential of =19.03 + 0.30 mV, and pH of
5.55 = 0.04. It also showed the best kinetic, prolonged, and accelerated stability and
was therefore selected as the feed formulation for the nano spray-drying process. The
resulting NP exhibited spherical morphology and heterogeneous size, predominantly
below 200 nm, with a yield ranging from 78.15% to 85.19%. Fourier-transform infrared
spectroscopy and X-ray diffraction analyses indicated the incorporation of LEO into the
gum Arabic matrix and the amorphous nature of the NP, respectively, while thermal
analysis demonstrated increased thermal stability of LEO after nanoencapsulation.
The powder showed good dispersibility in water (93.62%), with a wettability time of
25.94 + 0.87 s and, after redispersion, exhibited a particle size of 155.2 + 39.2 nm and
a polydispersity index of 0.635 £ 0.011. The encapsulation efficiency of NE6 (94.39 +
0.25%) and NP (46.14 £ 0.56%), as well as LEO retention in the NP (72.16%), were
determined based on the quantification of citral, used as a chemical marker of LEO, by
a validated ultra-high-performance liquid chromatography method. The in vitro skin
permeation assay using porcine skin demonstrated significant differences among free
LEO, NEG6, and NPP, evidencing changes in the permeation and retention kinetics of
citral in the stratum corneum and dermis following nanoencapsulation. Regarding
bioactivity, the anti-inflammatory activity, evaluated by inhibition of protein
denaturation, was maintained after nanoencapsulation. The NE6 showed greater
antimicrobial activity, particularly against Gram-positive bacteria, with emphasis on
Staphylococcus epidermidis, as well as greater antioxidant activity compared with free
LEO. The NP also maintained the bioactivity of LEO but showed lower antioxidant and
antimicrobial activity compared with the NE6, which may be related to the controlled
release of the active compounds. However, the NP stood out for its higher cell viability,
maintaining high viability of 3T3 fibroblasts even at the highest concentrations
evaluated. Overall, the results demonstrate that nanoencapsulation of LEO modified
its physicochemical characteristics, stability, permeation behavior, and biological
activity, highlighting the potential of NE and NP for application in after-sun
dermocosmetic products.

Keywords: volatile oil; nanotechnology; dermocosmetic; solar erythema.
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1 INTRODUGAO

A pele é a camada mais externa do corpo humano e atua como uma barreira
que recobre toda a superficie corporal, desempenhando fung¢des essenciais de
protecdo das estruturas mais profundas contra agentes fisicos, quimicos e biolégicos
(Ranjbar et al., 2025; Shah; McKnight; Hargest, 2024). Entre os principais fatores
nocivos a pele esta a radiagao ultravioleta (UV), emitida principalmente pelo sol, cuja
exposicao excessiva desencadeia estresse oxidativo, inflamacao, envelhecimento
precoce e queimaduras, podendo ainda aumentar o risco do desenvolvimento de
cancer de pele (Shah; McKnight; Hargest, 2024).

Queimaduras superficiais ou de primeiro grau, como as queimaduras solares,
sdo0 as mais comuns na pratica farmacéutica (Skowronska; Bazylko, 2023). Sendo
assim, produtos de cuidado pos-sol surgem como alternativas importantes para
auxiliar na reparagcao cutanea, promovendo alivio e recuperagcao da pele apos a
exposicao solar (Balkrishna et al., 2023). O produto ideal para esta finalidade deve
apresentar ndo apenas propriedades cicatrizantes, mas também propriedades
antimicrobiana, analgésica, antioxidante e anti-inflamatdria, estabilidade mecéanica,
promover o controle de umidade, ser economicamente viavel, atoxico, biocompativel
e biodegradavel (Skowronska; Bazylko, 2023).

Nesse contexto, produtos de origem natural se destacam como opgdes que
atendem a esses requisitos. Nos ultimos anos, observa-se um crescente interesse
pelo uso de ativos naturais em cosméticos, em especial de origem vegetal (Ranjbar et
al., 2025). Os oleos essenciais (OEs) estdo entre os extratos vegetais mais
valorizados por apresentarem diversas atividades biologicas e boa aceitagcdo dos
consumidores devido ao seu odor agradavel. Entre os OEs de interesse, destaca-se
o de capim-limado (Cymbopogon citratus DC. Stapf), que possui o citral como
componente majoritario, um aldeido monoterpénico com conhecidas propriedades
relevantes para formulagbes poés-sol, incluindo antioxidante, anti-inflamatodria,
antitumoral e antimicrobiana (Karami et al., 2024).

Apesar de seu grande potencial, a incorporacao direta de OEs em formulagdes
cosméticas e farmacéuticas ainda enfrenta desafios relacionados a sua baixa
estabilidade, alta volatilidade, baixa solubilidade em agua e suscetibilidade a
oxidagao, o que pode comprometer sua eficacia (Karami et al., 2024; Silva; Beltrame;

Ferrari, 2024). Sendo assim, a nanotecnologia surge como uma estratégia promissora
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para superar essas limitagdes, uma vez que o processo de nanoencapsulagao pode
proteger moléculas sensiveis de fatores ambientais, controlar a liberagdo, melhorar a
solubilidade e aumentar a biodisponibilidade (Miastkowska et al., 2023; Mssillou et al.,
2025; Silva; Beltrame; Ferrari, 2024).

A incorporacdo de OEs em diferentes sistemas nanoencapsulados ja vem
sendo amplamente estudada, com resultados promissores na area cosmética (Silva;
Beltrame; Ferrari, 2024 ). Dentre os sistemas nanotecnoldgicos utilizados, destacam-
se as nanoemulsdes (NE) e as nanoparticulas poliméricas (NPP).

As NE sao sistemas coloidais formados pela combinacdo de dois liquidos
imisciveis, como agua e 6leo, estabilizado por um sistema tensoativo, formando
micelas de tamanho nanométrico (Mssillou et al., 2025; Yousefi et al., 2024). Devido
a reducgéo do tamanho das particulas, as NE oferecem vantagens em comparagao as
emulsdes convencionais, superando as limitagao do uso dos OEs (Pandey; Bawiskar;
Wagh, 2024; Yousefi et al., 2024).

Ja as NPP podem ser formadas pela secagem da NE por técnicas como o nano
spray-drying, resultando na solidificacdo das micelas revestidas com um polimero, que
atua como material encapsulante, também chamado material de parede (Yousefi et
al., 2024). O spray-drying € uma das técnicas mais aplicadas industrialmente para
encapsulacao de OEs, pois apresenta baixo custo operacional, é escalonavel, possui
a capacidade de retencdo de compostos volateis e permite a producéo de particulas
com tamanho uniforme (Silva; Beltrame; Ferrari, 2024).

Para isso, o uso de materiais de parede como a goma arabica (GA), um
polissacarideo altamente soluvel em agua, contribui para a formacao de particulas
estaveis, protegendo o OE contra degradacdo e volatilizagdo, além aumentar a
solubilidade e permitir a liberagdo controlada dos ativos do OE (Silva; Beltrame;
Ferrari, 2024).

Diante disso, a nanoencapsulacdo do OE de capim-limao apresenta-se como
uma forma de melhorar suas caracteristicas fisico-quimicas, preservando ou
potencializando suas propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana,
possibilitando sua aplicagdo no desenvolvimento de produtos pds-sol capazes de

aliviar os sintomas de queimaduras solares.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar sistemas nanoencapsulados contendo 6leo
essencial de capim-limao, na forma de nanoemulsao e de nanoparticulas poliméricas
obtidas por nano spray-drying, avaliando suas caracteristicas fisico-quimicas e
propriedades bioldgicas, visando seu potencial uso como produto dermocosmeético

pos-sol.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e validar um método de cromatografia liquida de ultra eficiéncia para
quantificar o 6leo essencial de capim-limao nos sistemas nanoencapsulados
utilizando o citral como marcador analitico;

e Desenvolver e caracterizar nanoemulsées contendo o 6leo essencial de capim-
limao quanto ao tamanho de particula, indice de polidispersao, potencial zeta, pH
e eficiéncia de encapsulagao;

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanoemulsdes apos centrifugagao, ciclos
de congelamento-descongelamento e estudo de estabilidade acelerada de 90 dias
em diferentes temperaturas;

e Selecionar a nanoemulsao ideal para produzir nanoparticulas poliméricas sdlidas
contendo o 6leo essencial de capim-lim&o através da técnica de nano spray-drying;

o Caracterizar as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas poliméricas,
incluindo morfologia, tamanho de particula, estrutura cristalina, compatibilidade
quimica, estabilidade térmica e solubilidade;

e Determinar o rendimento, a eficiéncia de encapsulagdo e a retencdo de dleo
essencial nas nanoparticulas poliméricas;

¢ Avaliar o perfil de permeacéo e retengao cutadnea do citral, utilizado como marcador
do 6leo essencial de capim-limao, a partir do 6leo essencial de capim-limao livre e
nanoencapsulado, utilizando pele suina em células de Franz.

¢ Avaliar o potencial antioxidante (DPPH* e FRAP), anti-inflamatdrio (desnaturagao
de proteinas in vitro) e antimicrobiano (microdiluicdo em caldo e disco difusao

contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e
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Pseudomonas aeruginosa) do 6leo essencial de capim-limao livre e
nanoencapsulado;
Avaliar a citotoxicidade do 6leo essencial de capim-limé&o livre e nanoencapsulado

frente a fibroblastos 3T3 por MTT.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 ERITEMA SOLAR
3.1.1 Fisiologia da Pele

A pele (Figura 1) €& maior 6rgdo do corpo humano, representando
aproximadamente 16% do peso corporal, e desempenha papel fundamental na
prote¢ao e na manutengcao da homeostase do organismo. Este 6rgao recobre toda a
superficie do corpo, formando uma barreira contra traumas fisicos e quimicos, micro-
organismos e radiagao ultravioleta, protegendo os tecidos mais profundos. Além disso,
ajuda a prevenir a desidratagdo, armazenando e retendo agua. Em certas areas do
corpo, a pele contém estruturas acessorias, como glandulas, pelos e unhas.
Desempenha também outras diversas fungdes fisiologicas essenciais, como:
termorregulagao, percepgao tatil, absorgéo, sintese de vitamina D e cicatrizagdo de
feridas (Shah; Mcknight; Hargest, 2024).

Figura 1 - Anatomia da pele.

Epiderme —

Glandula sebacea
Derme —

Foliculo piloso

Tecido
subcutaneo |

Nervo

; Corpusculo lamelar
sudoripara

Created in BioRender.com bio

Fonte: A autora via BioRender Templates.

A pele é composta por duas camadas de tecidos cutédneos, a epiderme e a

derme, que desempenham diferentes fungcdes e sdo formadas por diversos tipos
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celulares. A epiderme é a camada mais superficial, responsavel pela maior parte da
protecao fisica do 6rgao. Possui um epitélio estratificado formado por queratinéticos,
células que produzem queratina, uma proteina fibrosa altamente estavel e resistente,
que tornam esta camada semipermeavel. Os queratindcitos se originam nas células-
tronco epidérmicas, que migram de baixo para cima e se diferenciam nas varias
camadas (Shah; Mcknight; Hargest, 2024). Quando os queratinécitos alcangam a
camada mais superficial, eles sdo desprendidos (descamados). Todo o processo de
diferenciacao celular leva aproximadamente 30 a 40 dias (Mohamed; Hargest, 2021).

As camadas da epiderme sao divididas em 5: estrato basal, estrato espinhoso,

estrato granuloso, estrato lucido e estrato cérneo (Figura 2).
Figura 2 - Camadas da epiderme.

- Estrato corneo

{ Estrato lacido

}Estrato granuloso
+Estrato espinhoso

- Estrato basal

~ Membrana basal

Fonte: Adaptado de Mohamed; Hargest (2021).

O estrato basal € também conhecido como estrato germinativo, pois € onde
ocorre a mitose dos queratindcitos. Nesta camada, as células sao colunares, com
nucleos ovais ou alongados e unidas por pontes intercelulares formadas por
desmossomos. No estrato basal também se encontram os melandcitos, células que
produzem e secretam um pigmento escuro chamado melanina que protege a pele
contra a radiagdo ultravioleta (RUV) e é responsavel pelos varios tons de pele
(Dunaway et al., 2018; Mohamed; Hargest, 2021; Junqueira; Carneiro, 2023).

A medida que os queratinécitos migram para o estrato espinhoso, eles
desidratam e tornam-se poliédricos. O estrato granuloso recebe esse nome pois as

células contém granulos basofilicos, também chamados de granulos de querato-
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hialina, que se transformam em queratina e lipidios epidérmicos (Mohamed; Hargest,
2021).

Logo acima, encontra-se o estrato lucido, composto por células achatadas e
anucleadas, que formam uma camada fina e transparente, mais perceptivel nas
palmas das méaos e solas dos pés. Na camada mais superficial, chamada de estrato
cérneo, os queratindcitos ja sofreram apoptose e passaram por um processo de
queratinizagdo (Junqueira; Carneiro, 2023; Mohamed; Hargest, 2021).

Além da queratinizacdo, os espacos intercelulares da epiderme sao
preenchidos com um fluido rico em lipidios que protege contra a perda de agua e
eletrolitos. Esta caracteristica garante que a pele seja relativamente impermeavel a
compostos hidrofilicos, porém permeavel a compostos lipofilicos (Shah; Mcknight;
Hargest, 2024).

A derme fornece suporte e nutricio a epiderme, sendo composta
principalmente por fibroblastos, vasos linfaticos e sanguineos, terminag¢des nervosas,
foliculos pilosos e glandulas. Essa camada é subdividida em duas: camada papilar e
camada reticular (Junqueira; Carneiro, 2023).

A camada papilar é constituida de tecido conjuntivo frouxo que forma as papilas
dérmicas, sua matriz extracelular apresenta um arcabouco delicado de fibras
colagenas e elasticas que contribuem para prender a derme a epiderme, além de
poSSsuir pequenos vasos sanguineos responsaveis pela nutricdo e oxigenacéo da
epiderme. A camada reticular é constituida de tecido conjuntivo denso, composta
principalmente por fibras de colageno e elastina, sendo a parte mais profunda e
substancial da derme, onde encontram-se vasos sanguineos maiores, vasos
linfaticos, nervos e receptores sensoriais, além dos anexos cutaneos (foliculos pilosos
e glandulas) (Assis et al., 2021; Junqueira; Carneiro, 2023).

Uma terceira camada chamada hipoderme foi, durante muito tempo,
considerada parte da pele, embora atualmente seja vista como parte de um tecido
subcutaneo que participa da fisiologia da pele (Assis et al., 2021). E uma camada
altamente vascularizada, formada por tecido conjuntivo frouxo, que confere
flexibilidade e permite o deslizamento da pele sobre as estruturas subjacentes, e por
tecido adiposo, responsavel pela reserva de energia, termorregulacao e absorcao de
choque. Dependendo da regidao e do grau de nutricdo do organismo, a hipoderme
pode ter uma camada variavel de tecido adiposo (Junqueira; Carneiro, 2023;
Mohamed; Hargest, 2021).
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3.1.2 Efeitos da Radiagao Ultravioleta (RUV) sobre a Pele

A epiderme é a camada mais importante para protec¢ao contra danos causados
pela radiagdo ultravioleta (RUV). Isso se deve, principalmente, pela presenca de
melandcitos no estrato basal, que produzem e secretam a melanina em resposta a
exposicao a RUV. A melanina age como um captador de espécies reativas de oxigénio
(EROs), protege o DNA e bloqueia a penetragdo da RUV em camadas mais profundas
da pele (Dunaway et al., 2018).

A sintese de melanina € mediada pela enzima tirosinase sintetizada nos
polirribossomos dos melandcitos, posteriormente introduzida nas cisternas do reticulo
endoplasmatico granuloso e acumulada em vesiculas formadas no complexo de Golgi
chamadas melanossomos |, onde inicia-se a sintese da melanina. Por um momento,
a tirosinase e a melanina coexistem nas vesiculas melanossomos Il e Ill. Quando a
sintese de melanina acaba, o melanossomo lll, agora chamado granulo de melanina,
migra pelos prolongamentos dos melanécitos e é fagocitado pelos queratinécitos, que
irdo funcionar como depdsitos de melanina. A RUV acelera este processo de sintese
de melanina e a sua transferéncia para os queratinécitos, fazendo com que a pele
escureca (Junqueira; Carneiro, 2023).

A RUV faz parte de um espectro eletromagnético com diferentes comprimentos
de onda (A), que afetam a pele de maneiras variadas (Figura 3). A radiacao
eletromagnética é constituida por fétons, que correspondem a unidades de energia.
Ao atingir o tecido cuténeo, os fotons podem ser refletidos, transmitidos para camadas
mais profundas ou convertidos em energia térmica, dependendo principalmente do
comprimento de onda. A penetragao da radiagdo ocorre na epiderme e na derme,
onde cromoforos e opsinas presentes em queratinécitos, melandcitos e fibroblastos
atuam como importantes sensores da luz, desencadeando diferentes respostas

fisiologicas na pele (Assis et al., 2021).
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Figura 3 - Efeito dos diferentes tipos de radiagao ultravioleta na pele.

UVA
Comprimento de onda (hm) 100-280 280-315 315-400

Camada de ozbénio —

Epiderme

Derme

Hipoderme

Legenda: UVA = Radiagdo ultravioleta A; UVB = Radiagao ultravioleta B; UVC = Radiagao ultravioleta
C.

Fonte: Adaptado de Adobe Stock.

De forma geral, a RUV é capaz de gerar EROs e nitrogénio, que induzem a
inflamacéo, além de causar muta¢cdes ao DNA. A radiacdo UVC (A entre 100 e 280
nm) € a mais carcinogénica, porém é quase totalmente filtrada pela camada de ozbnio.
A radiacao UVB (A entre 280 e 315 nm) é parcialmente filtrada e € a responsavel pelas
queimaduras solares. A radiagdo UVA (A entre 315 e 400 nm) é a mais abundante na
luz solar e causa o fotoenvelhecimento cutaneo, devido a sua capacidade de penetrar
até a derme, onde promove alteragoes estruturais nas fibras de colageno e elastina.
No entanto, causa menos danos evidentes do que a UVB e esta associada ao
bronzeado imediato, mas de curta duragdo, ocasionado pela foto-oxidagdo da
melanina ja existente (Assis et al., 2021; Dupont; Gomez; Bilodeau, 2013; Shah,;
Mcknight; Hargest, 2024).

Porém, é a combinagdo de ambas que gera danos graves ao DNA, podendo
aumentar o risco de certos tipos de cancer de pele, como melanoma maligno. Também
reduz as fungdes protetoras da pele pela inibi¢do da atividade imunolégica, resultando
em varios efeitos agudos e crénicos, incluindo morte celular, supresséo da sintese de
DNA, elastose solar e eritema solar (Shah; Mcknight; Hargest, 2024).

As queimaduras solares, também denominadas eritema solar, afetam uma

grande porcentagem da populagdo. A maioria sdo superficiais ou de primeiro grau,
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entretanto, ja sédo suficientes para causar alteragdes epidérmicas devido a formagéao
de EROs nas membranas celulares (Balkrishna et al., 2023).

O aumento das EROs causa um desequilibrio entre os agentes pré-oxidantes
e antioxidantes, gerando estresse oxidativo, que por sua vez danifica lipidios,
proteinas e DNA. Também causa a ativagao de fatores de transcrigdo como Nrf2, JNK
e NF-kB, que se ligam as suas sequéncias de DNA especificas como elemento
responsivo a antioxidantes (ARE), AP-1 e NF-kB, respectivamente. Entre os alvos
desses fatores de transcrigdo estdo os genes associados a sintese de mediadores
pré-inflamatérios, como ciclooxigenase-2 (COX-2), prostaglandina E2, interleucinas.
Além disso, o estresse oxidativo estimula a sintese e a liberagao de metaloproteinases
de matriz (MMPs), que degradam o colageno, contribuindo para o fotoenvelhecimento,

como mostra a Figura 4 (Dunaway et al., 2018).

Figura 4 - Efeitos da radiacdo ultravioleta solar na pele. Representagao simplificada dos efeitos das
radiagbes UVA+UVB nos queratindcitos.
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Proteinas; ERO = Espécie reativa e oxigénio; JNK = quinase N-terminal de c-Jun; MMPs =
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Fator Eritroide 2; UVA = Radiagao ultravioleta A; UVB = Radiagao ultravioleta B; UVR = Radiacao
ultravioleta.

Fonte: Adaptado de Dunaway et al. (2018).

A queimadura solar desencadeia um processo inflamatério e uma cascata de
ativagao celular que leva a vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular e

migragao celular. Qualquer grau de eritema solar esta ligado a uma quebra transitoria
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da barreira imunolégica da pele. Acredita-se que os macrofagos tenham um dos
papéis mais criticos na imunomodulagdo e regulagdo do processo inflamatério
(Balkrishna et al., 2023; Shah; Mcknight; Hargest, 2024). A alteragc&o induzida por
ERO em lipidios e proteinas também leva a sinalizagdo celular anormal, o que
potencialmente pode promover a carcinogénese (Dunaway et al., 2018).

O eritema solar tardio, geralmente precedido por eritema térmico, inclui a
producdo de histamina seguida pela liberagdo de prostaglandinas, embora as
alteragcdes bioquimicas sejam semelhantes as encontradas em processos
inflamatadrios inespecificos (Balkrishna et al., 2023).

Apesar dos avangos no conhecimento sobre os processos teciduais, celulares
e moleculares que ocorrem na pele durante o eritema solar, a compreensdo dos
mecanismos por tras dos danos induzidos pela RUV permanece insuficiente, assim
como as terapias disponiveis para seu tratamento (Balkrishna et al., 2023). Como
mencionado anteriormente, RUV de diferentes comprimentos de onda interagem de
maneiras distintas com a pele, definindo seus efeitos bioldgicos. Ao absorver a RUV,
as bases nitrogenadas do DNA das células epidérmicas entram em um estado
excitado e liberam rapidamente a energia absorvida como calor, retornando ao seu
estado fundamental (Assis et al., 2021).

No entanto, uma pequena fracdo permanece excitada e participa de uma
reacao fotoquimica direta chamada de reacao de cicloadicédo, que forma dimeros de
pirimidina ciclobutano ou, em menor grau, (6-4)-pirimidina-pirimidona, fotoprodutos
que afetam a transcri¢ao, replicagao, transcri¢cao e reparo do DNA (Assis et al., 2021;
Balkrishna et al., 2023). O efeito agudo dessas alteracbes ao DNA é uma forte

resposta inflamatoria: o eritema solar (Assis et al., 2021).
3.1.3 Produtos Naturais para Tratamento do Eritema Solar

O eritema solar desencadeia varios estagios de alteragdes cutaneas, incluindo
inflamacao, reepitelizacdo, granulacdo e neovascularizacdo, mediados pelo
envolvimento de inumeras substancias bioquimicas, como antioxidantes, citocinas e
biomarcadores (Al-Samydai et al., 2023). Apesar de existirem diversos métodos de
tratamento para queimaduras, ainda existem poucas formulagdes eficazes que podem
ser utilizadas em terapias nao invasivas. Sendo assim, ha um interesse crescente no
desenvolvimento de agentes terapéuticos seguros, como compostos de origem
vegetal (Miastkowska et al., 2023).
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Diversas plantas medicinais sdo usadas na medicina tradicional e foram

avaliadas cientificamente para aliviar os sintomas de queimaduras por via tépica,

como mostra o Quadro 1.

Quadro 1 - Produtos naturais utilizados tradicionalmente no tratamento do eritema solar e as
propriedades terapéuticas cientificamente comprovadas que fundamentam seu uso.

Produto natural

Propriedades

Oleo de gergelim

Protege as células da pele da RUV, é antioxidante e
anti-inflamatério.

Oleo de coco

Contém ativos antioxidantes.

Oleo de semente de uva

Alto poder antioxidante.

Oleo de girassol

Retém a umidade na pele e protege as células da RUV.

Oleo de améndoas

Protecdo contra radiagdo UVB e
peroxidacao lipidica.

reducido da

Oleo de ricino

Mantém a microbiota da pele saudavel.

Manteiga de karité

Melhora a circulagdo sanguinea sob a pele e promove
a renovacao celular.

Oleo essencial de lavanda

Promove a reepitelizagcdo, ¢é anti-inflamatério e

analgésico.

limao

Oleo essencial de capim-

Ajuda a reduzir a inflamacdo, acalmar e aliviar a
irritacao da pele.

Suco de tomate

Neutraliza as espécies reativas de oxigénio presentes
na pele, reduz a peroxidagao lipidica e previne o
eritema solar. Diminui os efeitos nocivos da RUV na
pele a curto prazo (como queimaduras solares) e
cumulativos (como melanoma).

Suco de roma

Demonstrou efeito significativo em queimaduras
solares graves.

Cha verde

Protegdo contra carcinogénese e
inflamatdrias induzidas pela radiagao UVB.

respostas

Gel de babosa

Hidrata e revitaliza a pele, bloqueia as radiacbes
UVA/UVB e fortalece a resposta do sistema
imunoldgico.

Pepino

Promove a renovagao do estrato corneo, acalma
irritacdes e previne a desidratacao.

Fonte: Balkrishna et al., 2023.
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Compostos com efeitos antibacterianos, antioxidantes e anti-inflamatérios sao
particularmente interessantes para tratar queimaduras solares (Skowronska; Bazylko,
2023). Por isso, destacam-se diversos metabdlitos secundarios como alcaloides,
oleos essenciais (OEs), flavonoides, taninos, terpenoides, saponinas, acidos graxos e
polifendis. O mecanismo de agao desses constituintes pode envolver a reducéo da
carga microbiana, propriedades antissépticas, anti-inflamatérias, antioxidantes,
favorecimento da sintese de colageno, proliferacédo celular, oxigenacéo e hidratagéo
tecidual, proliferagdo de fibroblastos, angiogénese, reconstituicdo dérmica ou a
combinagao de mais de um mecanismo (Al-Samydai et al., 2023).

Recentemente, os OEs estdo sendo explorados por seu potencial uso tépico,
devido ao seu papel ja bem estabelecido na cicatrizagdo de feridas por melhorar a
inflamacé&o e diminuir a contaminagao microbiana e o estresse oxidativo (Siddique et
al., 2023).

3.2 OLEOS ESSENCIAIS
3.2.1 Definigao

Criado no século XVI, o termo ‘6leo essencial’ se refere a teoria da “Quinta
essentia” proposta pelo famoso alquimista e médico Paracelsus (1493-1541), que
definiu o papel da alquimia desenvolvendo extratos vegetais e medicamentos
fitoterapicos. Ele acreditava que o processo de destilagdo extraia a parte mais
significativa da planta, ou seja, a sua esséncia (Sousa et al., 2023).

A Farmacopeia Brasileira (82 edi¢cao, 2026) define dleos volateis, sinbnimo de

OEs, como:
Oleo obtido de plantas, que evapora & temperatura ambiente sem deixar
residuo. E constituido por mistura complexa de substancias de baixa massa
molecular, que determinam seu odor e sabor. Pode se apresentar

isoladamente ou misturado entre si, retificado, desterpenado ou concentrado.

Diversas espécies de plantas, chamadas plantas aromaticas, produzem OEs
através do seu metabolismo (Pezantes-Orellana et al., 2024). O papel ecoldgico dos
OEs é atuar como sinais quimicos que permitem que a planta controle e regule seu
ambiente, repelindo predadores, atraindo insetos para polinizagdo, inibindo a
germinagao de sementes, permitindo a comunicagdo entre diferentes plantas e
possuindo atividades inseticidas, dissuasivas e antifungicas. Os OEs podem ser
extraidos de diferentes partes das plantas aromaticas, como flores (rosa, laranja,
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lavanda), botbes florais (cravo), bracteas (ylang-ylang), folhas (capim-limao, hortela,
eucalipto, louro, tomilho, salvia), rizomas (gengibre, curcuma), raizes (vetiver),
sementes (coentro), frutos (anis, erva-doce e epicarpos citricos) e casca (sandalo,
canela e pau-rosa) (Bunse et al., 2022; Hanif et al., 2019).

A maioria dos OEs sao incolores ou amarelo-claros, liquidos a temperatura
ambiente e menos densos que a agua, com pouquissimas exceg¢des (canela,
sassafras e vetiver). Além disso, sdo soluveis na maioria dos solventes organicos
(éter, alcool, acetona) e insoluvel em agua (Hanif et al., 2019; Sousa et al., 2023). As
propriedades fisicas, sensoriais e bioativas dos OEs resultam de sua composig¢ao
quimica complexa, que consiste em misturas de metabdlitos secundarios de baixo
peso molecular, altamente volateis e que geralmente exibem um odor forte e

agradavel (Bunse et al., 2022).
3.2.2 Composicao Quimica

Por serem metabdlitos secundarios, os OEs podem variar em qualidade,
quantidade e composi¢do, mesmo quando extraidos de uma mesma espécie vegetal.
Estima-se que mais de 200 compostos podem ser encontrados em OEs (Hanif et al.,
2019; Pezantes-Orellana et al., 2024). Fatores extrinsecos como clima, condi¢des do
solo, infestacdo de pragas, idade, genética, estacdo do ano e estagio do ciclo de
desenvolvimento, desempenham um papel decisivo na composi¢cao quimica final dos
OEs, consequentemente, alterando suas propriedades aromaticas e bioativas. Ainda,
0 0rgao vegetal e o método de extragao utilizados também contribuem para alteragdes
na sua composicao (Bunse et al., 2022; Sharmeen et al., 2021).

Em geral, os OEs podem ser compostos por cerca de 20 a 60 componentes em
diferentes concentragbes, com dois ou trés presentes em maiores concentragdes (20
a 70% da composigao total), denominados componentes majoritarios. Normalmente,
sao esses 0s principais responsaveis pelo aroma caracteristico daquela planta
aromatica e suas propriedades biologicas. Entretanto, os demais componentes,
mesmo em baixas concentragbes, impactam significativamente na qualidade do
aroma e na atividade bioldgica, seja potencializando a agéo (efeito sinérgico) ou por
meio de efeitos antagbnicos (Sharmeen et al., 2021; Sousa et al., 2023).

Os componentes quimicos dos OEs possuem precursores metabdlicos
distintos e sdo gerados por meio de diferentes vias biossintéticas. A grande maioria

se origina de compostos fendlicos através da via do chiquimato e do acetatomalonato,
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derivados de acidos graxos e isoprenoides, e podem ser divididos em dois grupos:
terpenoides (grupo principal) e nédo terpenoides (principalmente fenilpropanoides).
Todos eles sdo hidrocarbonetos e seus derivados oxigenados, encontrados na forma
de varias classes quimicas, incluindo aldeidos, cetonas, alcoois, 6xidos, ésteres,
aminas, amidas, fendis, compostos de nitrogénio e enxofre e heterociclos (Bunse et
al., 2022; Sousa et al., 2023).

Os terpenos sao hidrocarbonetos com estruturas quimicas que variam de
compostos lineares a mono ou policiclicos e constituem uma das maiores e mais
diversas familias estruturalmente de produtos naturais. Os terpenoides (ou
isoprenoides) sao terpenos oxigenados, ou seja, apresentam grupos funcionais
contendo oxigénio como cetona, aldeido, éter ou fragdes carboxilicas. Seu esqueleto
€ formado pela condensagéo de unidades de isopreno (2-metilbutadieno), moléculas
constituidas de cinco carbonos, sintetizadas a partir do isopentenil pirofosfato (IPP) e
seu isébmero alilico dimetilalil pirofosfato (DMAPP) (Bunse et al., 2022; Sousa et al.,
2023).

De forma geral, duas rotas bioquimicas distintas e independentes estédo
envolvidas na biossintese de isoprenoides: a via do mevalonato (MVA), a primeira e
classicamente reconhecida rota para a biossintese de DMAPP e IPP a partir do acetil-
CoA, e a via do metileritritol-fosfato (MEP) (via ndo mevalonato) derivada de piruvato
e gliceraldeido-3-fosfato (Figura 5). A via MVA ocorre no citosol, enquanto a via MEP
ocorre em plastidios (organelas responsaveis pela realizacdo da fotossintese,
armazenamento de substancias e sintese de aminoacidos e acidos graxos). Além
disso, a biossintese pode envolver uma combinacao das rotas MVA e MEP (Bunse et
al., 2022; Karunanithi; Zerbe, 2019; Sousa et al., 2023).
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Figura 5 - Esquema geral da biossintese de terpenos.
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Fonte: A autora.

Os terpenos sao classificados de acordo com o numero de unidades de
isopreno (C5) presentes em sua estrutura: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos ou
carotenoides (C40) e politerpenos [(C5)n]. Entre eles, os mono- e sesquiterpenos sé&o
os mais abundantes nos OEs (Masyita et al., 2022; Sharmeen et al., 2021).
Diterpenos, triterpenos e tetraterpenos com seus derivados oxigenados também
podem ser detectados, porém em pequenas quantidades (Masyita et al., 2022).

Os monoterpenos constituem cerca de 90% da composicdo dos OEs e
apresenta uma variedade de mais de 1000 estruturas quimicas. Como mostra a Figura
5, eles sao geralmente formados pela fusdo cabeca-cauda do IPP com DMAPP,
resultando em geranil pirofosfato (GPP) (Bunse et al., 2022; Sousa et al., 2023). A
adicado de outro IPP ao GPP origina o pirofosfato de farnesila (FPP), precursor dos
sesquiterpenos, que apresentam uma diversidade ainda maior. Depois, a fusao de
FPP com IPP gera o pirofosfato de geranilgeranila (GGPP), precursor dos diterpenos
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e a condensagao de dois FPP ou dois GGPP participam da biossintese de triterpenos
e carotenoides, respectivamente. A extensdo da cadeia de carbonos e as
possibilidades de ciclizagbes, podendo assumir estruturas aciclicas (lineares),
monociclicas, biciclicas ou triciclicas, bem como as modificagcdes bioquimicas
(rearranjo ou oxidagao), permitem essa grande diversidade estrutura (Karunanithi;
Zerbe, 2019; Sousa et al., 2023).

Além dos terpenoides, outro grupo quimico encontrado nos OEs sdo os
fenilpropanoides. Biogeneticamente, os terpenoides e fenilpropanoides tém diferentes
precursores metabdlicos e sao gerados por diferentes rotas biossintéticas (Sharmeen
etal., 2021). Os fenilpropanoides sao sintetizados pela via do acido chiquimico (Figura
6), tendo como precursor biogenético o aminoacido L-fenilalanina. A partir disso,
originam-se 0s acidos cindmico e p-cumarico, que sofrem diversas reagbes de
degradagao, produzindo propenilbenzenos e/ou alilbenzenos e, posteriormente,
aldeidos aromaticos por oxidagao (Heinzmann; Spitzer; Simdes, 2017). Esta via
biossintética produz precursores comuns de fenilpropanoides, como flavonoides,

ligninas, acidos fendlicos, estilbenos e cumarinas (Deng; Lu, 2017).

Figura 6 - Esquema geral da biossintese de fenilpropanoides.
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Todas as familias de plantas aromaticas sao ricas em terpenoides, enquanto
os fenilpropanoides sdao mais comumente encontrados em familias de plantas
especificas, incluindo Apiaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Piperaceae e Rutaceae.
Atualmente, cerca de 3000 plantas aromaticas sao conhecidas por produzir OE como
uma parte importante de seu metabolismo secundario, 300 das quais sao
comercialmente significativas devido aos seus valores medicinais e industriais. Elas
sdo empregadas em diferentes areas, como farmacia, agronomia, sanitizantes,

cosmeéticos, perfumes e alimentos (Sousa et al., 2023).
3.3 OLEO ESSENCIAL DE CAPIM-LIMAO
3.3.1 Caracteristicas da Planta e Composi¢cao Quimica

Capim-lim&o, capim-santo ou erva-cidreira sdo os nomes populares de algumas
espécies do género Cymbopogon, pertencente a familia Poaceae, que compreende
cerca de 180 espécies, subespécies e variedades. O 6leo essencial de capim-limao
(OECL) é normalmente extraido das espécies Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.,
Cymbopogon flexuosus (Steud.) e Cymbopogon pendulus (Nees ex Steud.) Wats.),
plantas nativas de regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa e América do Sul
(Kusuma et al., 2024). A espécie C. citratus (Figura 7) é a mais importante
economicamente, sendo amplamente cultivada em todo o mundo devido as suas

propriedades aromaticas e medicinais (Dangol et al., 2023).

Figura 7 - Fotografia da planta capim-limao, espécie Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.

b ~

Fonte: Plants of the World Online (POWO, 2024).
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Segundo a Farmacopeia Brasileira (82 edi¢ao, 2026), as folhas de C. citratus,
utilizadas para extragado do OE, s&o constituidas por bainha alargada em direcéo a
base, com 4 a 26 cm de comprimento, 0,6 a 6,5 cm de largura na regido basal, 1,0 a
3,5 cm na regido mediana e 0,9 a 2,1 cm na regido apical. A lamina possui 60 a 85
cm de comprimento, cor verde-grisacea quando seca, formato linear lanceolada,
acuminada no apice, plana na porgao expandida, canaliculada e estreitada na porgao
basal, aspera devido aos tricomas curtos e silicosos e com margem inteira, com
tricomas rigidos e cortantes. Microscopicamente, apresentam ceélulas secretoras,
células fundamentais ricas em gotas lipidicas e células especializadas. As folhas
dessecadas de C. citratus devem conter, no minimo, 0,5% de OE quando extraido por
hidrodestilagdo (Brasil, 2024), podendo alcangar rendimentos de até 2% devido a
ampla variagdo da composigado quimica em fungao da diversidade genética, habitat e
tratamento agronémico da cultura (Abdulazeez; Abdullahi; James, 2015).

Em relagdo a composi¢ao quimica, o OECL contém principalmente mono- e
sesquiterpenoides. Os componentes majoritarios sdo p geranial (ou trans-citral, a-
citral, citral A) e o isbmero Z denominado neral (ou cis-citral, B-citral, citral B), isbmeros
geomeétricos distintos, mas geralmente denominadas em conjunto como citral nos
estudos que descrevem suas atividades bioldgicas (Figura 8). O citral compreende 60
a 80% da composigao total do OECL (Adhikary et al., 2024; Kusuma et al., 2024).

Figura 8 - Estrutura quimica dos isémeros geranial (a-citral) e neral (B-citral).
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Fonte: A autora

O segundo componente em maior concentracdo € o mirceno, cuja produgao
esta fortemente relacionada a origem geografica da planta, podendo chegar a 25%.
Entretanto, diversos constituintes quimicos em menores concentragcbes ja foram

identificados no OECL (Figura 9). Dentre eles, borneol, geraniol, acetato de geranila,
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linalol, nerol, a-elemol, B-ocimeno, limoneno e citronelal (Dangol et al., 2023; Du et al.,
2024; Kusuma et al., 2024).

Figura 9 - Estrutura quimica de alguns constituintes encontrados no 6leo essencial de capim-limao.
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Fonte: A autora.

3.3.2 Propriedades Farmacologicas

O capim-limao tem um longo histérico de uso como tempero e aromatizante em
alimentos, sobretudo em paises do sudeste Asiatico, China e Caribe, devido ao seu
aroma citrico caracteristico (Du et al., 2024; Kusuma et al., 2024). Ja em paises como
Brasil, Cuba e india, ¢ utilizado popularmente para preparacdo de cha medicinal. No
Ayurveda, sistema de tratamento tradicional da india, o OECL é empregado no
tratamento da hipertensao, febre, doencas estomacais, inflamacdes relacionadas a
reumatismo, resfriados, gripes e afecgdes cutdaneas. Em paises tropicais e
subtropicais, a infusdo das folhas de capim-limao é amplamente utilizada para regular
a glicemia e lipidios séricos para prevenir diabetes, hipertensdo e obesidade (Du et
al., 2024; Kusuma et al., 2024).

Outras aplicagbes etnofarmacologicas do extrato de capim-liméo incluem:

tratamento de picada de insetos, tosse, cefaleia, anti-inflamatdério, antioxidante,
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analgésico, anticancerigeno, ansiolitico, hipnaético, anticonvulsivante, diurético,
antibacteriano, antifungico e antimalarico. Muitos desses efeitos terapéuticos ja foram
estudados e documentados, dando suporte as suas aplicagdes tradicionais em
cosméticos, produtos farmacéuticos, repelentes, inseticidas e perfumaria,
principalmente atribuidos ao alto teor de OE (Kiani et al., 2022; Kusuma et al., 2024;
Tibenda et al., 2022).

O citral, composto majoritario do OECL, € amplamente responsavel pelas
propriedades antibacterianas e antifungicas. Entretanto, isoladamente, possui menos
efeito comparado ao 6leo como um todo, devido ao efeito sinérgico dos demais
monoterpenoides (Kusuma et al., 2024; Mukarram et al., 2022). De forma geral, os
terpenoides presentes no OECL causam desestabilizacdo da membrana celular
bacteriana e induzem efeitos téxicos no citoplasma, resultando na degradacéo e lise
celular (Figura 10). Sugere-se que uma baixa concentracdo de OECL inibe o
crescimento e o desenvolvimento microbiano, enquanto uma concentragdo mais alta
torna a destruicdo irreversivel, levando a morte celular (Faheem et al., 2022;
Mukarram et al., 2022).

Figura 10 - Efeito antimicrobiano do 6leo essencial de capim-limao: sugestdo de mecanismo de agéo
em célula bacteriana.
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Em relagao aos fungos, o OECL pode atuar diretamente na bicamada lipidica,
formar um complexo de transferéncia de cargas, desestabilizando a membrana e
retardando a formacédo de esporos. Alguns constituintes do OECL apresentam
atividade antifungica significativa, como o geraniol e linalol (Mukarram et al., 2022).

Alguns microrganismos relevantes sensiveis aos OECL sao Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus (incluindo cepas resistentes a meticilina),
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Candida albicans e
Aspergillus niger (Dangol et al., 2023; Mukarram et al., 2022).

Além de antimicrobiano, o citral demonstrou ser um antioxidante eficaz tanto in
vivo quanto in vitro (Kusuma et al., 2024). No OECL, a atividade antioxidante é ainda
mais evidenciada devido ao efeito sinérgico de seus constituintes (Adhikary et al.,
2024).

Ainda, o OECL se destaca por suas propriedades anti-inflamatérias, também
atribuidas principalmente ao citral, que se mostrou capaz de reduzir significativamente
varios biomarcadores inflamatérios em células da pele humana e suprimir de forma
evidente a inflamacgao cutanea induzida por agentes quimicos, tanto por via topica
quanto oral, em modelos de camundongos (Tibenda et al.,, 2022). A acao anti-
inflamatodria esta diretamente relacionada as propriedades analgésicas e antipiréticas

do OECL, reconhecidas pelo uso popular (Kiani et al., 2022).
3.3.3 Uso Dermocosmético

Cosméticos sdo formulagbes tipicamente usadas externamente, ou seja,
aplicadas na pele, e destinadas para limpeza, embelezamento, promoc¢ao da
atratividade ou alteracdo da aparéncia sem afetar a estrutura ou fungdées do corpo.
Dermocosméticos ou cosmecéuticos sao produtos cosméticos que contém na
formulacdo ingredientes terapeuticamente ativos desenvolvidos para restaurar,
corrigir e tratar a saude da pele e seus anexos (Gupta et al., 2022).

O OECL possui grande relevancia na industria de cosméticos, especialmente
como aromatizante, devido a sua fragrancia citrica caracteristica. Mas além de
agregar caracteristicas organolépticas aos produtos, as propriedades bioativas do
OECL como antimicrobiano, antioxidante e anti-inflamatério, também o tornam um
promissor candidato para utilizagdo como agente ativo em produtos dermocosmeéticos
(Kusuma et al., 2024).
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Observagdes recentes mostram que uma das principais razdes para 0 processo
de envelhecimento e desenvolvimento de doencas cutdneas é a destruicao celular
causada pelo excesso de EROs (Kiani et al., 2022). Por meio de sua atividade
antioxidante, o OECL protege a pele contra os danos oxidativos aos componentes
celulares, atenuando a formagdo de rugas, o fotoenvelhecimento, a elastose, o
ressecamento e os processos de hiperpigmentacgao. Ainda, é capaz de inibir enzimas
como a colagenase, elastase e hialuronidase, que estdo envolvidas na quebra de
estruturas importantes da pele para manutencdo da hidratacdo e elasticidade
(Kusuma et al., 2024).

Ativos com atividade anti-inflamatéria também despertam atengao da industria
dermocosmeética, devido ao seu potencial de aliviar sintomas como vermelhidao,
edema e irritacbes decorrentes de condicbes inflamatorias da pele. Em 2014,
Boukhatem e colaboradores conduziram o primeiro estudo in vivo para avaliar o
potencial anti-inflamatério do OECL por via tépica, através do teste de edema de
orelha induzido por 6leo de créton. No total, 16 camundongos albinos suigos foram
divididos em 4 grupos: veiculo (controle negativo), 5 mg de gel topico de diclofenaco
sédico 1% (controle positivo) e OECL nas doses de 5 e 10 yL por orelha. A reagao
inflamatdria cutanea foi avaliada pela diferenca de peso entre a orelha tratada
(esquerda) e nao tratada (direita) de cada animal e pela analise morfolégica de
biépsias das orelhas. O OECL apresentou uma atividade anti-inflamatéria superior ao
controle positivo, pois reduziu o edema em 62,5% com 5 yL e em 75% com 10 L,
enquanto o controle positivo reduziu em 56,2%. Em concordancia, a microscopia dos
tecidos revelou uma reducgédo na espessura da orelha tratada com OECL, similar ao
uso de diclofenaco, confirmando seu efeito anti-inflamatério por via tépica.

Reforgando esses dados, Han e Parker (2017) avaliaram a atividade anti-
inflamatoéria do OECL em fibroblastos dérmicos humanos pré-inflamados. Foram
avaliados 17 biomarcadores que estdo intimamente relacionados aos processos de
inflamacéo e remodelacao de tecidos e o OECL inibiu significativamente 11 deles.
Observou-se também a inibicdo da producido do fator estimulante de colénias de
macrofagos, um biomarcador imunomodulador. Esses resultados sugerem que o
OECL é um bom candidato terapéutico para tratar inflamagéao cutaneas.

Posteriormente, Andrade e colaboradores (2023) desenvolveram um modelo
experimental humano para testar e avaliar as propriedades anti-inflamatérias do

OECL, utilizando o metilnicotinato como agente indutor de inflamagdo. O ensaio
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contou com 14 participantes, que fizeram aplicagdes diarias (manha e noite) no
antebrago, de duas formulagdes em gel: uma contendo OECL e outra branco. A
intervencao foi realizada de forma simples-cega, com o local ndo tratado servindo
como controle negativo. As respostas cutaneas foram medidas no dia da aplicagéo e
ap6s 14 dias, utilizando tecnologias nao invasivas, como perfusao local por laser,
medida de edema e perda de agua transepidérmica. Os resultados mostraram que os
locais tratados com OECL apresentaram um aumento significativo da hidratagéo
epidérmica superficial e profunda, além de uma resposta inflamatoria reduzida a
exposicao ao metilnicotinato, quando comparado ao branco. Os autores atribuem
esses efeitos a diminuicdo da producao de EROs e mediadores pro-inflamatérios,
fornecendo evidéncias claras de um efeito protetor do OECL aplicado topicamente.

Apesar das descobertas promissoras de alguns estudos, a aplicacdo de OEs
por via topica continua sendo um tema de debate, devido as preocupacgdes sobre a
seguranga e eficacia desses produtos. Um estudo conduzido por Lulekal e
colaboradores (2019) avaliou o potencial irritativo in vivo do OECL em pele de coelho.
Para isso, foi aplicada uma pomada a base de vaselina contendo 10% (p/p) de OECL
no dorso do animal e as caracteristicas dos locais foram observadas apos 24 h, 48 h,
72 h, 7 dias e 15 dias da aplicagdo, comparando com o controle (apenas vaselina).
Nenhuma evidéncia de irritagdo (edema, eritema) ou inflamacao foram visualizadas
durante o periodo de avaliagdo.

Em outro estudo, conduzido por Gandhi e colaboradores (2019), a irritagdo
cutanea do OECL também foi avaliada através da observacao visual da formacéao de
eritema apos 1 h, 24 h, 48 h e 72 h de aplicagao de um gel contendo microemulsao
de OECL na pele de ratos Wistar. Os resultados do estudo indicaram que a formulagao
nao provocou nenhum tipo de resposta irritativa na pele.

Além disso, o citral, composto majoritario do OECL, é considerado uma
substancia segura para ser utilizado como fragrancia em cosméticos, pois nao
apresenta genotoxicidade, fototoxicidade ou fotoalergenicidade e nao provoca
sensibilizagao cutdnea em concentragdes inferiores a 1400 ug/cm?. Também, nao é
considerado persistente, bioacumulativo e nem toxico, de acordo com os padrdes da
Associagao Internacional de Fragrancias (Api et al, 2020). Assim, tais dados
apresentados confirmam a seguranca do OECL para uso dermocosmeético.

Embora promissores, os OEs possuem algumas caracteristicas fisico-quimicas

desafiadoras para a industria, como alta volatilidade, a baixa estabilidade quimica
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(principalmente na presencga de ar, luz, calor e umidade) e baixa solubilidade em agua.
Ainda, o alto teor de hidrocarbonetos insaturados, como monoterpenos e
sesquiterpenos, o torna suscetivel a oxidacdo, reduzindo suas propriedades
funcionais e causando variagdes de aroma, o que diminui a vida util e qualidade dos
produtos. Deste modo, torna-se essencial a busca por solugdes estratégicas que

facilitem o uso dos OEs (Achagar et al., 2024; Silva; Beltrame; Ferrari, 2024).
3.4 NANOENCAPSULACAO
3.4.1 Caracteristicas Gerais

A crescente aplicagcdo da nanotecnologia em produtos de consumo,
especialmente cosméticos, esta impulsionando de maneira significativa as inovagdes
no cuidado da pele (Achagar et al., 2024). Atualmente, a nanoencapsulagédo tem se
destacado como a nanotecnologia mais adequada para melhorar a estabilidade,
solubilidade e biodisponibilidade de produtos naturais (Taouzinet et al., 2023).

A encapsulagdo é uma tecnologia que consiste no revestimento de
componentes liquidos, sélidos ou gasosos, utilizando um material encapsulante,
também conhecido como material de parede, formando assim particulas solidas. No
caso da nanoencapsulagdo, essas particulas possuem tamanho na ordem dos
nandmetros, sendo chamadas nanoparticulas (NP) (Silva; Beltrame; Ferrari, 2024).

Alguns estudos confirmam que sistemas nanoencapsulados podem ser mais
eficazes do que os sistemas convencionais (Skowronska; Bazylko, 2023). Na maioria
dos estudos, observa-se que a formagao de NP garante que o ativo alcance niveis
basais adequados para exercer seu efeito terapéutico, devido ao seu tamanho
reduzido, que aumenta a area superficial (Nhani et al., 2024 ). Outra grande vantagem
da nanoencapsulagéo € a liberagado controlada dos ativos, que prolonga sua interagao
com o tecido-alvo, maximizando os efeitos terapéuticos (Achagar et al., 2024). O
mecanismo de liberagdo controlada desses ativos consiste no seu deslocamento de
dentro das NP para o meio de aplicacado. Esse processo ocorre de forma gradual,
trazendo beneficios como a menor evaporacdo de ativos volateis, facilidade de
manuseio, reducao da fitotoxicidade e aumento da bioatividade (Albuquerque et al.,
2022).

Varias tecnologias de nanoencapsulagao estdo sendo exploradas e aplicadas,

como: emulsificacdo, coacervagao, complexo de inclusdo, evaporagcao de solvente,
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nanoprecipitagdo e extragao (Taouzinet et al.,, 2023). Também, varios sistemas
nanoencapsulados podem ser produzidos, incluindo nanocapsulas, hidrogéis,
nanoemulsoes, lipossomas, carreadores lipidicos nanoestruturados e diferentes tipos

de NP sdlidas como as inorganicas, lipidicas e poliméricas (Figura 11).

Figura 11 - Representagao esquematica dos principais sistemas nanoencapsulados.
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Fonte: Adaptado de Yammine et al., 2024.

Dentre elas, as nanoparticulas poliméricas (NPP) oferecem maiores vantagens,
pois s&0 mais acessiveis, versateis (ou seja, permitem a adaptagdo de suas
propriedades bioldgicas, fisicas e quimicas), sdo capazes de liberar compostos de

forma controlada e é possivel manipular suas caracteristicas (Adeyemi et al., 2023).

3.4.2 Nanoparticulas Poliméricas

As NPP podem ser classificadas como nanoesferas ou nanocapsulas (Figura
12), dependendo do método de obtencgao, tipo de polimero utilizado, caracteristicas
do material a ser encapsulado e objetivo desejado (Adeyemi et al., 2023; Dubey et al.,
2022). Nanoesferas séo sistemas continuos nos quais o ativo encontra-se disperso
uniformemente na matriz polimérica (Dubey et al., 2022). Nanocapsulas sao formadas
por uma membrana polimérica que reveste um nucleo contendo o ativo, protegendo-
o de fatores externos. As NPP possuem tamanho médio entre 10 e 1000 nm e

permitem a administragao topica ou sistémica. Além disso, sdo amplamente utilizadas,
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pois permitem encapsular ativos com tamanhos maiores e mais complexos, como 0s
OEs (Nhani et al., 2024).

As micelas poliméricas (Figura 12) também sdo exemplos de NPP do tipo
nanocapsulas, altamente tecnologicas e eficazes, que tem revolucionado a aplicagao
de ativos pela via tépica. Consistem em estruturas anfifilicas formadas por um nucleo
contendo o ativo lipossoluvel e envolto por uma mistura de tensoativo e polimero
hidrofilico. Podem variar em tamanho de 10 a 200 nm e permitem a utilizacdo de uma
ampla gama de ativos, pois possibilita a incorporagdo de compostos oleosos na
porcao interna, enquanto a porgado externa estabiliza o interior, protegendo do
ambiente hidrofilico. Dentre as vantagens das micelas podem ser citadas a alta
eficiéncia de encapsulacao, custo de produgdo razoavelmente baixo e tamanho de
particula reduzido (Nhani et al., 2024; Taouzinet et al., 2023).

Figura 12 - Representacéo ilustrativa dos tipos de nanoparticulas poliméricas.
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Tanto nanocapsulas como nanoesferas sao sistemas que controlam a liberagao
do ativo no tecido-alvo por uma combinagcdo de mecanismos de difusdo e erosao
(Figura 13). Essa liberagdo controlada depende de varios fatores, como tamanho de
particula, solubilidade, taxa de difusdo e taxa de biodegradagao do revestimento ou

matriz polimérica (Yousefi et al., 2024).
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Figura 13 - Mecanismos de liberagéo controlada de nanoparticulas poliméricas.
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A difusdo é o mecanismo de liberacdo mais comum, na qual as moléculas do
ativo se movimentam de acordo com o gradiente de concentragao, deslocando-se do
meio mais concentrado para o meio menos concentrado. Geralmente, quando ocorre
a difusdo, ha uma grande liberagao inicial do ativo, que diminui a medida que os
compostos ficam mais distantes da superficie das NP. A taxa de difusao diminui no
caso de particulas e moléculas maiores, revestimento espesso € meio viscoso,
retardando ainda mais a liberacdo (Yammine et al., 2024; Yousefi et al., 2024).

O mecanismo de erosdo ocorre quando o polimero sofre degradagédo ou é
solubilizado no local de acao, criando poros por onde extravasa o ativo. Esse processo
pode comegar na parte externa da particula (erosao superficial) ou de uma forma geral
(erosao em massa), frequentemente causada por enzimas ou hidrdlise quimica
(Weisany et al., 2022; Yousefi et al., 2024).

Em ambos os mecanismos, a taxa de liberacao pode ser controlada de acordo
com o polimero utilizado. Assim, para producao de NPP, é fundamental a selecdo do
polimero ou sistema de polimeros mais adequado, que garanta uma boa eficiéncia de
encapsulacdo, taxa de liberacdo desejada, manutencdo da bioatividade, alta

biodisponibilidade, biocompatibilidade e seguranga, além de baixa toxicidade e baixo
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custo (Adeyemi et al., 2023). Esses polimeros podem ter diferentes composigdes,
tamanhos, formas, porosidades e cargas, o que permite que suas propriedades
funcionais sejam adaptadas para aplicagbes especificas (Weisany et al., 2022).

Os polimeros utilizados podem ser biodegradaveis (naturais ou sintéticos) e
nao biodegradaveis (como poliacrilatos, poliestireno, poliacrilamida, polimetacrilato de
metila etc.). Entretanto, polimeros nao biodegradaveis apresentam algumas
limitagdes e riscos, como baixa absortividade e baixa compatibilidade com tecidos
corporais, toxicidade crénica, baixa capacidade de excrec¢do e indu¢ao de reacao
inflamatdria. Assim, os polimeros biodegradaveis, sobretudo de origem natural, vém
sendo mais atrativos para as industrias. Eles sao ainda classificados como
polissacarideos, proteinas ou lipidios (Figura 14) (Adeyemi et al., 2023; Yammine et
al., 2024).

Figura 14 - Principais polimeros utilizados na producao de nanoparticulas poliméricas.
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As proteinas derivadas de fontes vegetais e animais sdo consideradas boas
opg¢des como materiais de parede devido a sua ampla disponibilidade, facilidade de
modificagao, biodegradabilidade, biocompatibilidade e, geralmente, soluveis em agua.
No entanto, a maioria sado facilmente suscetiveis a mudancgas de pH, forga i6nica ou

temperatura, o que limita suas aplicacées. Em sistemas de liberagao controlada essas
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caracteristicas podem ser consideradas vantajosas, devido a capacidade de reter as
substancias ativas encapsuladas até serem liberadas por estimulos especificos, como
alteragdes de pH ou calor (Adeyemi et al., 2023; Yammine et al., 2024).

Os polissacarideos podem ser de origem vegetal, marinha ou microbiana.
Esses devem ser seguros, nao toxicos, soluveis em agua e pouco viscosos em altas
concentragbes. Comparadas as proteinas, as NPP a base de polissacarideos
apresentam melhor estabilidade térmica e sdo menos sensiveis a modificacdes
ambientais como pH ou forga idnica (Yammine et al., 2024).

Além dos polimeros, tensoativos e co-tensoativos, também chamados de
estabilizadores ou emulsificantes, podem ser necessarios para garantir maior
eficiéncia de encapsulacao, pois eles reduzem a tensao interfacial entre as fases dleo
e agua, formando emulsdes mais estaveis, e contribuem para diminui¢do do tamanho
das particulas (Yammine et al., 2024).

Os métodos de nanoencapsulagao sao categorizados em dois tipos: aqueles
baseados na polimerizagdo de mondmeros (que compreendem emulsdes, radical
controlado e técnicas de polimerizagao interfacial) e aqueles baseados na dispersao
de polimeros pré-formados (que incluem emulsificagdo-evaporacdo de solvente,
nanoprecipitagao, dialise, salting out e tecnologia de fluido supercritico) (Adeyemi et
al., 2023). A nanoencapsulacdo de substancias lipofilicas (como os OEs) é
comumente obtido por técnicas como coacervagdo e emulsificagdo, seguido por

técnicas de secagem como spray-drying e liofilizagao (Yousefi et al., 2024).
3.4.3 Nanoencapsulacéo de Oleos Essenciais

Embora a nanoencapsulagdo nao seja mais considerada uma técnica
inovadora na comunidade cientifica, o avango significativo do uso dos OEs tem
contribuido para o desenvolvimento de NP contendo este ativo, como forma de
melhorar suas caracteristicas fisico-quimicas e o potencial terapéutico. A
nanoencapsulacao é uma estratégia promissora para facilitar e aprimorar o uso de OE
pela industria, oferecendo inumeras vantagens como mostra a Figura 15 (Mssillou et
al., 2025; Yousefi et al., 2024).
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Figura 15 - Vantagens da nanoencapsulagéo de 6leos essenciais.
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Frequentemente sdo utilizados polimeros hidrofilicos para encapsular OEs,
pois facilita sua solubilidade em agua, superando assim uma de suas limitagdes. Além
disso, melhora a biodisponibilidade e possibilita o uso de doses menores para atingir
as propriedades terapéuticas desejadas (Yousefi et al., 2024). Dentre eles, os
polissacarideos sao preferiveis, por serem geralmente seguros, nao toxicos,
biodegradaveis, soluveis em agua, pouco viscosos em altas concentragdes e de baixo
custo devido a sua abundancia na natureza. Também apresentam melhor estabilidade
térmica e menor sensibilidade a mudangas ambientais. Analisando os estudos ja
publicados, os polissacarideos como maltodextrina, quitosana, pectina, alginato e
goma arabica sao os polimeros mais utilizados e com resultados mais promissores na
nanoencapsulacdo de OEs, pois atendem as caracteristicas mencionadas para
formacao de uma NP ideal (Yammine et al., 2024).

As proteinas também sao consideradas boas candidatas para nanoencapsular
compostos lipofilicos, pois sdo amplamente disponiveis, faciimente modificaveis, de
baixo custo, biodegradaveis, biocompativeis e soluveis em agua. No entanto, sdo mais
suscetiveis a mudancgas no pH, forca ibnica ou temperatura, o que limita sua aplicagao
no caso dos OEs (Yammine et al., 2024).

Geralmente, o processo de nanoencapsulacdo de compostos liquidos e
lipofilicos, como os OEs, consiste em duas etapas: uma técnica de
incorporagao/retencéo do 6leo em nanocarreadores poliméricos dispersos em agua
(ex.: nanoemulsificagdo, coacervagao, polimerizagao interfacial, nanoprecipitagao,
extrusao e gelificacao ibnica), seguido de uma técnica de secagem para converter a
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disperséo (liquida) em NP sdlidas (ex.: liofilizagao, evaporagao de solvente, tecnologia

de fluido supercritico e spray-drying) (Adeyemi et al., 2023; Weisany et al., 2022).
3.4.3.1 Nanoemulsdes

A emulsificacdo é uma técnica eficiente para obter nanocapsulas do tipo
micelas, com diferentes tamanhos e caracteristicas fisico-quimicas. Esses sistemas
emulsificados, que formam micelas de tamanho geralmente inferior a 200 nm, séo
denominados nanoemulsdes (NEs) (Mssillou et al., 2025; Pandey; Bawiskar; Wagh,
2024; Preeti et al., 2023). Nos ultimos anos, o uso de sistemas baseados em NEs para
a entrega de ingredientes bioativos lipofilicos na pele tem atraido grande interesse,
pois melhora sua estabilidade fisico-quimica, aumenta a biodisponibilidade, bem como
a permeabilidade transdérmica (Nasr et al., 2022).

Através de NEs, é possivel encapsular substancias lipofilicas ou hidrofilicas,
possibilitando o emprego desta tecnologia para uma ampla gama de ingredientes
ativos (Mssillou et al., 2025; Pandey; Bawiskar; Wagh, 2024). Além disso, o tamanho
reduzido das micelas reduz as forgas gravitacionais e o movimento browniano,
prevenindo a floculagdo, cremeacdo ou sedimentacdo das particulas durante o
armazenamento, fazendo com que o sistema permaneca estavel por mais tempo em
comparagao com as emulsdes convencionais (Preeti et al., 2023).

NEs sao dispersdes coloidais, transparentes ou translucidas, compostas por
uma combinagao ideal de tensoativo/co-tensoativo, 6leo e agua (Chavda et al., 2024,
Nhani et al., 2024). Consistem em duas fases imisciveis, com uma fase dispersa que
fica distribuida em uma fase continua, e um agente emulsificante na interface dentre
elas (Yammine et al., 2024). A fase dispersa pode ser oleosa, formando assim uma
emulsdo do tipo 6leo em agua (O/A), ou pode ser uma solugéo aquosa, formando uma
emulsdo do tipo agua em dleo (A/O). Emulséo do tipo O/A é mais adequada para a
encapsulacao de OEs, pois as goticulas de 6leo ficam incorporadas na fase dispersa,
protegidas de fatores externos pela fase continua (Yammine et al., 2024).

Embora as NEs sejam estabilizadas por tensoativos, sua estabilidade pode
diminuir com o tempo de armazenamento, o que consequentemente limita seu
potencial funcional. Uma estratégia para aumentar a estabilidade e melhorar a
aplicabilidade das NEs ¢é modificar as propriedades superficiais das micelas
empregando um revestimento polimérico (proteinas, lipidios ou polissacarideos). Ao

utilizar essa abordagem, sdo formadas emulsées de dupla camada, nas quais um
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tensoativo é inicialmente empregado para criar um nucleo “primario”, seguido pela
adsorcdo do polimero na superficie das goticulas, formando uma camada

emulsificante “secundaria” (Figura 16) (Nasr et al., 2022).

Figura 16 - Representagao esquematica dos tipos de nanoemulsdes.
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Fonte: A autora via BioRender Templates.

Para o desenvolvimento de uma NE, combinacbes muito especificas de
ingredientes e condi¢cdes de preparo produzem sistemas eficientes e estaveis. Deve-
se considerar diversos fatores como: tipo de mistura de 6leo-tensoativo, concentracao
dos ingredientes, propor¢ao de tensoativo:6leo ou tensoativo:agua, e as condi¢cdes ou
temperatura exigidas para emulsificagao (Preeti et al., 2023).

O uso de componentes biocompativeis e biodegradaveis reduz a possibilidade
de toxicidade e imunogenicidade, tornando as NEs seguras para uso humano (Chavda
et al., 2024). Como tensoativos, sdo preferiveis os nao idnicos como Tween®
(polissorbato), Span® (éster de sorbitano), lecitina ou saponinas, devido a sua menor
toxicidade em relacdo aos seus equivalentes anibnicos e catidbnicos. Também, a
adicdo de um co-tensoativo (como alcoois de cadeia curta e polidis), pode ser
empregado para melhorar as caracteristicas da NE, pois eles ajudam a reduzir a
tensado interfacial, aumentando a difusdo e a miscibilidade entre as fases. Ja os
polimeros mais utilizados em NEs contendo OEs incluem polissacarideos com alta
solubilidade em agua e propriedades emulsificantes, como alginato de sodio e goma
arabica (Jamir et al., 2024; Preeti et al., 2023; Yammine et al., 2024).

Além da composi¢ao, o método de preparo € essencial para se obter uma NE
estavel. O tamanho extremamente pequeno das micelas confere alta estabilidade

cinética ao sistema. Entretanto, a formacao de NEs n&o ocorre de forma espontanea,
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sendo necessario o emprego de energia (Mohd-Setapar et al., 2022; Preeti et al.,
2023). Para isso, podem ser utilizados métodos de emulsificagdo de baixa ou alta
energias. Os métodos de baixa energia incluem temperatura de inversao de fase,
composi¢ao de inversédo de fase, ponto de inversdo de emulséo, autoemulsificagao
nanoestruturada e emulsificagao por deslocamento de solvente. Ja os métodos de alta
energia incluem homogeneizagao de alta pressao, ultrassonicacao e microfluidizagao
(Jamir et al., 2024; Preeti et al., 2023).

Os meétodos de alta energia tém como vantagem a possibilidade de usar
concentracbes menores de tensoativo. Estudos tém mostrado que o uso de
tensoativos em maiores concentragdes favorecem a formacao de micelas de tamanho
reduzido. No entanto, eles podem causar toxicidade e reagdes de hipersensibilidade.
Por isso, tem-se favorecido o uso minimo de tensoativos para garantir o perfil de
seguranca de NP para uso humano (Jamir et al., 2024).

Em comparagdo com os demais métodos de alta energia, a ultrassonicagao é
a que utiliza menos energia e exige menor concentracdo de tensoativo. Nesse
meétodo, utiliza-se um equipamento chamado sonicador, que possui uma sonda que
emite ondas ultrassonicas de alta frequéncia (> 20 kHz) ao ser imersa em um meio
liquido. Essas ondas causam intensas forcas de cisalhamento disruptivas devido a
cavitagao continua, que consiste na formacao seguida do colapso de microbolhas de
ar formadas durante o processo. Como resultado, as goticulas de éleo se fragmentam,
diminuindo de tamanho para a faixa nanométrica (Figura 17). Com a manipulagao da
amplitude, do tempo de sonicagado, da frequéncia e da composi¢cao da emulsao,
diferentes tamanhos de goticulas podem ser obtidos (Jamir et al., 2024; Preeti et al.,
2023; Yammine et al., 2024).
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Figura 17 - Representagao esquematica do preparo de nanoemulséo pelo método de ultrassonicagao.
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Fonte: A autora via BioRender Templates.

Por homogeneizagdo de alta pressdo, a NE €& formada através de um
homogeneizador de alto cisalhamento, que forga a emulsdo a passar através de uma
abertura estreita, em alta velocidade e pressdo (100-2000 bar ou 500-5000 psi),
diminuindo o tamanho das goticulas (Figura 18) (Yammine et al., 2024). Essa
tecnologia permite a preparagao de grandes volumes de NEs. No entanto, a principal
limitacdo é o aquecimento rapido das amostras devido a alta pressao aplicada e ao
uso de entrada de energia elevadas, limitando o uso para formulagbes com ativos

volateis ou termossensiveis, como os OE (Jamir et al., 2024).

Figura 18 - Representagédo esquematica do preparo de nanoemulséo pelo método de homogeneizagao
de alta presséo.
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Na microfluidizacdo, utiliza-se um equipamento chamado microfluidizador,
onde a emulsdo passa sob alta pressdo através da bomba intensificadora e é
direcionada para uma camara de interagdes composta por microcanais com forgas
disruptivas intensas. A redugao do tamanho das goticulas ocorre por atrito, impacto,
cisalhamento hidraulico, choque, cavitagao e turbuléncia, simultaneamente (Figura
19). Para se obter NEs com tamanho de particulas homogéneo, o procedimento &
repetido varias vezes até alcangar o tamanho desejado (Jamir et al., 2024; Yammine
etal., 2024).

Figura 19 - Representagdo esquematica do preparo de nanoemulséo pelo método de microfluidizagao.
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Fonte: adaptado de Microfluidics (Disponivel em: https://www.microfluidics.fr/homogeneisateurs-
hautes-pressions-versus-microfluidizer/ Acesso em: 05 jan. 2024).

3.4.3.2 Técnica de Spray-Drying

Apos a emulsificagao, sao frequentemente empregadas técnicas de secagem,
como liofilizagdo, spray-drying, leito fluidizado e spray-cooling, para produzir NP na
forma de p6 (Mohd-Setapar et al., 2022). A escolha da técnica € uma etapa importante,
pois depende das propriedades do material de parede e do composto ativo, bem como
do tamanho, formato e caracteristicas fisico-quimicas desejadas no produto final
(Yousefi et al., 2024).


https://www.microfluidics.fr/homogeneisateurs-hautes-pressions-versus-microfluidizer/
https://www.microfluidics.fr/homogeneisateurs-hautes-pressions-versus-microfluidizer/

54

A técnica de spray-drying, ou secagem por atomizagao, se destaca entre as
demais técnicas de secagem, sendo a mais escolhida para encapsulagdo de OEs
(Silva; Beltrame; Ferrari, 2024; Weisany et al., 2022; Yammine et al., 2024). Isso se
deve a sua alta capacidade de retengdo de compostos volateis, baixo custo
operacional e facilidade de obtengao e escalonamento, pois € um processo continuo
de uma unica etapa que utiliza um equipamento de facil manuseio chamado spray-
dryer (Silva; Beltrame; Ferrari, 2024; Strojewski; Krupa, 2022; Yousefi et al., 2024).

Para isso, uma emuls&do ou suspensao € aspirada por uma bomba peristaltica
e injetada em uma camara aquecida por um fluxo de ar quente, através de um bico
atomizador que forma pequenas goticulas. Ao entrar em contato com o ar quente, a
fase continua das goticulas da emulsdo (geralmente agua) evapora rapidamente,
solidificando o revestimento polimérico das micelas e formando particulas sélidas com
0 agente ativo aprisionado no nucleo. Essas particulas passam por uma regiao do
spray-dryer chamada ciclone, onde uma corrente de ar circular empurra-as em diregao
as paredes do equipamento devido a forga centrifuga, e se depositam no fundo da
camara de secagem ou no receptor, onde sdo coletadas na forma de um pé fino

(Figura 20) (Pinon-Balderrama et al., 2020; Silva; Beltrame; Ferrari, 2024; Yammine

etal., 2024).

Figura 20 - Representacdo esquematica da técnica de spray-drying utilizando um equipamento spray-

dryer convencional.
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Fonte: Adaptado de Silva; Beltrame; Ferrari, 2024.
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A principal desvantagem do spray-drying € a alta temperatura aplicada. Por
isso, os estudos investigam a composi¢do adequada da emulséao (tipo de polimero,
proporgao polimero:ativo, solvente, sistema tensoativo) e os parametros operacionais
(temperaturas de entrada e saida de ar, fluxo de ar, fluxo de alimentacédo, velocidade
ou pressao de atomizagao, concentragao da formulagdo de alimentagdo, geometria
da camara) que devem ser utilizados, a fim de proteger compostos volateis e sensiveis
ao calor, como os OEs (Plati; Paraskevopoulou, 2022; Silva; Beltrame; Ferrari, 2024).

Em relacdo a composicdo da emulsdo, algumas caracteristicas como
distribuicdo do tamanho das goticulas e viscosidade sao parametros importantes e,
geralmente, determinadas pelo polimero e tensoativo empregados. Como discutido
anteriormente, durante a formulagdo da emulsdo, deve-se priorizar a escolha de
polimeros biodegradaveis, com alta solubilidade em agua, agdo emulsificante, baixa
viscosidade em altas concentragdes, capacidade de retengdo de compostos volateis
e propriedade formadora de filme (Plati; Paraskevopoulou, 2022).

Uma emulséo viscosa dificulta a formagé&o das goticulas, exigindo mais energia
para atomizagcdo e maior temperatura para secagem. A adicdo de tensoativos
apropriados auxiliam na reducdo da tensdo superficial, resultando em goticulas
menores. Também, estima-se que para uma atomizacdo adequada, a formulagcao
deve conter menos que 30% de solidos (Strojewski; Krupa, 2022).

Sobre os parametros operacionais, € necessario otimizar as condi¢coes de
secagem. A temperatura de entrada na cédmara de secagem € a condigdo mais
importante por ser a unica que pode ser controlada diretamente pelo operador. Em
geral, temperaturas de entrada abaixo de 100 °C nao sao suficientes para secagem
total, enquanto que acima de 170 °C podem causar uma secagem mais rapida do
material da parede em comparagao ao nucleo, o que pode produzir fissuras e poros
nas superficies das particulas, levando ao extravasamento do nucleo (Silva; Beltrame;
Ferrari, 2024; Yammine et al., 2024).

Além disso, particulas formadas em temperaturas elevadas tendem a ser
maiores que aquelas formadas em temperaturas mais baixas, pois a evaporagcao
imediata do solvente leva a aglomeragao e coalescéncia das particulas (Strojewski;
Krupa, 2022). Mas apesar das altas temperaturas requeridas, o nucleo permanece
abaixo de 40 °C devido ao curto tempo de exposicao e a rapida solidificagao das
particulas (Premijit et al., 2022).
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Também, uma maneira de prevenir ou minimizar 0 superaquecimento das
particulas dentro da camara de secagem e garantir a encapsulagédo eficiente, é
atomizar a emulsao usando um bico de alta pressao, que quebra rapidamente o fluxo
liguido em goticulas esféricas finas, enquanto o ar de atomizagao é introduzido
separadamente no injetor (Yousefi et al., 2024).

Geralmente, as particulas obtidas pela técnica de spray-drying apresentam
estrutura amorfa, formato esférico e grande area superficial devido ao pequeno
tamanho. Essas caracteristicas estdo relacionadas com uma melhor solubilidade e
aumento da biodisponibilidade. Assim, permite a obtengao de sistemas complexos de

liberagao controlada e estaveis por um longo periodo (Strojewski; Krupa, 2022).
3.4.3.3 Nano Spray-Drying

Mais recentemente, foi desenvolvida uma nova geragdo de equipamentos,
chamados de nano spray-dryers. Em 2009, a Blchi Labortechnik AG (Flawil, Suica)
langou o primeiro nano spray-dryer (B-90) capaz de produzir NP, ou seja, particulas
com diametro inferior a 1 um (Li et al., 2010; Strojewski; Krupa, 2022).

A formacéao de particulas em escala nanométrica é particularmente interessante
no caso da encapsulacdo de OEs, pois pode melhorar a solubilidade,
biodisponibilidade e as caracteristicas de liberagao. Outros beneficios da técnica de
nano spray-drying incluem sua alta eficiéncia de encapsulagao, 6timo rendimento,
simplicidade de operacao e producdo de particulas altamente estaveis, além da
facilidade de escalonamento e producdo em massa (Ghosh, Vijayalakshmi;
Mukherjee; Chandrasekaran, 2013; Weisany et al., 2022).

Na nanoencapsulagao por nano spray-drying, a selecdo do material de parede
adequado é tdo importante quanto para o spray-drying convencional, pois o polimero
escolhido vai garantir a formagéo de particulas com didametro nanométrico. Para isso,
polissacarideos como goma arabica, ciclodextrinas e maltodextrinas, assim como
proteinas como whey, caseinato de sédio e proteina de soja, tém sido empregados
(Ghosh, Vijayalakshmi; Mukherjee; Chandrasekaran, 2013; Weisany et al., 2022).

O principio da técnica de nano spray-drying € semelhante a técnica
convencional. Entretanto, algumas diferengas entre os equipamentos utilizados estao

listadas no Quadro 2.



Quadro 2 - Diferengas entre o spray-dryer convencional e nano spray-dryer.

Caracteristicas Spray-dryer Nano spray-dryer
Solugao Solugao
Formulagao de . ~
. _ Suspensao Nanosuspensao
alimentacao
Emulsao Nanoemulsao
Agua, solventes organicos,
Solventes .
solugdes agua-solvente organico
Volume minimo 30 mL 2mL
Temperatura maxima 220 °C 120 °C
Tamanho de particula 2-100 pym 0,2-5 ym
Distribuicdo de tamanho )
Amplo Estreito
das particulas
Fluxo do ar de secagem Turbulento Laminar

Atomizador

Hidraulico, pneumatico,

ultrassénico

Piezoelétrico

Coleta das particulas

Ciclone

Coletor eletrostatico

Rendimento

50-70%

70-90%

Fonte: adaptado de Strojewski; Krupa, 2022.

Para preparagao de NP por nano spray-drying, vale destacar que, inicialmente,
deve-se preparar uma NE (descrita no item 3.4.3.1) ou uma nanosuspensao para a
alimentacdo do equipamento, o que difere do spray-drying convencional, em que
podem ser utilizadas emulsdes e suspensdes convencionais. Além disso, durante o
processo de atomizagao, o tamanho das particulas vai depender principalmente da

formacgao de goticulas de tamanho reduzido (Arpagaus et al., 2018; Strojewski; Krupa,

2022).

A Figura 21 apresenta o equipamento Nano Spray Dryer B-90 HP, da Buchi

Labortechnik, e um esquema geral do seu funcionamento. Os detalhes do processo

estdo minuciosamente detalhados a seguir.
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Figura 21 - Imagem do Nano Spray Dryer B-90 e representagdo esquematico do seu funcionamento.
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Fonte: Adaptado de Bichi Labortechnik Nano Spray Dryer B-90 HP Operation manual (2016).
Disponivel em: https://www.buchi.com/pt/produtos/instrumentos/nano-spray-dryer-b-90-hp Acesso em:
10 jan. 2025.

Para produzir goticulas menores, o nano spray-dryer possui uma malha
vibratéria com nebulizadores e um coletor de particulas eletrostatico, que permite a
obtencédo de particulas em escala nanométrica. Essa malha (Figura 22), contém
diversos orificios de 4,0 ym, 5,5 ym ou 7,0 um de didmetro e um atuador piezoelétrico
que gera vibracdes de alta frequéncia, variando de 80 a 140 kHz. Essas vibragdes
deformam a malha, fazendo-a se mover rapidamente para cima e para baixo,
preenchendo os orificios com fluido e ejetando as goticulas para dentro da camara de
secagem. Isso resulta na formagao de aproximadamente 100 milhdes de goticulas por
segundo que, depois de secas, formam particulas com didmetro de 0,2 a 5 uym
(Arpagaus et al., 2018; Jayaprakash et al., 2023; Strojewski; Krupa, 2022).
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Figura 22 - Malha vibratéria com nebulizadores do Nano Spray Dryer B-90, responsavel pela

atomizagao das goticulas.
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Fonte: Adaptado de Arpagaus et al., 2018.

A camara de secagem se encontra na vertical, onde percorre o ar quente em

fluxo laminar, com uma velocidade de cerca de 0,05 a 0,1 m/s ou 80 a 160 L/min, que

direciona as NP para a o coletor eletrostatico localizado no fundo da camara de

secagem. O coletor de particulas eletrostatico (Figura 23) consiste em um eletrodo de

descarga em forma de estrela (catodo) e um eletrodo coletor cilindrico (dnodo). Uma

alta tensdo (15 - 17 kV) no eletrodo coletor garante uma alta eficiéncia de separagéo

das particulas do ar de secagem (até 99%), mesmo para pequenas amostras. Isso

minimiza a adesao das particulas as paredes laterais e garante uma maior eficiéncia

na coleta das NP na superficie do eletrodo coletor (Arpagaus et al., 2018; Jayaprakash

et al., 2023; Strojewski; Krupa, 2022).

Figura 23 - Principio de funcionamento do coletor de particulas eletrostatico.
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Pela técnica de nano spray-drying, também é possivel manipular as
caracteristicas das NP através da otimizagdo da formulacdo de alimentacdo e dos
parédmetros criticos do processo. Assim como o Spray-drying convencional, a
viscosidade da formulacdo deve ser considerada, pois liquidos viscosos tém
dificuldade em passar pela malha, causando formacao irregular de goticulas ou até
mesmo bloqueando sua passagem. O uso de solventes organicos, como etanol, pode
auxiliar na redugdo do tamanho das goticulas por reduzir a tensdo superficial,
viscosidade e densidade, e ainda facilitar a secagem devido a maior volatilidade em
comparagao com a agua. Além disso, a concentragao de solidos na formulagao
utilizada no nano spray-drying deve ser inferior a 1% (m/v). Por isso, em alguns casos,
pode ser necessario diluir a formulagéo antes passar no equipamento (Arpagaus et
al., 2018; Jayaprakash et al., 2023; Strojewski; Krupa, 2022).

Em relagdo aos parametros criticos, esses influenciam diretamente na
morfologia, estabilidade e eficiéncia de encapsulagao, que incluem:

1) Tamanho da malha: o diametro dos orificios da malha impacta no tamanho das NP
sélidas de forma diretamente proporcional.

2) Intensidade da taxa de atomizacdo: o aumento na taxa de pulverizagcdo causa uma
maior frequéncia de oscilacdo, formando mais goticulas por unidade de tempo.

3) Taxa de fluxo de ar: 0 aumento no fluxo de ar leva ao aumento da temperatura de
saida, o que pode diminuir o rendimento na nanoencapsulagdo de ativos volateis e
termossensiveis.

4) Temperatura do ar de secagem: baixas temperaturas resultam em NP mais
compactas, enquanto a secagem rapida gera NP ocas. A temperatura de entrada
(selecionada pelo operador), também influencia diretamente na temperatura de saida.
O nano spray-dryer apresenta uma ampla faixa de temperatura de saida, variando
entre 28 e 59 °C, comparativamente mais baixas que o spray-dryer convencional, uma
vantagem para a encapsulagao de OEs (Arpagaus et al., 2018; Jayaprakash et al.,
2023; Strojewski; Krupa, 2022).

Em resumo, o nano spray-drying € uma tecnologia mais inovadora para
producao de NP com alta eficiéncia de encapsulagao (devido a formagao de goticulas
através da malha vibratoria), alta estabilidade (requer temperaturas menores) e alto
rendimento (maior recuperacdo do pé com o coletor de particulas eletrostatico).
Sendo assim, torna-se uma técnica muito promissora e mais atrativa que o spray-

drying convencional para encapsular compostos ativos mais sensiveis, como os OEs.
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Em nivel industrial, a viabilidade de producdo em larga escala tem despertado

interesse, especialmente nos setores farmacéutico, alimenticio e cosmético.
3.4.4 Nanoencapsulacdo Aplicada a Cosméticos

A nanotecnologia revolucionou o desenvolvimento de produtos em varias
areas, especialmente nas industrias cosmética e farmacéutica (Pandey; Bawiskar;
Wagh, 2024). Diversos tipos de sistemas nanoencapsulados tém sido propostos para
utilizacdo em produtos de uso topico, com objetivo de superar o principal desafio na
entrega de ativos através da pele: atingir camadas cutdneas mais profundas. As
formulacdes convencionais de uso topico (suspensoes, solugdes, géis, aerossois, pod
e emulsdées), embora bem aceitas, atuam de forma mais superficial, o que pode
prejudicar a eficacia de certos tratamentos (Achagar et al., 2024; Mohd-Setapar et al.,
2022).

O tamanho reduzido das NP e a possibilidade de manipular as caracteristicas
de produtos com propriedades terapéuticas, possibilitam que esses ativos alcancem
a camada cutanea desejada, tenham um efeito mais prolongado e diminua os efeitos
adversos, mantendo a eficacia (Pandey; Bawiskar; Wagh, 2024). As NP conseguem
penetrar na pele através dos anexos cutaneos, ou seja, pelas glandulas e pelos
foliculos pilosos, e por penetragao direta através da camada cérnea (Figura 24). Além
disso, a encapsulacao de ativos hidrofébicos com polimeros hidrofilicos, facilitam a
penetracdo tanto da camada coérnea (hidrofébica) quanto das glandulas sudoriparas
(hidrofilicas) (Mohd-Setapar et al., 2022).

Figura 24 - Mecanismos de penetracao cutanea das nanoparticulas.

Poros das
glandulas

sudoriparas  Intercelular Intracelular

Created in BioRender.com bio

Fonte: A autora via BioRender Templates.
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Devido a essas caracteristicas, o uso de ativos nanoencapsulados
proporcionam o desenvolvimento de cosméticos multifuncionais e de alto
desempenho (Nhani et al., 2024). Um exemplo do emprego da nanotecnologia em
cosmeéticos, € a producido de protetores solares com melhor textura e visualmente
transparentes, mas que bloqueiam efetivamente a RUV. O uso de NP de 6xido de
zinco ou didxido de titanio fornecem protecdo UV de amplo espectro sem deixar
aquele aspecto branco na pele, melhorando a aceitabilidade do consumidor (Pandey;
Bawiskar; Wagh, 2024).

Outros exemplos sao as formulagcées dermocosmeéticas, que além de melhorar
a estética, também possuem propriedades terapéuticas, como a prevencéo do cancer
de pele, tratamento de feridas e queimaduras, combate ao fotoenvelhecimento,
antiacne e clareamento de manchas. O uso de NP permite administragcao de doses
menores e mais seguras dos ativos, sem alterar seu efeito, garantindo a seguranca
do consumidor. Isso se deve a outra grande vantagem da nanoencapsulacao de
ativos, que é a liberacéo controlada (Nhani et al., 2024).

Embora a incorporagédo da nanotecnologia em produtos cosmeéticos apresente
diversos beneficios, ainda ha preocupacdes sobre a seguranga das NP. A possivel
toxicidade dos tensoativos e dos polimeros utilizados para revestimento das NP, bem
como seu tamanho nanomeétrico, levantam questdes de possivel absorgéo sistémica
e potenciais interagdes bioldgicas inesperadas no corpo humano. Por isso, tem-se
dado prioridade ao uso de NP compostas por produtos naturais e biocompativeis
(Nhani et al., 2024; Pandey; Bawiskar; Wagh, 2024).

Diante desse contexto, a nanoencapsulagao do OECL apresenta-se como uma
estratégia promissora para contornar limitagdes relacionadas a sua elevada
volatilidade e instabilidade fisico-quimica, além de possibilitar maior controle sobre a
liberacdo de seus compostos bioativos. Embora o OECL apresente propriedades
biolégicas de interesse para aplicagcédo tépica, ainda sado necessarios estudos que
avaliem sua utilizacdo em sistemas nanoestruturados destinados a aplicacao
dermocosmeética, considerando ndo apenas suas caracteristicas fisico-quimicas e
estabilidade, mas também seu comportamento de permeacgao cutanea, atividade
biolégica e seguranca celular. Nesse sentido, a obtengcdo de uma nanoemulséo
contendo OECL, seguida da produgéo de nanoparticulas poliméricas por nano-spray
drying, pode constituir uma abordagem capaz de associar as vantagens dos sistemas

nanoestruturados a protecéo proporcionada pela matriz polimérica.
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4 MATERIAIS E METODOS
41 MATERIAIS

O composto ativo estudado foi o 6leo essencial de capim-limao (OECL) (65,8%
de citral) e o polimero empregado como material de parede foi a goma arabica (GA),
ambos gentiimente doados pela Quinari (Ponta Grossa, Parana, Brasil). O
polissorbato 80 (Tween® 80, Sigma Aldrich, EUA) foi utilizado como tensoativo. O
padrao de citral foi fornecido pela Geroma do Brasil (Ponta Grossa, Parana, Brasil).
Para as analises por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE), empregaram-se
agua ultrapura (Milli-Q®, Merck Millipore, Alemanha) e metanol grau HPLC (Merck,
Alemanha). Para as analises in vitro, foram utilizados 1,1-difenil-2-picril-hidrazil
(DPPH"),  2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina  (TPTZ), acido  6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) e albumina sérica bovina (ASB), adquiridos
da Sigma-Aldrich (EUA). O diclofenaco sédico, utilizado como controle positivo no
ensaio de desnaturagao de proteinas, foi adquirido em uma farmacia local de Ponta
Grossa, Parana, Brasil. O brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT), o meio de cultura RPMI 1640 e os antibidticos penicilina e estreptomicina foram
utilizados no ensaio de viabilidade celular. A pele suina utilizada nos ensaios de
permeacao cutanea foi gentiimente doada pela Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG, Brasil). Os demais reagentes e solventes utilizados apresentavam

grau analitico.

4.2 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO PARA QUANTIFICAGAO
DO CITRAL POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA (CLUE)

Para quantificacdo de OECL, o citral foi utilizado como um padrao/marcador
para estimar a quantidade de OECL nas amostras. Para isso, foram realizadas
analises de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) em cromatégrafo UHPLC
(Shimadzu, Nexera X2, Japao), equipado com detector de arranjo de diodos (DAD)
(SPD-M20A), bomba quaternaria (LC-30AD), desgaseificador (DGU-20A5RA),
injetor/amostrador automatico (SIL-30AC, volume de injegao: 1 pl) e comunicador
(CBM-20A), controlado pelo software Labsolution versao 5.73. Foi utilizada uma
coluna analitica de fase reversa C18 (Acquity UPLC HSS T3, Waters, 1,8 um, 2,1 mm
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X 50 mm). A separagao cromatografica foi realizada em fluxo isocratico, com fase
movel composta por metanol:agua (95:5, v/v), a um fluxo de 0,3 mL/min e temperatura
de 26 °C. As amostras analisadas foram filtradas usando um filtro de seringa de nylon
(0,22 um, Filtrilo, Brasil). A detecgéo do citral foi feita na regido do UV, no comprimento
de onda de 233 nm. A concentracao do citral foi calculado em relagao a uma curva de
calibragcdo padrao em uma faixa de concentragao de 9,3-33,48 pg/mL com seis niveis
de concentracgédo e inje¢cdes em triplicata para cada nivel. Para isso, foi preparada uma
solugdo estoque com 93 pg/mL de citral padrdo em cloroférmio. As diluicdes
subsequentes foram realizadas em metanol grau HPLC.

O método de CLUE desenvolvido foi validado de acordo com a Resolugao da
Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, n® 166, de 24 de julho
de 2017 e International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 2023), por meio de testes de seletividade,
precisdao, exatiddao e robustez. O tratamento estatistico da validacdo analitica foi

realizado seguindo o Guia n°® 10, de 30 de agosto de 2017.

4.3 DESENVOLVIMENTO DAS NANOEMULSOES CONTENDO OLEO
ESSENCIAL DE CAPIM-LIMAO

As nanoemulsdes (NEs) foram preparadas com base nos métodos descritos
por Bashir et al., 2024 e Taktak et al., 2022. Foi aplicada uma otimizagdo multivariada
para determinar a condi¢do ideal para produzir uma NE 6leo em agua (O/A) estavel
contendo OECL. As variaveis selecionadas foram: concentracdo de GA, proporcao
OECL:GA e proporgao OECL:polissorbato 80 (Tabela 1).

Tabela 1 - Proporgdes e quantidades dos componentes das formulagdes testadas para preparo das
nanoemulsoes.

Amostra OECL Etanol GA Agua OECL:polissorbato 80
(9) (mL) (9) (mL) (m/m)
NE1 0,4 4 1 10 1:1
NE2 0,4 4 1 10 1:2
NE3 0,4 4 1 10 1:3
NE4 0,4 4 2 10 1:1
NE5 0,4 4 2 10 1:2
NE6 0,4 4 2 10 1:3

Fonte: A autora.
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Inicialmente, a fase aquosa foi preparada, dissolvendo a GA em agua nas
concentragdes de 10% ou 20% (m/v). O polissorbato 80 foi entdo incorporado a fase
aquosa nas proporgdes de OECL:polissorbato 80 de 1:1, 1:2 ou 1:3 (m/m) e agitado
em agitador magnético por 1 hora. Separadamente, a fase oleosa foi preparada,
misturando o OECL com o etanol, que foi inserido na formulagdo como co-tensoativo,
e mantido sob agitacdo magnética por 15 minutos. Em seguida, a fase oleosa foi
adicionada por gotejamento a fase aquosa, sob constante agitagdo magnética. A
reducdo do tamanho das micelas para formacdo das NEs ocorreu pelo método de
ultrassonicacdo, com uso do sonicador ultrassdnico (Eco-sonics, QR 550W,
Ultronique, Brasil), por 5 minutos a 75% de poténcia e 3 pulsos/s (Figura 25).

Uma NE branco (NEO), foi preparada de forma idéntica a NE6, porém sem
adicdo do OECL (10 mL de GA a 20% em agua (m/v), 1,2 g de polissorbato 80 e 4 mL

de etanol), para ser utilizada como controle da formulagéo.

Figura 25 - Método de preparo das nanoemulsdes.

Fase aquosa .
GA + Agua + Polissorbato 80 PN |
Agitacao 1 hora / \\

e
Fase oleosa L.
OECL + etanol
Agitacdo 15 min
A
Adigéo da fase oleosa Nanoemulsificagdo
sobre a fase aquosa por por ultrassonicagao

gotejamento, sob agitagao

Created in BioRender.com bio

Legenda: GA = Goma arabica; OECL = dleo essencial de capim-limao.

Fonte: A autora via BioRender Templates; Eco-Sonics QR 550W. Disponivel em:
https://www.ecosonics.com.br/produto/qr550/ Acesso em: 13 jan. 2025.
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4.3.1 Caracterizagao Fisico-Quimica das Nanoemulsdes
4.3.1.1 Tamanho médio de particula, indice de polidispersao e potencial zeta

O tamanho médio de particula e o indice de polidispersdo (IPD) foram
determinados por analise de espalhamento dindmico de luz (EDL) e a determinagéo
do potencial zeta foi realizada por mobilidade eletroforética. As analises foram feitas
com as amostras diluidas em agua ultrapura (1:50, v/v), em triplicata. As leituras foram
realizadas a 25 °C, utilizando cubetas de poliestireno e eletrodos modelo DTS1070,
do equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Reino Unido), com faixa
de medicdo de tamanho de particula de 0,3 nm a 5 ym, determinagdo de potencial

zeta de até + 500 mV e sistema de controle de temperatura operando entre 0 e 90 °C.
4312 pH

O pH das formulacgdes foi determinado a 25 £ 1 °C, utilizando medidor de pH
de bancada microprocessado (Phox P1000, Brasil) previamente calibrado com
solugdes tampao padrao de pH 4, 6,86 e 9,18, de acordo com as especificagdes do

fabricante.
4.3.2 Estudo de Estabilidade das Nanoemulsbes

A estabilidade cinética das NEs foi inicialmente avaliada visualmente apds
armazenamento a 25 °C por 48 horas, para verificar a ocorréncia de fenébmenos como
cremeagao ou coalescéncia. Em seguida, as NEs foram centrifugadas a 4000 rpm por
30 min (Kasvi, K14-0815P, Brasil).

As amostras que permaneceram estaveis seguiram para o estudo de
estabilidade fisico-quimica em diferentes condicbes de armazenamento e em
diferentes intervalos de tempo. Como controle, foi utilizada a NEO (10 mL de GA a
20% em agua (m/v), 1,2 g de polissorbato 80 e 4 mL de etanol).

Inicialmente, foi realizado o estudo de estabilidade por ciclos de congelamento
e descongelamento (freeze-thaw), onde as amostras foram submetidas a seis ciclos
consecutivos, alternando entre -5 °C e 25 °C por 24 horas cada (Anvisa, 2004). Ao
final dos ciclos, as formulacbes foram avaliadas quanto ao aspecto macroscépico,
tamanho médio de particula, IPD, potencial zeta e pH, bem como realizada a

quantificacao indireta do OECL encapsulado.
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Posteriormente, foi conduzido o estudo de estabilidade acelerada segundo o
Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (Anvisa, 2004). As formulagdes NE3,
NE6 e NEO, foram acondicionadas em frascos de vidro vedados e armazenadas em
trés condic¢des distintas: estufa (40 £ 2 °C; 70 £ 5% de umidade relativa), temperatura
ambiente (20 £ 5 °C) e refrigeracédo (5 + 2 °C). As anadlises foram realizadas nos
tempos 0, 30, 60 e 90 dias. Em cada tempo de coleta, foram avaliados os aspectos
macroscopicos (cor, odor, presenga de precipitado ou separac¢ao de fases), tamanho
meédio de particula, IPD, potencial zeta e pH. Também foi realizada a quantificagdo do
OECL na fase externa (quantificacédo indireta), de acordo com o método descrito no
item 4.5.

4.4 OBTENGAO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS SOLIDAS POR NANO
SPRAY-DRYING

A NE com as caracteristicas ideais foi selecionada para passar pelo processo
de nano spray-drying. Foi utilizado o equipamento Nano Spray Dryer B-90 HP (BUCHI
Labortechnik AG, Suiga), com as seguintes condi¢gdes de secagem: temperatura de
entrada de 110 °C, temperatura de saida de 40 + 5 °C, fluxo de ar de 95 L/min, taxa
de atomizagao relativa ajustada para 80% e presséo de 34 hPa. O tamanho do orificio
do nebulizador da malha vibratéria selecionada para este estudo foi de 5,5 um. A
amostra foi diluida 200 vezes com agua deionizada imediatamente antes da secagem.
O po6 obtido foi coletado da superficie do eletrodo coletor utilizando uma espatula e
armazenado em frasco de vidro ambar a temperatura ambiente (25 °C), mantido em

dessecador.
4.4.1 Caracterizagao Fisico-Quimica das Nanoparticulas
4411 Morfologia e tamanho das particulas

A avaliagao morfoldgica e de superficie das nanoparticulas poliméricas (NPP)
foi efetuada por microscopia eletronica de varredura por efeito de campo (MEV-FEG),
(Tescan, MIRA3, Republica Tcheca). O p6 foi devidamente aderido em fita adesiva
dupla-face e fixada em suporte proprio para a analise (stubs), entdo revestido com
ouro-paladio (Au-Pd) por deposicao (sputtering). A tensdo de aceleragdo do
microscoépio foi de 10 kV, com leituras nos aumentos de 2000-5000 vezes. Além da
visualizagdo da escala microscépica, o tamanho médio das nanoparticulas foi



68

determinado por anélise de EDL (Zetasizer, Nano ZS90, Malvern Instruments, Reino

Unido), apds suspensao de 1 mg de pé em 5 mL de agua destilada.
4.4.1.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

A compatibilidade quimica entre os componentes das formulagdes foi
observada por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).
Os espectros do OECL livre, do polissorbato 80, da GA, e das NPP foram obtidos pelo
equipamento IR Prestige-21 (Shimadzu, Japao), utilizando uma pastilha com brometo
de potassio, sob condi¢cdes de analise de 32 scans.min™ e resolugdo de 4 cm™,

escaneados na faixa de espectros de 4000-400 cm™.
4.4.1.3 Difragao de raios-X

A cristalinidade da GA pura e das NPP foi avaliada por difracdo de raios-x
(DRX), utilizando difratbmetro (Rigaku, Ultima IV, Jap&o), com scan continuo de
2°.min’", com varredura 26 em angulos de de 5° a 35°, radiacdo Cu-Ka (A = 1,5418 A),

corrente de 30 mA e voltagem de 40 kV.
4414 Andlise térmica

A estabilidade térmica do OECL livre, da GA e das NPP foi avaliada por analise
termogravimétrica (TG) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC), através do
instrumento LabSys Evo (Setaram, Franga), sob fluxo de nitrogénio (50 mL.min™"), a
uma taxa de aquecimento constante de 10 °C.min™" e na faixa de temperatura de 20
°C a 300 °C.

4.4.1.5 Molhabilidade e dispersibilidade das nanoparticulas obtidas por nano

spray-drying

As propriedades de redispersao das nanoparticulas foram determinadas de
acordo com Stavra et al. (2022). Para medir a molhabilidade, foi registrado o tempo
necessario para que todas as particulas de uma quantidade fixa de p6 (0,05 g),
espalhadas sobre a superficie da agua (100 mL, 25 °C) em béquer de 250 mL, fossem
completamente umedecidas. A dispersibilidade foi determinada a partir do residuo
restante apds a redispersdo em agua, filtracdo e secagem do p6. Para isso, 0,5 g de

po foi misturado com 5 mL de agua, em um béquer de 25 mL, e agitado com bastao
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de vidro por 15 segundos. A suspensao foi entéo filtrada em papel filtro com poros de
22 um, e o teor total de sélidos retido foi estimado por secagem em estufa por 24 horas

(402 °C). A dispersibilidade foi estimada utilizando a Equagéao 1:

Dispersibilidade % = (1 — (Mseco / Miniciai)) X 100 (1)

onde mseco € @ Massa de residuo seco e minicias € @ massa de p6 pesada (0,5 g).
O po6 redisperso em agua foi analisado por EDL para avaliagdo do tamanho

meédio de particula e IPD.
4.5 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DOS PROCESSOS

Foram avaliados os seguintes parametros para determinar a eficiéncia dos
processos de nanoemulsificagcdo e nano spray-drying: eficiéncia de encapsulagéo do
OECL nas NE e NPP, retencao de OECL total nas NPP e rendimento do processo de

secagem por nano spray-drying.
4.5.1 Eficiéncia de Encapsulagao das Nanoemulsdes

A eficiéncia de encapsulagdo (EE%) das NE foi determinada pelo método
indireto, com base no método descrito por Kakadia e Conway (2022), quantificando o
OECL nao encapsulado e subtraindo da quantidade total de OECL adicionado nas
formulacgdes. Para isso, 10 uL de NE foi misturado com 1 mL de cloroférmio em frasco
de vidro com tampa e agitado em vértex por 5 minutos, depois centrifugado (Kasvi,
K14-1215P, Brasil) a 15000 rpm por 5 minutos. A fase cloroférmica foi diluida em
metanol (1:1, v/v), filtrada em filtro de seringa de nylon (0,22 uym, Filtrilo, Brasil) e
analisada por CLUE. A concentracao de citral foi calculada com base na area do pico
do cromatograma e na curva de calibragdo. A EE% foi calculada segundo a Equagéao
2.

EE% =[(MokcLt - Mokcti) / Moecid x 100 (2)

onde MoecLt € a massa total de OECL usado para preparar a NE e MoecLi € a massa

de OECL nao encapsulada.
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4.5.2 Rendimento da Técnica de Nano Spray-Drying

O rendimento do processo de nanoencapsulagao por nano spray-drying foi

calculado de acordo com a Equacgéo 3:

Rendimento % = (Mfinai / Miniciai) x 100 3)

onde Mrinal € @ massa de pé coletado no nano spray-dryer € Minicial € soma das massas

do OECL, da GA e do polissorbato 80 utilizados no preparo da NE de alimentagao.

4.5.3 Eficiéncia de Encapsulacido e Retengdo de Oleo Essencial de Capim-Limao

Total das Nanoparticulas Obtidas por Nano Spray-Drying

Para as NPP, a quantificagcdo do OECL ocorreu pelos métodos indireto (para
quantificar o citral adsorvido na superficie das NPP) e direto (para quantificar o citral
aprisionado no nucleo das NPP), baseado nos métodos descritos por Ribeiro et al.
(2020) e Su et al. (2023).

Para a quantificacao indireta, 5 mL de cloroférmio foi adicionado em 0,1 g de
po e agitados em vortex por 5 minutos, depois centrifugados a 15000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi diluido em metanol (1:1, v/v), filtrado em filtro de seringa
de nylon (0,22 um, Filtrilo, Brasil) e analisado por CLUE. Para a quantificagao direta,
o precipitado da quantificagao indireta foi dissolvido em 10 mL de agua destilada e
agitado em vortex por 5 minutos, para ruptura das NPP e liberagdo do OECL. Em
seguida, 5 mL de cloroférmio foram adicionados e agitados por mais 5 minutos em
vortex para extragado do OE. A amostra foi centrifugada a 15000 rpm por 5 minutos e
o sobrenadante foi diluido em metanol (1:1, v/v), filtrado em filtro de seringa de nylon
(0,22 pm, Filtrilo, Brasil) e analisado por CLUE.

A EE% e a retencao de OECL foram calculadas de acordo com as Equacdes 4

e 5, respectivamente.

EE% = (MoecLa / Moectt) x 100 (4)

Retengéo % = [(MoecLa + Moecti) / Moecwt x 100 (5)

onde MoecLd € a massa de OECL encapsulada (quantificagao direta), MoecLi € a massa
de OECL nao encapsulada (quantificacao indireta), MoecLt € a massa total de OECL

usado para preparar a NE de alimentacao.
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4.6 ENSAIO DE PERMEACAO CUTANEA IN VITRO DO OLEO ESSENCIAL DE
CAPIM-LIMAO LIVRE E NANOENCAPSULADO

A permeacao cutdnea do OECL livre, da NE e das NPPs foi avaliada utilizando
células de difusao vertical do tipo Franz, com area de difusdo de 12,56 cm? e volume
do compartimento receptor de 10 mL, operando sob condi¢cdes de sink, com base no
método descrito por Kakadia e Conway (2022). Pele abdominal suina, obtida da regiao
ventral, foi utilizada como membrana biolégica. Previamente ao ensaio, o tecido
animal foi cuidadosamente limpo para a remoc¢ao do tecido adiposo subcutéaneo e
hidratada em solucgao fisioldgica.

Posteriormente, a pele foi posicionada entre os compartimentos doador e
receptor da célula de Franz, com o estrato corneo voltado para o compartimento
doador e a derme em contato com a solugao receptora. O compartimento receptor foi
preenchido com solugao tampao fosfato se sédio (PBS) (pH 7,4) contendo 10% (v/v)
de etanol e mantido sob agitagdo constante com agitador magnético, a temperatura
de 35 °C durante todo o experimento, a fim de simular condigbes fisioldgicas da
superficie cutanea.

No compartimento doador foram adicionados, separadamente, OECL livre, NE
ou NPP, em quantidades equivalentes a 9300 ug de OECL, calculadas com base no
teor de OECL encontrado na NE e nas NPP, garantindo a aplicagdo da mesma
quantidade de d6leo essencial em todos os tratamentos. O estudo foi conduzido
durante 7 h, sendo retiradas aliquotas de 1 mL do compartimento receptor nos
primeiros 30 minutos e a cada 1 hora. Apds cada coleta, o volume retirado foi
imediatamente reposto com igual volume de solugao receptora, para manter constante
o volume do compartimento receptor.

Ao término do ensaio, a retencdo do OECL nas diferentes camadas da pele foi
avaliada. Inicialmente, o estrato cdrneo foi removido pela técnica de tape-stripping
(Kakadia; Conway, 2022), aplicando 10 tiras de fita adesiva sequencialmente sobre a
area da pele exposta a amostra. As fitas foram adicionadas a 10 mL de metanol em
tubo Falcon e submetidas a agitagdo em vértex por 3 min a 2.800 rpm, para extragao
do OECL retido no estrato cérneo. Apdés a remocao do estrato cérneo, o tecido
remanescente, correspondente a epiderme viavel e derme, foi cortado em pequenos

pedacos com auxilio de bisturi, adicionados a 5 mL de metanol e submetidos a
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agitacdo em vortex por 3 min a 2.800 rpm, para extracdo do OECL retido nessas
camadas da pele.

As amostras coletadas e os extratos obtidos da pele foram posteriormente
analisadas por CLUE, conforme metodologia analitica previamente descrita, utilizando
o citral como marcador analitico. A quantidade cumulativa permeada foi calculada
através da Equacao 6, considerando-se a reposig¢ao da solugao receptora apos cada
coleta e expressa em fungdo da area de difusdo (ug/cm?).

n—1

Qn=CnVi+Va) Ci (6)
i=1
Onde Qn é a quantidade cumulativa permeada até o tempo n(ug); Cn € a
concentragdo determinada no compartimento receptor no tempo n(ug/mL); Vr € 0
volume total do compartimento receptor (10 mL); Va € o volume retirado em cada
coleta (1 mL); e Ci corresponde as concentragbes determinadas nas coletas

anteriores.

4.7 ANALISE DE ATIVIDADES IN VITRO DO OLEO ESSENCIAL DE CAPIM-
LIMAO LIVRE E NANOENCAPSULADO

4.7.1 Atividade Antioxidante
4711 DPPH

A atividade antioxidante do OECL livre, da NE6 e das NPP foi determinada
adotando o método espectrofotométrico padrao (Brand-Williams; Cuvelier; Berset,
1995). Inicialmente, foi preparada uma solugcédo de DPPH" (Sigma Aldrich, EUA) 60 uM
(23,66 pg/mL em etanol). Posteriormente, as amostras foram diluidas em etanol para
obtencdo de solugbes com concentracdo equivalente a 1000 uyg/mL de OECL,
calculadas com base no teor de OECL presente na NE e nas NPP. A partir dessas
solugdes, foram realizadas diluigdbes seriadas em etanol para obtencdo de
concentracdes entre 100 e 1000 pug/mL, expressas em termos da quantidade de
OECL. As misturas reacionais foram preparadas diretamente nos pocos da microplaca
de 96 pocos, com 50 uL de cada diluicao das amostras e 50 pL da solucdo de DPPH",
em triplicata. Como controle, foi utilizada a NEO (10 mL de GA a 20% em agua (m/v),
1,2 g de polissorbato 80 e 4 mL de etanol). A mistura foi incubada por 30 min em
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temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A agdo redutora do radical DPPH" foi
observada pelo decréscimo da absorbancia, lida em espectrofotdmetro de placas
(Synergy H1, BioTekHybrid Technology, EUA) no comprimento de onda de 517 nm.
O valor de Clso (concentracdo necessaria para inibir 50% do radical DPPH") foi
calculado a partir da equagao de regressao linear da curva plotada com os dados de
porcentagem de inibicdo (Equacdo 7) em relacdo a absorbancia de cada

concentragéao.

Inibi¢do % = [(ABScontrole = ABSamostra) / ABScontrole] X 100 (7)

onde a ABScontrole € @ absorbancia da solugéo contendo apenas o DPPH' e ABSamostra

€ a absorbancia da reacdo com as amostras.
4712 FRAP

A atividade antioxidante do OECL livre, da NE6 e das NPP foi avaliada
utilizando o ensaio de poder antioxidante de redugao do ferro (FRAP). O reagente
FRAP foi preparado por meio da mistura, na propor¢ao de 10:1:1, de tampéao acetato
300 mM (pH 3,6, composto por 3,1 g de acetato de sodio e 16 mL de acido acético
glacial dissolvidos em 1 litro de agua destilada), cloreto férrico hexahidratado
(FeCl;-6H,0) 20 mM e 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mM em acido cloridrico
(HCI) 40 mM. Um volume de 2,5 mL do reagente foi misturado com 500 uL de cada
amostra, diluidas em etanol para obtengdo de solugbes com concentragdes
equivalentes a 250 pg/mL, 31,25 uyg/mL e 7,8 uyg/mL de OECL, considerando-se a
quantidade de OECL presente em cada formulacgao.

Como controle, foi utilizada a NEO (10 mL de GA a 20% em agua (m/v), 1,2 g
de polissorbato 80 e 4 mL de etanol). A mistura reacional foi incubada a 37 °C em
banho-maria por 15 minutos. A absorbancia foi entdo lida a 593 nm em
espectrofotdmetro UV-Visivel (BEL Engineering, UV-M51, Itdlia). O reagente FRAP foi
utilizado como branco para calibrar o espectrofotdbmetro. A capacidade antioxidante
foi calculada baseando-se em uma curva padrdao de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) (Sigma Aldrich, EUA), nas concentragdes de 0 a 800
MM, e os resultados foram expressos em equivalentes de Trolox (TE) por miligrama

de OECL (UM TE/ug). Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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4.7.2 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do OECL livre, da NE, das NPP foi determinada pelo
método de microdiluicdo em caldo contra quatro cepas bacterianas, sendo duas
representantes gram-positivas:  Staphylococcus aureus (ATCC 25392) e
Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984) e duas representantes gram-negativas:
Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). As cepas
foram cultivadas em caldo Mueller-Hinton e incubadas em agitador orbital do tipo
shaker a 100 rpm e 37 °C. O crescimento bacteriano foi monitorado por
espectrofotometria, com leitura em 600 nm, até atingirem a densidade 6ptica (DO) de
0,400.

As amostras foram preparadas com concentracdo inicial equivalente a 27
mg/mL de OECL, com base no teor de OECL presente na NE e nas NPP. A NE e as
NPP foram diluidas em agua estéril, enquanto que o OECL livre foi diluido em agua
estéril com 1% de polissorbato 80. A partir dessas solugdes estoque, foram feitas
diluicdes em caldo Mueller-Hinton (1:1, v/v) diretamente em microplacas estéreis de
96 pogos, totalizando 180 pL por poco, obtendo-se concentragdes no intervalo de 9,85
a 0,077 mg/mL. Em cada pogco foi adicionado 20 uL de suspensao bacteriana.

Como controle positivo, utilizou-se o antimicrobiano gentamicina. O controle do
crescimento bacteriano foi realizado adicionando 20 uL da suspensao bacteriana em
180 uL de caldo, sem amostra. As diluigdes das amostras em caldo, porém sem
inoculagao de bactérias, foi utilizado como controle negativo. A Figura 26 apresenta
esquematicamente o ensaio realizado nas microplacas.

As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C e, apds 24 horas, a DO foi
medida a 600nm em espectrofotdmetro de placas (Synergy H1, BioTekHybrid
Technology, EUA). Os valores obtidos foram considerados para calculo da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM), a partir da porcentagem de inibi¢ado calculada

pela Equacéo 8:

Inibicdo % = [(DOCC - Doamostra) /DOCC] x 100 (8)

onde a DOcc é a absorbancia do controle de crescimento bacteriano € DOamostra € a

absorbancia das amostras com inoculagédo da suspensao bacteriana.
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Figura 26 - Esquema representativo da placa de 96 pogos para avaliagao da atividade antimicrobiana
pelo método de microdiluicdo em caldo.
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Fonte: A autora.

A atividade antimicrobiana das NPP também foi determinada qualitativamente
por meio da técnica de difusdo em agar. Para isso, foram feitos pogos de 5 mm de
didmetro sob condi¢bes estéreis em agar Mueller-Hinton solidificado, e as bactérias
S. aureus e E. coli foram semeadas com swab. Pesou-se 0,08 g de p6 (equivalente a
10 mg de OECL) e adicionou-se diretamente no pogo. Como controle, 0 mesmo
processo foi realizado com a GA pura. Apos o periodo de incubagao (24 horas, 37°C),
a atividade antibacteriana foi avaliada pela medi¢cao do diametro dos halos de inibigao

(mm) ao redor dos pogos.

4.7.3 Ensaio de Inibigdo da Desnaturagao Proteica Utilizando Albumina Sérica

Bovina

A desnaturagao proteica consiste na perda de estrutura e, consequentemente,
da funcionalidade biolégica de proteinas, em resposta a exposi¢ao a determinados
compostos, estresse externo ou calor, 0 que pode também ser associado a processos
envolvidos na resposta inflamatoria (Truong et al., 2019).

Nesse contexto, o ensaio de inibicdo da desnaturacido proteica foi utilizado
como um modelo de triagem para a avaliagéo indireta do potencial anti-inflamatério in
vitro do OECL livre, da NE e das NPP, adaptado dos métodos descritos por Truong e
colaboradores (2019) e por Muthulakshmi; Sundrarajan (2020).
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Inicialmente, as amostras foram diluidas em uma solugdo composta por
tampao fosfato (pH 6,3) e metanol, na propor¢do de 1:1 (v/v), de modo a obter
concentracgdes finais equivalentes a 50, 100, 150, 200 e 250 pg/mL de OECL. Para a
NE e as NPP, as diluicbes foram calculadas considerando-se a quantidade de OECL
presente em cada formulagao.

Para o preparo da mistura reacional, 1 mL de cada diluigdo das amostras foi
adicionado a 1 mL de solucdo aquosa de ASB a 1% (m/v) (Sigma-Aldrich, EUA). As
misturas foram inicialmente incubadas a 37 °C durante 15 min e, posteriormente,
submetidas ao aquecimento em banho-maria a 70 °C durante 15 min para indugao da
desnaturacao proteica. Apds o aquecimento, as amostras foram resfriadas a
temperatura ambiente e a absorbancia foi determinada a 660 nm em
espectrofotdmetro UV-Vis (UV-M51, BEL Engineering, Italia).

Como controle positivo, foi utilizado diclofenaco sddico, preparado em solugao
de tampéao fosfato (pH 6,3):metanol (1:1, v/v) para concentragdes finais de 50, 100,
150, 200 e 250 ug/mL e submetido as mesmas condigdes experimentais empregadas
para as amostras. Como controle negativo, foi incubada nas mesmas condi¢des
apenas a solugao de tampéao fosfato (pH 6,3):metanol (1:1, v/v) com ASB a 1% (m/v)
na proporgao 1:1 (v/v). Como controle da formulacéao, foi utilizada a NEO (10 mL de
GA a 20% em agua (m/v), 1,2 g de polissorbato 80 e 4 mL de etanol). A capacidade
das amostras em inibir a desnaturagdo térmica da albumina foi expressa como
porcentagem de inibicdo da desnaturagdo proteica, calculada de acordo com a

Equacao 9:

Inibicdo % = [(ABScontrole - ABSamostra) /ABScontrole] x 100 (9)

onde a ABScontrole € a absorbancia da solugcdo contendo apenas a albumina e
ABSamostra € @ absorbancia da reagdo com as amostras.

Os resultados obtidos para o OECL livre, NE e NPP foram comparados com
aqueles obtidos para o diclofenaco sddico, utilizado como farmaco anti-inflamatério de

referéncia.
4.7.4 Atividade sobre a viabilidade de fibroblastos 3T3-Swiss albino

Os efeitos do OECL livre, da NE e das NPPs sobre a viabilidade de fibroblastos
3T3-Swiss albino foram avaliados por meio do ensaio de MTT [brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio], adaptado de Tumscitz et al. (2017). As células
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foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 5% de soro fetal bovino,
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL), e mantidas a 37 °C em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO2. Na sequéncia, foram semeadas em microplacas de
96 pocos, na densidade de 1 x 10° células/pogo, e incubadas por 24 h para permitir a
adesao celular. Apds esse periodo, 0 meio de cultura foi removido e as células foram
tratadas com as amostras.

Para cada tratamento, foram adicionados 100 yL de amostra em diferentes
diluicdes e 100 pL de meio RPMI 1640, totalizando um volume de 200 uL por pogo.
As concentragbes das amostras foram ajustadas de acordo com o teor de OECL
presente em cada formulacéo, de forma a obter concentragdes finais equivalentes a
15,625; 31,25; 62,5; 125 e 250 uyg/mL de OECL. Células nao tratadas, incubadas
apenas com meio RPMI 1640, foram utilizadas como controle negativo e consideradas
como correspondentes a 100% de viabilidade celular.

Apds 24 h de incubagédo a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de
COz, a solugdo de MTT foi adicionada a cada pogo, na concentracgéo final de 1 mg/mL,
e as placas foram incubadas por 30 min a 37 °C. Posteriormente, o meio contendo
MTT foi removido e os cristais de formazan formados foram solubilizados com 200 uL
de dimetilsulféxido (DMSO). A absorbancia foi determinada a 590 nm utilizando
espectrofotdmetro de microplacas (Synergy H1, BioTek Hybrid Technology, EUA).

A viabilidade celular foi expressa em porcentagem em e calculada de acordo

com a Equacéao 10:

Inlbl(}éo % = (ABSamostra /ABScontrole) x 100 (10)

onde ABSamostra corresponde a absorbancia das células expostas as amostras
testadas e ABScontoe € a absorbancia das células nado tratadas. Todos os

experimentos foram realizados com cinco replicatas (n = 5).
4.8 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares GraphPad
Prism 7 (GraphPad Software Inc., EUA) e Microsoft 365 Excel (Microsoft Corporation,
EUA). Os resultados foram expressos como média + desvio padrao. As comparagdes
entre dois grupos foram avaliadas pelo teste t de Student. Para experimentos
envolvendo mais de dois grupos, utilizou-se analise de variancia (ANOVA) de uma ou

duas vias, seguida dos testes de Tukey ou Sidak, conforme o delineamento
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experimental de cada ensaio. Foram consideradas estatisticamente significativas as

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

5.1 DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODO PARA QUANTIFICACAO
DO CITRAL POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA (CLUE)

A analise de OEs é geralmente realizada por cromatografia gasosa (CG) devido
a volatilidade dos componentes presentes. No entanto, a analise por CG de produtos
que contenham agua €& conhecida por enfrentar problemas na preparagdo das
amostras, pois se a agua nao for removida, pode reduzir a vida util da coluna
cromatografica (Gaonkar et al., 2016). Por isto, o método validado de CLUE
(cromatografia liquida de ultra eficiéncia) em fase reversa esta se tornando uma
técnica analitica amplamente utilizada para a identificacdo e quantificagcédo de OEs e
seus constituintes em formulacbes aquosas, sendo inclusive previamente
desenvolvida e validada para a quantificagdo de citral, composto majoritario do 6leo
essencial de capim-limdo (OECL), por Rauber, Guterres e Schapoval (2005) e
Gaonkar et al. (2016).

Na etapa do método analitico, as melhores condigdes cromatograficas foram
otimizadas para a determinacao do citral a ser quantificado nas amostras. Para a
escolha da fase movel, foi utilizado um gradiente exploratério com diferentes
propor¢des de metanol:agua. A partir disso, a propor¢ao metanol:agua de 95:5 foi
escolhida como fase movel, pois apresentou uma melhor definicdo do pico de citral e
uma corrida de 2 minutos, com tempo de reteng¢ao de aproximadamente 1,08 minutos
(Figura 27).
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Figura 27 - Cromatograma de citral obtido por cromatografia liquida de ultraeficiéncia (CLUE) com
detector de arranjo de diodos (DAD), a 233 nm.
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Fonte: A autora.

A adequacgao do sistema € um parametro importante que permite garantir que
a resolucéao e a reprodutibilidade do sistema cromatografico sejam adequadas para a
analise e se o método utilizado é valido ou ndo (Kowalska et al., 2022). O desvio
padrao relativo (DPR) das areas dos picos de seis injegdes consecutivas da solugao
de citral padrao 18,6 ug/mL, ponto intermediario da curva de calibragdo proposta, foi
<2,0% (1,77%) sugerindo que as condigdes sao adequadas e que o método pode ser

utilizado para inje¢des repetidas (Kowalska et al., 2022).

5.1.1 Linearidade

Para demonstrar que o método desenvolvido é adequado e confiavel para a
quantificagdo do citral nas amostras, foi realizada a validagao analitica. Segundo a
RDC n° 166 de 2017, “a linearidade de um método deve ser demonstrada por meio
da sua capacidade de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a
concentragdo de um analito em uma amostra”. Como resultado da analise de
linearidade, construiu-se uma curva de calibragdo (n=3), relacionando as

concentragdes de citral (9,3 — 33,5 ug/mL) com as areas dos picos cromatograficos, e
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obteve-se um coeficiente de determinagao superior a 0,990 (R? = 0,9985), atendendo
ao critério estabelecido pela RDC n°® 166/2017, Art. 27, § 3° (Figura 28).

Figura 28 - Curva de calibragdo (areas dos picos cromatograficos x concentragdo de citral) para
avaliacdo da linearidade do método por CLUE.
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Fonte: A autora.
Nota: Dados expressos como média + desvio padrdo (n=3, amostras independentes).

A homoscedasticidade, que avalia se as variancias observadas em diferentes
niveis de concentragao sao estatisticamente homogéneas, foi investigada por meio do
teste de Cochran. Os resultados do teste indicaram que os dados sao
homocedasticos, ou seja, ndo houve diferenga significativa entre as variancias,
confirmando que a dispersao dos valores em torno da linha de regressao € uniforme,
o que reforgca a confiabilidade do método aplicado. Sendo assim, a equacéo da reta
(y = 42662x - 164321) foi estimada pelo método dos minimos quadrados ordinarios.

Outro requisito em relagao a linearidade é demonstrar a significancia do
coeficiente angular, que pode ser realizada por meio do teste F da Anova, apresentado
no Quadro 3. Observou-se que o F calculado foi 339,35 vezes maior que o F tabelado,
assumindo assim que y efetivamente varia em fungdo de x e que o método pode ser
considerado linear. Também & possivel concluir que o coeficiente angular é
significativamente diferente de zero (p < 0,01), cumprindo com o preconizado pela
RDC n°® 166/2017, Art. 27, § 4°.
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Quadro 3 - Resultado do teste F da Anova para determinagao da significancia do coeficiente angular.

Parametro Valor F calculado | F tabelado (95%) p-valor
Regressao 2,03.10"2

Residuo 2,13.10%° 1525 4,494 2,66.10"7
Total 2,05.10"?

Fonte: A autora.

Com a avaliagdo da distribuicdo de residuos (Figura 29), que corresponde a
diferencga entre o valor da area encontrada para determinada concentragcao e o valor
estimado, é possivel observar visualmente pelo grafico que ha uma distribuicdo de
variancia constante. Aplicando o teste estatistico Shapiro Wilk, confirma-se que os
residuos seguem uma distribuicdo normal e s&o independentes entre si, sugerindo

que o erro do modelo é devido apenas as variagdes comuns de analise.

Figura 29 - Distribuicdo dos residuos em fungao da resposta analitica para a quantificagao de citral por
CLUE, demonstrando uma distribuicdo normal.
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Fonte: A autora.

A partir dos dados obtidos e das analises estatisticas aplicadas, evidenciou-se
a linearidade do método desenvolvido, demonstrando a capacidade de obter
respostas analiticas diretamente proporcionais a concentragao de citral nas amostras,

a partir da equacéao da reta obtida.
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5.1.2 Limite de Deteccéo e de Quantificacao

O limite de detecgéao (LD) corresponde a menor quantidade do analito presente
em uma amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado,
sob as condi¢gbes experimentais estabelecidas. O limite de quantificacdo (LQ) é a
menor quantidade de analito que pode ser quantificada em uma amostra com precisao
e exatidao aceitaveis. Para calcular LD e LQ, utiliza-se o valor de inclinagdo da curva
de calibragéo (coeficiente angular), obtido pelo teste de linearidade, e o desvio padréo
residual da linha de regresséo (Brasil, 2017).

O LD do método desenvolvido foi calculado em 2,07 pg/mL, enquanto que o LQ
foi de 6,29 ug/mL. Observa-se que ambos os valores estao proximos ao primeiro ponto
da curva analitica, indicando que o método possui sensibilidade adequada para
quantificacdo do analito dentro das concentracbes estabelecidas, atendendo aos

critérios de validacao estabelecidos pelas diretrizes da Anvisa (Brasil, 2017).
5.1.3 Preciséo e Exatidao

A precisdo de um método refere-se a proximidade entre os resultados obtidos
(grau de dispersao) através de analises da amostra nas condigdes desenvolvidas,
considerando a repetibilidade (intradia) e precisao intermediaria (interdia, dias
consecutivos). Em contrapartida, a exatiddo de um método analitico refere-se ao grau
de concordancia entre os valores individuais obtidos e um valor aceito como
verdadeiro (Brasil, 2017; Kowalska et al., 2022).

Para avaliacao de ambos os parametros, foram realizadas nove determinacgdes,
contemplando o intervalo linear do método analitico, com trés concentragdes: baixa
(13,95 ug/mL), média (23,25 ug/mL) e alta (32,55 ug/mL), cada uma em triplicata. A
precisdo foi determinada através do calculo do DPR para os trés niveis de
concentracédo, sendo que os valores obtidos para a variagcao intradia e interdia nao
excederam 5%. A exatidao foi determinada pela porcentagem de recuperacao,
calculada pela relacdo percentual entre a concentracio meédia obtida
experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente, que resultou em valores
médios dentro da faixa de 95-105%.

A aplicagdo do teste T de Student indicou que nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre as concentracbes preditas e as concentragdes

determinadas experimentalmente (p > 0,01), tanto nas analises intradia quanto
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interdia, evidenciando a consisténcia dos resultados. Dessa forma, o método pode ser

considerado validado quanto aos parametros de precisdo e exatidao.

5.1.4 Robustez

A robustez € um parametro que indica a capacidade do método em resistir a
pequenas variagdes nas condigdes analiticas. Para validagao quanto a robustez,
foram realizadas corridas cromatograficas com trés concentragdes de citral
(13,95 pg/mL, 23,25 uyg/mL e 32,55 ug/mL), variando a temperatura (de 26 para 28 °C),
a fase moével (de 95:5 para 97:3, metanol:agua) e o fluxo (de 0,3 para 0,2 mL/min),
cada um em ftriplicata. Com base no calculo do DPR e na aplicagdo do teste T de
Student, verificou-se que os valores médios obtidos para cada concentragao, mesmo
sob as \variagdes experimentais testadas, nao apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (p > 0,01). O método demonstrou ser robusto frente as

alteragdes de método propostas (Figura 30).

Figura 30 - Avaliacdo da robustez do método de CLUE para quantificagdo de citral sob pequenas
variagdes nas condigdes cromatograficas, expressos pela média + desvio padréo de trés concentragbes
(baixa, média e alta).
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Fonte: A autora.
Nota: Dados expressos como média + desvio padrdo (n=3, amostras independentes).
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5.1.5 Seletividade

A seletividade é a capacidade de um método em identificar e quantificar o
analito de interesse, mesmo na presencga de outros componentes na amostra (ICH,
2023). Como o OECL é uma matriz complexa e as formulagdes sugeridas neste
trabalho possuem também GA e polissorbato 80 em sua composicao, este teste é
essencial para garantir que os demais componentes nao interferem na determinagao
do citral.

O cromatograma obtido de uma formulacéo sem a presenca de OECL (NEO)
confirmou a seletividade do método, pois ndo foram observados picos interferentes,
provenientes dos demais componentes do OECL ou da formulagdo, no mesmo tempo

de retencdo e comprimento de onda do citral (Figura 31).

Figura 31 - Cromatogramas demonstrando a seletividade do método analitico, comparando a NE6
(nanoemulsdo contendo 6leo essencial de capim-lim&o) com a NEO (nanoemuls&o branco, sem adigao
de 6leo essencial).
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Fonte: A autora.

5.2 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES
5.2.1 Avaliagdo Macroscopica

Para produgao das nanoemulsdes (NEs), a quantidade de 6leo essencial de
capim-limao (OECL) foi padronizada experimentalmente em 0,4 g, assim como a

quantidade de etanol em 4 mL. As formulagbes foram otimizadas investigando suas
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propriedades fisico-quimicas em relagado a variagao das proporgdes de GA na fase
aquosa (10 mL de solucdo de GA 10% ou 20%, m/v) e a proporgdo entre
OECL:polissorbato 80 (1:1, 1:2 ou 1:3, m/m). A primeira analise realizada foi a

macroscopica, por avaliagao visual (Figura 32).

Figura 32 - Analise macroscopica das nanoemulsdes.

NE1 NE2 NE3 NE4 NES NE6

Fonte: A autora.

Todas as NEs apresentaram um sensorial ndo oleoso e de facil
espalhabilidade, caracteristica interessante para aplicacdo em pele irritada e
inflamada, como no caso das queimaduras solares. Sensorial semelhante foi
observado por Tawfik et al. (2024), que produziram NEs de OE de Artemisia
monosperma para tratamento de psoriase.

Uma das caracteristicas que indicam a formulagdo de uma NE é a capacidade
de formar um sistema transparente/transltcido, pois representa a formacao de micelas
menores dispersas por toda a fase aquosa, que permitem a passagem de luz com
minima dispersao (Aziz et al., 2019). Assim, a partir desta analise visual, sugere-se
que as amostras NE1 e NE4, que continham a menor proporgdo de tensoativo
(OECL:polissorbato 80 = 1:1, m/m), nao formaram NEs ideais, por se apresentarem
opacas. Por outro lado, nota-se que o aumento da proporcao de tensoativo contribuiu
para a transparéncia das formulagdes, evidente nas amostras NE2, NE5
(OECL:polissorbato 80 = 1:2, m/m) e NE3, NE6 (OECL:polissorbato 80 = 1:3, m/m).

Observa-se também que as amostras com solugdo de GA a 10% (NE2 e NE3) ficaram
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mais translucidas em comparagéo as amostras contendo solugdo de GA a 20% (NE5
e NEG).

Esses resultados estao alinhados com os encontrados anteriormente por Singh,
Kaur e Singh (2023), que observaram certa turbidez em NEs contendo a proporgao
Oleo de cravo:polissorbato 80 de 1:1, mas que reduziu com o aumento da
concentracao de tensoativo, tornando-se translucidas nas proporgdes 1:2, 1:3 e 1:4.
Periasamy, Athinarayanan e Alshatwi (2016) também obtiveram NEs mais
translucidas e estaveis utilizando uma proporgéao de 1:3 de 6leo essencial de Nigella
sativa L.:polissorbato 80.

Neste estudo, outro fator que colaborou para formagao de NEs estaveis foi a
adicao de etanol como co-tensoativo. O etanol, por possuir uma cadeia curta de alcool,
€ mais lipofilico que alguns tensoativos, sendo altamente soluvel em agua e
ligeiramente soluvel nas micelas. Por essa razao, ele fica adsorvido na interface das
micelas e forma ligagbes de hidrogénio com a agua, o que reduz a tensao interfacial,
melhora a penetracdo do tensoativo e cria uma barreira contra a desestabilizacao.
Com isso, obtém-se micelas de menor tamanho e mais homogéneas, como observado
por Hu et al. (2016) e Tawfik et al. (2024).

5.2.2 Tamanho Médio de Particula, indice de Polidispersao e Potencial Zeta

Os valores do tamanho médio das particulas, indice de polidispersao (IPD) e

potencial zeta das NEs estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Tamanho médio das particulas, indice de polidispersdo (IPD), e potencial zeta das
nanoemulsdes contendo dleo essencial de capim-lim&o.

Amostra  Tamanho de particula (nm) IPD Potencial zeta (mV)
NE1 867,43 + 75,152 0,549 + 0,078 -3,07 £ 0,332
NE2 135,67 + 26,42° 0,632 + 0,010 -10,00 £ 0,74°
NE3 38,50 + 1,27P¢ 0,810 + 0,043° -14,10 £ 0,31¢
NE4 1050,57 + 83,18¢ 0,214 + 0,083¢ -5,79 + 0,69
NES 196,63 + 29,92¢ 0,261 + 0,030° -12,07 + 0,68¢
NEG 86,53 + 1,53 0,248 + 0,026° -19,03 £ 0,30°

Fonte: A autora.

Notas: Dados expressos como média + desvio padréao (n=3, amostras independentes). ANOVA de uma
via seguido de teste de Tukey. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente
significativa entre as amostras (p < 0,05).
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O tamanho das micelas e sua distribuicdo determinam a estabilidade das NEs.
Quanto menor o tamanho, maior a raz&o superficie/volume, o que aumenta a
biodisponibilidade e bioatividade do OE encapsulado. Também reduz as forgas
atrativas entre as micelas, prevenindo a coalescéncia, e diminui a taxa de degradacéo
do material de parede (Yammine et al., 2024).

A analise de tamanho de particula confirmou as observacdes feitas na analise
macroscopica. As NE1 e NE4 (ambas com propor¢do OECL:polissorbato 80 de 1:1,
m/m) apresentaram tamanho de particula proximo a 1 um, estatisticamente diferentes
de todas as outras formulagdes, nao podendo ser classificada como nanoemulsao. Ja
as demais formulagdes podem ser classificadas como nanoemulsdes, pois 0 tamanho
meédio de particula foi inferior a 200 nm, o que confere translucidez a preparacao
(Mssillou et al., 2025; Pandey; Bawiskar; Wagh, 2024; Preeti et al., 2023; Tawfik et al.,
2024), como observado macroscopicamente. Por outro lado, as formulagdes NE3 e
NE6 (ambas com propor¢ao OECL.:polissorbato 80 de 1:3, m/m) ndo apresentaram
diferenga estatisticamente significativa entre si quanto ao tamanho de particulas (p >
0,05), indicando que, para este parametro de analise, a quantidade de tensoativo
exerce maior influéncia que a concentracao de GA.

O indice de polidispersao (IPD) é uma medida da distribuicdo do tamanho das
particulas e esta relacionado com a estabilidade das NEs. Os valores de IPD variam
entre 0 e 1, sendo que valores mais proximos a zero indicam uma distribuicdo de
tamanho estreita e homogénea das micelas (Yammine et al., 2024). Sugere-se que
valores de IPD inferiores a 0,3 s&o indicativos de alta estabilidade (Xiao et al., 2021),
enquanto que valores entre 0,3 e 0,5 podem ser aceitaveis dependendo da aplicagao
(Ibrar et al., 2022; Mostafa et al., 2015). Valores acima de 0,5 indicam distribui¢cdes de
tamanho mais heterogéneas, o que pode refletir em uma menor estabilidade do
sistema.

Observa-se na Tabela 2 que as amostras preparadas com solugcédo de GA a
20% (NE4, NE5 e NEG) apresentaram valores de IPD estatisticamente semelhantes
entre si (p > 0,05), porém significativamente diferentes das demais amostras contendo
solugao de GA a 10%. Em um estudo de Thuong Nhan et al. (2020), foi relatado que
a GA aumentou a viscosidade do sistema emulsionado, devido ao elevado peso
molecular, a natureza altamente ramificada e a composicéo rica em polissacarideos
acidos. O aumento da viscosidade da fase continua contribui para a redugdo na

mobilidade das goticulas dispersas que, por sua vez, reduz a coalescéncia, mantendo



89

as goticulas com tamanho mais homogéneas (Flekka et al., 2024; Singh, Y. et al.,
2017). Sendo assim, os resultados indicam maior influéncia da GA sobre o IPD das
NEs do que a concentracio do tensoativo.

O potencial zeta representa a diferenga entre as cargas elétricas dos ions da
fase continua e dos ions em suspensao ao redor das micelas. Geralmente, valores de
potencial zeta proximos a 30 mV (positivo ou negativo) indicam uma forte repulsao
entre as micelas, o que previne a coalescéncia e floculagdo, garantindo maior
estabilidade elétrica da NE (Jayari et al., 2022; Yammine et al., 2024). Entretanto, a
aplicagao dessa regra € limitada a dispersdes com tensoativos idnicos. Tensoativos
nao ibnicos, como o polissorbato 80, utiliza um mecanismo de repulsdo estérica para
estabilizacdo, sem uma carga elétrica, mascarando qualquer carga presente nas
goticulas de oleo (Tawfik et al., 2024). Por isso, os valores de potencial zeta
encontrados, mais proximos ao neutro (0 mV), podem ser atribuidos ao tensoativo
utilizado (Jayari et al., 2022).

Por outro lado, a GA é um polissacarideo formado por unidades de
arabinogalactano ligados a uma cadeia proteica, contendo aminoacidos como
arginina, acido aspartico e acido glutamico carregados negativamente (< 0 mV)
(Bashir et al., 2024). Também, emulsdes estabilizadas com tensoativos nao iénicos
podem ser carregadas devido a presencga de residuos ionizaveis (por exemplo, acidos
graxos livres) (Morteza-Semnani et al., 2022).

A andlise estatistica revelou diferenga significativa entre as formulagdes,
indicando que tanto a GA quanto o tensoativo influenciam no potencial zeta. Todas as
NEs exibiram potencial zeta negativo, com o menor valor na amostra NE6 (-19,03 *
0,30), seguido pela amostra NE3 (-14,10 + 0,31). Assim, os resultados obtidos s&o
esperados e considerados adequados, além de corroborarem com a literatura e outros
estudos. Zamaniahari e colaboradores (2022) produziram uma NE de OE de Mentha
spicata L. utilizando Polissorbato 80 e obtiveram um potencial zeta de -13,2 mV.
Yakoubi e colaboradores (2023) avaliaram a estabilidade de NEs de tocoferol derivado
de 6leo de cominho encapsulado por GA e polissorbato 80 e obtiveram potencial zeta
de -14,7 mV.

Alinhando todos os resultados obtidos, conclui-se que as amostras com maior
propor¢ao OECL:polissorbato 80 (1:3, m/m), denominadas NE3 e NEG6, apresentaram
as melhores caracteristicas fisico-quimicas. Ambas exibiram tamanho de particula

reduzido (inferior a 100 nm) e valores de potencial zeta mais proximos de -30 mV.
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Sobretudo, destaca-se a NE6 por também apresentar um IPD mais baixo, que sugere
melhor estabilidade fisica do sistema durante o armazenamento e o processo de nano

spray-drying.
5.2.3 Estudo de Estabilidade
5231 Estabilidade cinética

Apenas as amostras NE1 e NE4 apresentaram separagcdo de fase e
coalescéncia 48 horas apds o preparo a temperatura ambiente. As demais amostras
se mantiveram estaveis e, por isso, seguiram para avaliagao da estabilidade cinética
por centrifugagao.

Uma NE mantém sua estabilidade fisica enquanto permanecer no estado
disperso adequado. A separagado gravitacional € um dos principais fenébmenos de
instabilidade de emulsdes, que ocorre devido a diferenca de densidade entre as
particulas dispersas e a fase continua. Assim, a estabilidade fisica de uma NE pode
ser avaliada pela aplicacao de forga centrifuga, permitindo a verificagdo da resisténcia
das micelas a coalescéncia, que resulta na separacao de fases (Ganesan et al., 2023).

Nas amostras NE2 e NE5, observa-se a turvagao da emulsdo, provavelmente
devido a coalescéncia das micelas, fenbmeno que resulta na formacdo de
aglomerados e aumento no tamanho das goticulas dispersas. Esse fato indica a
instabilidade fisica desses sistemas. Por outro lado, as amostras NE3 e NEG6
demonstraram estabilidade significativa quando submetidas a uma forga centrifuga de
até 4000 rpm, pois ndo foram observadas separagao de fases nem coalescéncia
(Figura 33). Esses resultados sugerem que a propor¢cao OECL:polissorbato 80 de 1:3

€ adequada para a manutencao da estabilidade do sistema nanoemulsionado.
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Figura 33 - Avaliacdo da estabilidade cinética das nanoemulsdes NE2, NE3, NE5 e NEG apds
centrifugacao.

NE2 NE3 NE5 NE6

Fonte: A autora.

5.2.3.2 Estabilidade por ciclos de congelamento e descongelamento

Com base nos resultados da estabilidade cinética, as amostras NE3 e NEG
foram selecionadas para o teste de estabilidade acelerada por ciclos de congelamento
e descongelamento.

Ambas as formulagdes mantiveram suas caracteristicas organolépticas (Figura
34), sem ocorréncia de separagdo de fases, e ndo apresentaram diferengas
significativas (p > 0,05) nos parametros de IPD, potencial zeta, pH e eficiéncia de
encapsulagéo (EE%) (Tabela 3), indicando boa estabilidade fisico-quimica frente as
variagoes extremas de temperatura. Em relagdo ao tamanho de particula, ambas as
amostras apresentaram diferencga significativa (p < 0,05) entre o inicio e fim do ciclo,

mas mantiveram o tamanho dentro do aceitavel (< 100 nm).
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Figura 34 - Avaliagcdo macroscopica das nanoemulsdes NE3 e NEG apds estudo de estabilidade
acelerada por ciclos de congelamento e descongelamento.

Fonte: A autora.

Tabela 3 - Tamanho médio das particulas, indice de polidispers&o (IPD), potencial zeta, pH e eficiéncia
de encapsulagéo (EE%) das nanoemulsées NE3 e NEG6 no inicio e ao final dos ciclos de congelamento
e descongelamento.

NE3 NE6
Inicial Final Inicial Final
Tamanho de particula (hnm) 40,69 + 1,27 72,16 +6,56* 75,72+2,14 93,71+ 3,75*
IPD 0,782+ 0,036 0,661+0,035 0,256 +0,021 0,362 + 0,059
Potencial zeta (mV) -15,21+0,37 -16,43+0,43 -19,37+0,41 -18,10%0,20
pH 5,44 + 0,07 5,34 £ 0,07 5,55 + 0,04 5,18 £ 0,05
EE% 94,14 +0,17 93,98+0,10 94,39+0,13 94,04 £ 0,09

Fonte: A autora.
Notas: Dados expressos como média + desvio padréo (n=3, amostras independentes). ANOVA de uma
via seguido de teste de Sidak. Legenda: * significa p < 0,05, comparado ao tempo inicial.

5.2.3.3 Estabilidade acelerada por 90 dias

Em veiculos coloidais, como as NEs, deve-se avaliar a estabilidade fisico-
quimica considerando a interagao quimica do sistema ativo/veiculo e a influéncia dos
componentes da formulagdo em fungdo do tempo de estocagem em condigdes
apropriadas (Gobo, 2019). Sendo assim, as amostras NE3 e NE6 seguiram para o
estudo de estabilidade acelerada de 90 dias, sob diferentes temperaturas de
armazenamento, sendo utilizada uma NE branco (NEO, sem OECL) como controle

comparativo.
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Em relagao as caracteristicas macroscopicas (Figura 35), ndo houve separagao
de fases, formacao de precipitado ou opalescéncia em nenhuma das condigbes ao
longo dos 90 dias de estudo. Além disso, ndo foram observadas alteragcbes
expressivas nas NEs armazenadas a temperatura ambiente ou sob refrigeragao.
Entretanto, observa-se que tanto a NE3 quanto a NE6 apresentaram coloragao
amarelada no decorrer dos dias de armazenamento em estufa, fenbmeno que néo
ocorreu nas demais temperaturas de armazenamento, nem com a NEO. Tal alteragao
sugere a ocorréncia de oxidagado ou degradagdo do OECL nesta temperatura, o que
€ consistente com a baixa estabilidade quimica conhecida dos OEs quando expostos
ao calor. Sobre as caracteristicas organolépticas, verificou-se alteragao no odor do
OECL apenas nas NEs mantidas em estufa, corroborando com a possivel degradagao

térmica do 6leo.

Figura 35 - Avaliagdo macroscopica das nanoemulsées NE3, NE6 e NEO (nanoemulsdo branco, sem
adicao de o6leo essencial) durante estudo de estabilidade de 90 em diferentes condigbes: temperatura
ambiente (20 £ 5 °C), refrigeragao (5 + 2 °C) e estufa (40 = 1 °C). As imagens foram registradas em
fundo preto, e em fundo branco no 90° dia para evidenciar a translucidez das amostras.

Dia 0

Temperatura ambiente Estufa

NE3
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Figura 35 - (continuagao).

Traucide ao aI dos 90

Dia N0 - NE3 - NE6 NEO - NE3 NE6 - NEO NE3 _ NE6
90 i - B o

Fonte: A autora.

A Figura 36 mostra os resultados da avaliagdo do tamanho de particula, IPD,
potencial zeta e pH em fungéo do tempo durante o estudo de estabilidade.
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Figura 36 - Avaliacdo do tamanho médio de particula, indice de polidispersao (IPD), potencial zeta e
pH das nanoemulsées NE3, NE6 e NEO (nanoemulsao branco, sem adi¢do de 6leo essencial) durante
o periodo de estudo de estabilidade de 90 dias em diferentes condicbes de armazenamento.

NE3 NE6
£ 100+ 100 100+ Branco
£
& 804 80+ 80
3 P 1
t 60 60+ . //T_QI . 60
o 1 g
3 a0 .@% 40+ ; 404 o
(=]
E
£ 20 20 204
g
= T T T T 0 T T T T 0 T T T T
0 30 60 90 0 30 60 90 0 30 60 20
Dias Dias Dias
Bran
104 NE3 1.0- NE6 1.0+ anco
(=
wT g
£ 08 " 0.8 ~ 0.8 /’>.%
2 ‘\;/i"’/-—i &
@2 i 3
S 0.64 0.6 0.6 \/
g
o 0.4 0.4 0.4
T
@ [ 4
S 0.2 0.2+ 0.2+
T
£
U" L T L] L] 00 T L] T T OD T T T T
0 30 60 90 0 30 60 90 0 30 60 90
Dias Dias Dias
NE3 NE6 Branco
0_ ................................................. o_ .................................................... 0_ ____________________________________________________
)
E
= -10 10 10
3
N [ 1
£ -20- g 1 =
E -20 -20 .20 fr\/l
o
o
-30 T T T T -30 T T T T -30 T T T T
0 30 60 90 0 30 60 90 0 30 60 90
Dias Dias Dias
NE3 NE6 Branco
74 7 71
6= 6 6
g [
[=} B —
T——— h W e,
5= 1 5= 5=
—_—
4 ] ] ] L] 4 L] T L] L] 4 T T T T
0 30 60 90 0 30 60 20 0 30 60 90
Dias Dias Dias

- Refrigeragao (4 £ 2 °C)
-+ Temperatura ambiente (20 + 5 °C)
Estufa (40 £ 1 °C)

Fonte: A autora.
Nota: Dados expressos como média + desvio padrdo (n=3, amostras independentes).

Observa-se que o tamanho médio das particulas em todas as amostras
testadas, independentemente da temperatura de armazenamento, manteve-se inferior

a 100 nm, demonstrando estabilidade coloidal do sistema.
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Entretanto, constatou-se um aumento estatisticamente significativo (p < 0,05)
no tamanho de particula das amostras NE3, NE6 e NEO armazenadas em estufa, logo
no inicio do estudo (30 dias) em comparagéo ao dia zero, o que pode ser atribuido a
alta temperatura, que altera a viscosidade da fase continua, aumentando a mobilidade
das goticulas dispersas, favorecendo a coalescéncia ou amadurecimento de Ostwald
(Flekka et al., 2024; Singh, Kaur e Singh, 2023). Apds esse aumento inicial, ndo houve
diferenga estatisticamente significativa no tamanho de particula nos dias 60 e 90 (p >
0,05) em relagao ao dia 30.

O amadurecimento de Ostwald (Ostwald ripening) € um fenébmeno difusivo que
leva ao aumento do tamanho das particulas ao longo do tempo devido a aderéncia de
micelas menores na superficie de micelas maiores, causando o espessamento da
formulacao e eventual separacao de fases. Esse processo € particularmente evidente
em NEs, podendo ser considerado o principal mecanismo de desestabilizacdo desses
sistemas (Singh, Y. et al., 2017).

Além disso, temperaturas altas podem comprometer a barreira estabilizante em
torno das particulas, resultando na fusédo parcial das goticulas, conforme também foi
observado no estudo de estabilidade de NEs de OE de lavanda conduzido por Flekka
e colaboradores (2024). Neste sentido, observa-se que na amostra NE6, ndo houve
diferenga estatisticamente significativa (p > 0,05) no tamanho de particula entre as
temperaturas, provavelmente devido a maior concentragdo de GA como material
encapsulante, que conferiu maior protecdo contra o estresse térmico, reforcando a
barreira estérica ao redor das goticulas e reduzindo a interagdo entre elas, o que
dificultou a ocorréncia de coalescéncia e do amadurecimento de Ostwald.

Por outro lado, observa-se que, em refrigeracdo, houve diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) no tamanho de particula apenas para a NE3
entre os tempos 0 e 90 dias, enquanto a NE6 nao apresentou alteracdes significativas
(p > 0,05) durante todo o periodo de armazenamento. Isto indica que, ao contrario do
calor, o frio reduz a energia cinética e mobilidade das particulas, preservando seu
tamanho durante o tempo em refrigeracdo. O armazenamento em temperatura
ambiente nao alterou significativamente o tamanho das particulas de nenhuma
formulacao ao longo do tempo.

Os valores de potencial zeta diferiram entre as amostras ja no tempo zero, com
valores absolutos significativamente menores (p < 0,05) paraa NE3 (-14,1 £ 1,31) em

comparacao a NE6 (-19,0 £ 1,26) e a NEO (-21,1 + 1,48). Logo nos primeiros 30 dias,
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o potencial zeta da NE3 alterou significativamente (p < 0,05) em todas as condi¢des
de armazenamento, porém estabilizou nos dias de analise subsequentes. Quando
submetido a baixas temperaturas, o polissorbato 80 sofre alteracbes em sua
conformacao espacial, tornando-se mais rigida, podendo até cristalizar. Essa
reorganizagao estrutural do filme interfacial modifica a forma como o polimero
encapsulante (nesse caso a GA) se acomoda ao redor da goticula, expondo mais os
grupos anidnicos, o que tende a diminuir o potencial zeta (Rosen; Kunjappu, 2012;
Tadros, 2005).

Para a NE6, ndo houve diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05)
entre as condigdes de armazenamento em nenhum dos tempos analisados, indicando
que o aumento da concentragdo de GA protege o polissorbato 80 das alteragbes
estruturais promovidas pela temperatura. Isso corrobora com os dados de Sukhotu et
al. (2016), que confirmou que as goticulas revestidas com GA apresentavam carga
negativa suficiente para aumentar a repulsao eletrostatica entre as particulas. Logo,
sugere-se que o aumento da concentragcdo de GA aumenta a estabilidade.

Entre os parametros avaliados, o IPD demonstrou maior sensibilidade as
variagdes de temperatura. A obtencdo de NEs com baixos valores de IPD é
reconhecidamente desafiadora, em especial devido as limitagdes da analise por EDL,
metodologia de avaliagdo utilizada. Isto inclui a necessidade de diluigdo da amostra,
0 que pode alterar o equilibrio coloidal e modificar a organizagdo das micelas, bem
como a interpretagdo de pequenas goticulas ligeiramente agregadas como uma unica
particula maior, aumentando o valor de IPD. Esse efeito é particularmente relevante
em sistemas como as NEs, cujo tamanho reduzido das goticulas e sua elevada
mobilidade tornam o IPD um parametro altamente sensivel (Carvalho et al., 2018;
Danaei et al., 2018).

Nesse contexto, embora o tamanho de particula e o potencial zeta tenham se
mantido relativamente estaveis, 0 aumento do IPD sugere maior heterogeneidade na
distribuicao dos tamanhos, possivelmente decorrente do surgimento de agregacdes
de goticulas, mesmo que em baixa quantidade, durante a analise.

O pH é um paréametro importante para avaliar tanto a estabilidade da
formulacdo quanto sua compatibilidade com a pele, garantindo sua seguranca e
eficacia por uso topico. Considera-se que o pH ideal da pele humana esta na faixa de

4,5 a 6,5, assim, o equilibrio adequado do pH da formulacdo minimiza a irritacao,



98

melhora a entrega do farmaco e preserva a integridade da formulagdo durante o
armazenamento e a aplicagao (Bahloul et al., 2024; Drais, 2023).

Verificou-se que o aumento da temperatura de armazenamento reduziu
significativamente (p < 0,05) o pH das amostras contendo OECL (NE3 e NEG6).
Associando este resultado com as caracteristicas organolépticas das formulagdes,
pode-se sugerir que a estufa causou degradacao de componentes do OECL sensiveis
a temperatura, como terpenos e compostos fendlicos, levando a formacao de acidos
organicos, como esperado para amostras como OEs (Bahloul et al., 2024). Apesar
desta reducdo, os valores de pH permaneceram dentro da faixa considerada
adequada para aplicagao topica.

De modo geral, todas as amostras demonstraram melhor estabilidade em
temperaturas mais baixas (temperatura ambiente e refrigeracédo) por periodos mais

longos em comparagao ao armazenamento em estufa.
5.2.3.4 Estabilidade quimica: eficiéncia de encapsulacdo das nanoemulsdes

Diante desses resultados, foi avaliada a eficiéncia de encapsulagao (EE%) do
OECL nas NEs selecionadas (NE3 e NEG6) e avaliada sua estabilidade quimica quando

armazenadas sob refrigeracao e temperatura ambiente por 90 dias (Figura 37).

Figura 37 - Avaliacéo da eficiéncia de encapsulacéo das nanoemulsées NE3 e NEG6 durante o periodo
de estudo de estabilidade de 90 dias em diferentes condigées de armazenamento.
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Fonte: A autora.
Nota: Dados expressos como média + desvio padrdo (n=3, amostras independentes).

A eficiéncia de encapsulacao (EE%) foi determinada pelo método indireto, que
consiste na quantificacdo do composto ativo que permaneceu livre na fase aquosa,
ou seja, que nao foi efetivamente encapsulado nas micelas. Para isso, foi determinado

por CLUE o teor de citral livre, principal constituinte e marcador do OECL, visto que
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sua quantificacdo permite estimar a proporc¢ao final de OECL. Considerando que o
citral representa aproximadamente 65,8% do OECL (segundo relatério do fabricante,
Quinari), a EE% da NE3 foi de 94,16 £ 0,17% e da NEG foi de 94,39 + 0,25%, indicando
elevada retengcdo do composto bioativo na formulacéao.

De acordo com a analise estatistica, para a amostra NE6 n&do houve diferenca
significativa (p > 0,05) entre as temperaturas de armazenamento, em nenhum tempo.
Ja para a amostra NE3, a refrigeragdo levou a uma diminuicdo estatisticamente
significativa da EE% (p < 0,05), de 94,1% no dia 0 para 92,8% no dia 90, o que
corrobora com os resultados de potencial zeta, que indicaram a ocorréncia de
reorganizagao estrutural e enrijecimento cinético do tensoativo em baixas
temperaturas, resultando na desestabilizacido das micelas e difusdo de pequenas
quantidades do OECL para a fase externa.

Entre as formulagbes, a NE6 apresentou maior estabilidade fisico-quimica
durante, pelo menos, os 90 dias de armazenamento, tanto em temperatura ambiente
quanto sob refrigeragdo. A maior concentracdo de GA foi fundamental para a
estabilidade, por criar uma barreira estérica que protege o sistema emulsionado contra
instabilidades interfaciais, e por aumentar a retencdo do OECL nas nanoparticulas,
tornando esta formulagao a candidata mais adequada para passar pelo nano spray-

drying.

5.3 OBTENCAO E CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS
SOLIDAS OBTIDAS POR NANO SPRAY-DRYING

Avaliando os resultados de caracterizagcao e estudo de estabilidade das NEs,
selecionou-se a amostra NE6 como formulacao de alimentagao do nano spray-drying,
gerando um produto seco na forma de pd, como esperado, que seguiu para as

analises de caracterizacao fisico-quimicas. O produto em p6 foi denominado NPP.
5.3.1 Morfologia e Tamanho das Particulas

As micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura por efeito de
campo (MEV-FEG) do pé produzido por nano spray-drying mostraram estruturas
esféricas, com superficie lisa, sem rachaduras aparentes e com presenga de poros

em algumas particulas (Figura 38).
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Figura 38 - Micrografia das nanoparticulas poliméricas obtidas por nano spray-drying.

SEM HV: 10.0 kV WD: 9.95 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 10.0 kx Det: SE
View field: 27.7 um  Date(m/dly): 03/01/24 Performance in nanospace

SEM HV: 10.0 kV WD: 9.96 mm
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 ym
View field: 55.3 um Date(m/dly): 03/01/24 Performance in nanospace

i

SEM HV: 10.0 kV WD: 9.96 mm MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 25.0 kx Det: SE 2um
View field: 11.1 um  Date(m/d/y): 03/01/24 Performance in nanospace

SEM HV: 10.0 kV WD: 9.96 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 20.0 kx Det: SE 2um
View field: 13.8 um Date(m/dly): 03/01/24 Performance in nanospace

Fonte: A autora.
Notas: A = aumento 5000x, escala 10um; B = aumento 1000x, escala 5 ym; C = aumento 20000x,
escala 2 ym; D = aumento 25000x, escala 2 um.

Essas particulas porosas sao formadas devido as altas temperaturas e rapida
evaporagao, ou pelo excesso de material de parede na NE de alimentagcdo em relagéo
a quantidade de OE, levando a formagéao de particulas ocas (Arpagaus et al., 2018; Li
et al., 2010). Depressdes foram raramente observadas na superficie, caracteristica

associada a técnica de nano spray-drying. Durante o resfriamento, pode ocorrer o
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encolhimento das particulas, fato também observado em outros estudos, como na
nanoencapsulagao de OE de orégano por Plati, Papi e Paraskevopoulou (2021) e de
suco de lim&o por Stavra et al. (2022).

De acordo com a escala das micrografias, observa-se que foram formadas
particulas de diferentes tamanhos, sendo a maioria com didametro inferior a 1 um,
podendo ser classificadas como nanoparticulas poliméricas (NPP). Essa
heterogeneidade no tamanho das particulas € uma caracteristica tipica dos produtos
obtidos por spray-drying (Alencar et al., 2022; Li et al., 2010).

Observam-se também algumas aglomeragdes, principalmente entre particulas
menores aderidas a superficie de particulas maiores. No entanto, ainda & possivel
identificar a morfologia das NPP individuais, sugerindo que essas aglomeragdes foram
formadas apds o processo de secagem completo, provavelmente devido a presenca
de OECL livre na superficie da particula ou pela retengao de umidade (Alencar et al.,
2022; Plati; Papi; Paraskevopoulou, 2021). Esse comportamento € comumente
relatado na literatura (Hu et al., 2016; Li et al., 2010; Plati et al., 2019; Plati; Papi;
Paraskevopoulou, 2021; Stavra et al., 2022).

5.3.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de FTIR foi realizada para investigar potenciais interagbes

intermoleculares entre os componentes da formulagao (Figura 39).
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Figura 39 - Espectros de FTIR (nimero de onda x transmitancia) do 6leo essencial de capim-limao
(OECL) livre, da goma arabica (GA), do polissorbato 80 e das nanoparticulas poliméricas (NPP).
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Fonte: A autora.

Todos o0s espectros apresentaram um pico largo semelhante em
aproximadamente 3500 cm™', correspondente ao grupo hidroxila (O-H). A GA, o
polissorbato 80 e as NPP exibiram um pico em 2926 cm™' relacionado ao estiramento
da ligagao C-H, que também foi observado no espectro do OECL livre como um pico
ramificado entre 2968-2852 cm™.

O espectro do OECL livre demonstrou um pequeno pico em 1722 cm™,
correspondente ao estiramento C=0 de aldeidos, e uma banda intensa em 1675 cm-
', indicando a presenca de uma vibragdo de ligagdo C=C aromatica (cis e trans),
caracteristica de monoterpenos aciclicos, como o citral (mistura dos isémeros neral e
geranial) (Alsakhawy et al., 2024; Martins et al., 2021; Silva et al., 2023).

No espectro do GA, foi observada uma banda de absorgdo em 1637 cm™’
atribuida a ligagéo de hidrogénio intra ou intermolecular. A regido de impressao digital
para carboidratos, que varia de 1200 a 900 cm™" (Bhushette; Annapure, 2017; Li et al.,
2021), também foi evidenciada. O espectro do polissorbato 80 apresentou bandas em
1738 cm™ e 1103 cm™', atribuidas as vibragdes de estiramento C=0 e C-O
assimétrico, respectivamente (Bide; Fashapoyeh; Shokrollahzadeh, 2021).

O espectro das NPP foi muito semelhante aos espectros da GA e polissorbato

80, sem formacgao de novas bandas ou picos, indicando que nenhuma reagao quimica
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ou interagao ocorreu durante o processo de nanoencapsulagao. Além disso, houve
uma diminuicdo na intensidade ou desaparecimento dos picos do OECL no espectro
das NPP, sugerindo o sucesso da encapsulacao e a formagao de nanocapsulas (Silva
et al., 2023).

5.3.3 Difragdo de Raios-X (DRX)

A difragdo de raios X foi utilizada para identificar as estruturas cristalinas ou
amorfas das NPP, em comparagédo ao material de parede GA (Figura 40). Materiais
cristalinos geralmente exibem uma série de picos nitidos e definidos, devido a sua
estrutura bem ordenada, enquanto materiais amorfos produzem um pico largo, devido

ao seu estado desordenado (Kang et al., 2019; Silva et al., 2023).

Figura 40 - Difratogramas (20 x intensidade) da goma arabica (GA) pura e das nanoparticulas
poliméricas (NPP).
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Fonte: A autora.

O difratograma da GA apresentou um pico largo em 26 de 18°, demonstrando
sua estrutura amorfa. As NPP exibiram novos picos nitidos em 26 de 37° e 43°,
provavelmente devido a formacado de um dominio semicristalino na sua estrutura. No

entanto, a estrutura amorfa foi mantida apds a secagem por spray, como evidenciado



104

por um pico largo em 20 de 18° relacionado a GA, indicando a encapsulagao eficaz
do OECL com o material de parede.

Os resultados obtidos s&o consistentes com estudos anteriores, que relataram
estruturas amorfas em pds obtidos por spray-drying (Andrade et al., 2018; Kang et al.,
2019; Silva et al., 2023). Particulas amorfas sdo mais propensas a serem gerados
durante a secagem de misturas complexas, como extratos vegetais, e geralmente sao
mais soluveis em agua e estaveis, caracteristicas desejaveis no caso da

encapsulacéo de OEs (Fernandes et al., 2014; Kang et al., 2019).
5.3.4 Analise Termogravimétrica (TG)

As curvas termogravimétricas do OECL livre, da GA e das NPP, sao

apresentadas na Figura 41.

Figura 41 - Curvas termogravimétricas (temperatura x massa) do 6leo essencial de capim-limao (OECL)
livre, da goma arabica (GA) e das nanoparticulas poliméricas (NPP).
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Fonte: A autora.

A curva TG do OECL livre mostrou uma unica etapa de decomposigao térmica,
variando de 107 °C a 195 °C, com uma perda de massa de 81%, semelhante ao
encontrado por Martins e colaboradores (2021). As curvas da GA e das NPP
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apresentaram mais de uma etapa de decomposi¢do. O primeiro evento pode ser
relacionado com a perda de umidade (15% no GA e 11% nas NPP), e o segundo
evento com a decomposi¢cdao da GA, que ocorreu em aproximadamente 250 °C
(Bhushette; Annapure, 2017). As NPP perderam 20% da massa em uma temperatura
mais elevada (281,6 °C) comparado ao OECL livre (131,9 °C) e a GA pura (240,2 °C).
Essas diferengas sugerem que a perda esta predominantemente associada a agua, e
nao ao 6leo (Silva et al., 2023). Portanto, é possivel concluir que a nanoencapsulagao
do OECL utilizando a GA aumentou significativamente sua estabilidade térmica,

confirmando a eficacia do processo e a escolha adequada do material de parede.
5.3.5 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

Os termogramas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) séao

apresentados na Figura 42.

Figura 42 — Curvas de DSC (fluxo de calor x temperatura) do 6leo essencial de capim-liméao (OECL)
livre, da goma arabica (GA) e das nanoparticulas poliméricas (NPP).
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Fonte: A autora.

O OECL mostrou um evento de degradacgao a 180 °C, atribuido a degradagao
oxidativa (Martins et al., 2021). A curva DSC da GA apresentou eventos a 81 °C e a
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246 °C, correspondentes a perda de umidade e a decomposi¢do térmica,
respectivamente. O Unico evento encontrado para as NPP ocorreu em uma
temperatura semelhante a observada para o GA, atribuido a perda de umidade. A
degradagdo observada no OECL ndo foi observada na curva DSC das NPP,
demonstrando uma maior estabilidade contra a degradagao oxidativa, corroborando

os resultados da analise TG.
5.3.6 Molhabilidade e Dispersibilidade

A fim de avaliar o comportamento de redispersédo das NPP em agua, foram
realizados os testes de molhabilidade e dispersibilidade do pdé. A molhabilidade
corresponde ao tempo necessario para que todas as particulas sejam completamente
umedecidas, sendo um parametro fundamental para avaliar as propriedades de
dissolucéo, enquanto que a dispersibilidade é definida como a facilidade com que um
po se desagrega espontaneamente em particulas individuais quando em contato com
um liquido (Budnimath et al., 2023; Stavra et al., 2022).

De modo geral, quanto menor o tempo necessario para o completo
umedecimento das particulas, melhor é considerada a molhabilidade, sendo
diretamente relacionada a dispersibilidade, isto €, quanto maior a molhabilidade, maior
a dispersibilidade (Stavra et al., 2022).

A avaliacdo da molhabilidade das NPP indicou que o tempo necessario para
completo umedecimento das nanoparticulas em meio aquoso foi 25,94 + 0,87
segundos (n=3). Esse tempo relativamente curto sugere boa interagdo das
nanoparticulas com a agua, o que esta diretamente relacionado a capacidade de
hidratacao e, consequentemente, de redispersao do po.

O resultado da molhabilidade esta de acordo com a analise de dispersibilidade,
na qual a massa de residuo seco, ou seja, o residuo de NPP que nao foi disperso em
agua, foi de 0,0319 + 0,0091 g (n=3). Considerando a massa inicial de 0,5 g de
amostra, a dispersibilidade calculada foi de 93,62%. Esse elevado percentual pode
ser atribuido as propriedades fisico-quimicas das NPP como o tamanho reduzido e a
morfologia amorfa, evidenciada pela andlise de DRX, fatores que favorecem a
hidratacéo e a redispersado do p6. De forma geral, uma maior dispersibilidade resulta
em menor formacgdo de grumos e aglomeragdes no po, garantindo sua dissolugao

adequada (Budnimath et al., 2023). Assim, as NPP demonstraram comportamento
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satisfatério quando em contato com a agua, indicando uma melhora na
hidrossolubilidade do OECL.

ApOs a redispersédo do pé em meio aquoso, foi realizada a analise por EDL que
mostrou um tamanho médio de particula de 155,2 + 39,2 nm e um IPD de 0,635 %
0,011, confirmando a formagéo de NPP pelo processo de nano spray-drying (tamanho
inferior de 200 nm). Além disso, esse resultado confirma as observacbes de

microscopia, que evidenciaram heterogeneidade no tamanho das particulas.
5.3.7 Eficiéncia do Processo de Nanoencapsulagéo por Nano Spray-Drying

O primeiro parametro avaliado para verificar a eficiéncia de produgao das NPP
foi o rendimento do processo de nano spray-drying a partir da NE6, que variou entre
78,15% e 85,19%. A EE obtida foi de 46,14 + 0,56%, valor dentro do esperado para
técnicas de secagem, que geralmente apresentam EE mais baixa devido a perda
parcial de compostos volateis durante o processo. Ja a porcentagem de retencéo do
OECL, que considera tanto o OECL efetivamente encapsulado quanto aquele
adsorvido na parede das NPP, ou seja, a soma da quantificagao direta e indireta, foi
de aproximadamente 72,16%.

Por se tratar de uma técnica de encapsulagdo relativamente recente,
desenvolvida no final do ano de 2010, ainda ha poucos estudos na literatura que
determinaram a eficiéncia do processo de nano spray-drying. Mas de forma geral, o
nano spray-dryer proporciona maior rendimento em comparagdo aos spray-dryers
convencionais (Ghosh et al., 2021). Apesar disso, o rendimento em escala laboratorial
€ geralmente baixo, podendo ser considerado satisfatério valores em torno de 50% a
70% (Li et al., 2010; Silva; Beltrame; Ferrari, 2024).

Nesse contexto, os resultados obtidos no presente trabalho estdo alinhados
com outros estudos como de Kyriakoudi e Tsimidou (2018), que nanoencapsularam
extratos de acafrdo em maltodextrina, usando nano spray-drying, e obtiveram
rendimentos de aproximadamente 71 a 87%, enquanto que Ligarda-Samanez e
colaboradores (2023) alcangaram rendimentos de 66,28 a 74,28% ao nanoencapsular
extratos fendlicos usando goma arabica e maltodextrina como materiais de parede.

Em relagao a EE, valores semelhantes foram encontrados por Oliveira; Paula;
Paula (2014), variando de 21% a 48%, ao produzir nanoparticulas de alginato/goma
de caju contendo 6leo essencial de Lippia sidoides, e por Pedrozo e colaboradores

(2020), cuja EE da rutina por nano spray-drying foi de aproximadamente 32%. A
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porcentagem de retengdo também apresentou concordancia com os dados de
Kyriakoudi e Tsimidou (2018), que demonstraram valores entre 54 e 81%, e com
Ligarda-Samanez e colaboradores (2023), que encontraram valores de 68,93 a
89,26%.

54 ENSAIO DE PERMEAGCAO CUTANEA IN VITRO

Foram realizados estudos de permeacao cutanea em pele suina com o objetivo
de comparar o comportamento do OECL em sua forma livre com aquele apresentado
apods a encapsulacéao, tanto na forma de NE quanto em NPP, a partir da quantificagao
da permeacao e retencéo cutanea do citral.

A quantidade acumulada de citral permeada aumentou ao longo do tempo em
todas as formulagdes avaliadas. A analise de variancia de duas vias, considerando
formulacao e tempo como fatores, com medidas repetidas no fator tempo, demonstrou
efeito significativo do tempo (p < 0,05) para todas as amostras avaliadas, o que é
esperado para um processo cumulativo de permeacéo cutanea.

Também foi observado efeito estatisticamente significativo da formulagéo
(OECL livre, NE6 e NPP) e interagao significativa entre formulagéo e tempo (p < 0,05),
indicando que as formulagdes apresentaram comportamentos distintos de permeacéao
ao longo do experimento.

Embora as curvas apresentassem comportamento semelhante nas primeiras
horas, diferencas entre as formulagcdes sao observadas a partir de aproximadamente
2 a 3 horas de experimento, conforme observado na Figura 43. Porém, essa diferencga
entre as formulagdes (OECL livre, NE6 e NPP) nao foi estatisticamente significativa

nas comparacgodes realizadas pelo pds-teste (p > 0,05).
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Figura 43 - Perfil de permeagéo cutanea do citral através da pele suina, a partir do éleo essencial de
capim-limao (OECL) livre e encapsulado na nanoemulsdo (NE6) e nas nanoparticulas poliméricas
(NPP), em fungéo do tempo.
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Fonte: A autora.
Nota: Dados expressos como média + desvio padrdo (n=3, amostras independentes).

A avaliacdo da retengdo cutanea (Figura 44) demonstrou comportamento
distinto entre o OECL livre, a NE6 e as NPP, evidenciando que o sistema de

nanoencapsulagao influenciou a distribuicdo do ativo nas diferentes camadas da pele.

Figura 44 - Quantidade de citral retido no estrato corneo e na derme apds aplicagdo do 6leo essencial
de capim-liméo (OECL) livre e encapsulado na nanoemulsao (NE6) e nas nanoparticulas poliméricas
(NPP), na pele abdominal suina.
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Fonte: A autora.

Nota: Dados expressos como meédia * desvio padrdo (n=3, amostras independentes). ANOVA de duas
vias seguido de teste de Tukey. Legenda: * significa p < 0,05, ** significa p < 0,01 e *** significa p <
0,001.

No estrato coérneo, o OECL livre apresentou a maior quantidade retida,
aproximadamente 7,3 pg/cm?, sendo significativamente superior (p < 0,001) a
observada para a NE (~2,4 ug/cm?) e para as NPP (~1,5 pug/cm?). A NE também
apresentou retencgéao significativamente maior que as NPP (p < 0,01).
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Os terpenos e terpenoides tém despertado interesse significativo como
promotores de permeacgdo cutdnea (Lason, 2020). O dleos essenciais ricos em
terpenoides, como o OECL, facilitam a interacdo com as camadas lipidicas do estrato
coérneo, apresentando maior retengdo nessa regido (Silva et al., 2026). Ja a
incorporagao do OECL em uma nanoemulséao e, principalmente, em nanoparticulas
pode modificar a liberacao e interagao do citral com a superficie cutanea. Dessa forma,
a encapsulacao pode ter reduzido a disponibilidade imediata do citral para retengao
no estrato coérneo, promovendo uma liberagdo mais gradual do composto.

Entretanto, na derme, a quantidade retida apos aplicagdo da NE (~1,7 yg/cm?)
nao diferiu significativamente (p > 0,05) daquela observada para o OECL livre (~1,4
hg/cm?). Por outro lado, as NPP apresentaram retengéo significativamente menor
(~0,5 pg/cm?) em comparacéo tanto ao OECL livre (p < 0,01) quanto a NE (p < 0,001).
Portanto, embora a NE tenha reduzido a retengao no estrato coérneo, essa redugao
nao foi acompanhada por uma diminuig¢ao significativa da quantidade retida na derme
em relagao ao OECL livre.

Esse resultado € particularmente relevante para a proposta de aplicagao topica,
pois sugere que a NE promoveu uma alteracdo no perfil de distribuicdo cutanea do
OECL, com menor acumulo superficial e manutencao da quantidade retida na derme.
Assim, a nanoemulsificacdo parece ter modificado a interacdo do OECL com a
barreira cutanea, favorecendo sua disponibilidade nas camadas mais profundas da
pele.

Em contrapartida, as NPP apresentaram as menores quantidades retidas tanto
no estrato corneo quanto na derme. Esse resultado pode estar associado a liberagao
mais controlada do OECL a partir da matriz de GA, reduzindo a quantidade de citral

imediatamente disponivel para interacdo com a pele.
55 ANALISES IN VITRO
5.5.1 Atividade Antioxidante

A regeneracgao da pele apés uma queimadura € um processo complexo que
envolve varias fases, incluindo inflamagéo, reepitelizagdo, granulagdo e
neovascularizagado. Esse processo € mediado por diversas substancias bioquimicas,
como antioxidantes, citocinas e biomarcadores (Al-Samydai et al., 2023; Siddique et

al., 2023). Muitos ativos vegetais, incluindo os terpenoides que compdem os OEs,
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além de alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas, acidos graxos e compostos
fendlicos, apresentam a capacidade de estimular o processo de regeneragao cutanea
pos-queimaduras devido as suas propriedades antioxidantes, atuando como agente
redutor e sequestrador de EROs, prevenindo o processo oxidativo que causa danos
aos tecidos (Al-Samydai et al., 2023).

No caso de queimaduras solares em particular, a intensa exposi¢ao a radiagao
UVA causa foto-oxidagdo da melanina e induz outros processos oxidativos que
danificam o DNA, proteinas e lipidios, além de exercer efeito imunossupressor
(Balkrishna et al., 2023). Sendo assim, a avaliagdo da atividade antioxidante do OECL
torna-se fundamental para verificar seu potencial como agente protetor e regenerador
cutaneo em formulagdes pds-sol.

Conforme mostra a Figura 45, a atividade antioxidante do OECL, da NE e das
NPP aumentou de forma dependente da concentragdo quando avaliada pelo método
do DPPH’, atingindo valores proximos a 80% de inibicdo na maior concentragao
avaliada (1000 pg/mL) para todas as amostras. A NE apresentou a maior capacidade
antioxidante entre as amostras em todas as concentragdes, com Clso de 510,92 £ 5,04
pg/mL. As NPP, por sua vez, exibiram o maior valor de Clso (643,18 £ 12,56 ug/mL),
indicando atividade antioxidante significativamente menor que o OECL livre (Clso de
610,97 + 19,14 ug/mL).

Figura 45 - Atividade antioxidante expressa em porcentagem inibicao do radical DPPH* para o dleo
essencial de capim-limao (OECL) livre, nanoemulsdo (NEG6) e nanoparticulas poliméricas (NPP) em
diferentes concentragdes, com os valores de Cls, calculados a partir das curvas de cada amostra.
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Fonte: A autora.

Nota: Dados expressos como média + desvio padrdo (n=3, amostras independentes). ANOVA de duas
vias seguido de teste de Tukey. Legenda: * significa p < 0,05 e ** significa p < 0,01, comparado ao éleo
essencial de capim-lim&o livre.
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Para avaliagdo da atividade antioxidante pelo método FRAP, utilizou-se o
Trolox como padrao antioxidante, uma substancia capaz de retardar a oxidagao
através da doacédo de elétrons. A Figura 46 apresenta a curva padrédo do Trolox e os
resultados do ensaio FRAP com as amostras, que mostram maior atividade
antioxidante para a NE em todas as concentragdes testadas, significativamente
superior ao OECL livre, condizente com os resultados obtidos pelo ensaio DPPH".
Entretanto, o resultado das NPP diferiu entre os métodos. Por FRAP, as NPP
mostraram atividade antioxidante superior ao OECL, exceto na concentracao
intermediaria equivalente a 31,25 uyg/mL de OECL, na qual ndo houve diferenca

significativa entre essas amostras.

Figura 46 - Atividade antioxidante determinada pelo método FRAP, expressa em uM equivalentes de
Trolox por ug de 6leo essencial de capim-limdo (OECL) na forma livre e nanoencapsulado em
nanoemulsédo (NE6) e nanoparticulas poliméricas (NPP), em diferentes concentragoes.
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Fonte: A autora.

Nota: Dados expressos como média * desvio padrdo (n=3, amostras independentes). ANOVA de duas
vias seguido de teste de Tukey. Legenda: * significa p < 0,05, ** significa p < 0,01 e *** significa p <
0,001, comparado ao 6leo essencial de capim-limao livre.

As propriedades antioxidantes do OECL ja foram relatadas em diversos
estudos, sendo atribuidas principalmente a agao sinérgica de seus componentes
monoterpendides, como citral, mirceno e eugenol, e compostos fendlicos, que
possuem capacidade sequestrantes de EROs (Adhikary et al., 2024; Alencar et al.,
2022; Faheem et al., 2022).

Observa-se neste estudo que a NE6 aumentou significativamente a atividade
antioxidante do OECL em ambos os métodos avaliados. Resultados semelhantes
foram relatados para NEs contendo OE de Limao (Liu, Ting et al., 2022), de cravo (Rui
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et al., 2024) e de hortela (Zamaniahari et al., 2022). Esse efeito pode ser atribuido a
reducao no tamanho das goticulas de OE para a escala nanométrica durante a
formacgao da NE, o que aumenta a area superficial, favorecendo a captura eficiente e
rapida dos radicais. Além disso, a NE aumenta a solubilidade do OE em agua e sua
estabilidade fisico-quimica, preservando os compostos bioativos (Magri et al., 2025;
Rui et al., 2024; Zamaniahari et al., 2022).

Por outro lado, a aplicagao da técnica de nano spray-drying resultou na redugao
da capacidade antioxidante do OECL, quando comparado a NE. No ensaio DPPH®, as
NPP apresentaram atividade antioxidante inferior inclusive ao OECL livre. A maior
atividade do OECL frente ao DPPH*, em relagao as NPP, pode ser explicada pelo
principio do método e pelas caracteristicas da amostra, uma vez que o ensaio DPPH*
avalia a capacidade de captagcao de radicais e € mais frequentemente aplicado a
substancias soluveis em solventes organicos (Polez et al., 2023). Assim, o OECL livre
apresenta maior disponibilidade imediata de seus compostos ativos, como o citral,
para interagir e capturar o radical DPPH’, enquanto as NPP podem criar uma barreira
fisica que limita essa interacao direta. No entanto, a nanoencapsulagao torna o OECL
mais soluvel em agua, facilitando sua dispersibilidade em meio aquoso, além de
possibilitar uma liberacao controlada, o que justifica o desempenho superior das NPP
em relagao ao OECL livre no ensaio FRAP (Magri et al., 2025).

De forma semelhante, Alencar e colaboradores (2022) observaram redugao da
atividade antioxidante do OECL apds a microencapsulagdo por spray-drying,
atribuindo este efeito a temperatura de secagem, que causa perda de compostos
volateis e oxidacdo de compostos fendlicos, importantes para manutencdo da
atividade antioxidante. Entretanto, no presente estudo, a reducdo da atividade
antioxidante das NPP foi menos pronunciada, diminuindo a Clso em apenas 6,84% em
comparacao ao OECL livre. Esse resultado se aproxima dos achados de Melo e
colaboradores (2022), que também utilizaram GA como material encapsulante do
OECL, sugerindo que a afinidade e compatibilidade entre os compostos bioativos do
OECL e a GA conferem um efeito termoprotetor, minimizando as perdas durante o

processo de spray-drying (Melo et al., 2022; Silva et al., 2023).
5.5.2 Atividade Antimicrobiana

A atividade antibacteriana do OECL livre, da NE6 e das NPP foi avaliada

utilizando o ensaio de microdiluigdo em caldo contra Staphylococcus epidermidis,
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Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (Figura 47). A
principal razao para a selegao dessas cepas € que esses microrganismos sao exigidos
nos testes de controle de qualidade de cosméticos e, além disso, estdo entre os mais

comuns encontrados nesses produtos (Liu, Huimin et al., 2023).

Figura 47 - Efeito inibitério do OECL (OECL) livre, nanoemulsdo (NE6) e nanoparticulas poliméricas
(NPP) sobre cepas bacterianas em diferentes concentracgées.
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Fonte: A autora.
Nota: Dados expressos como média + desvio padrdo (n=6, amostras independentes).

Os resultados revelaram que tanto o OECL livre quando nanoencapsulado
possui maior atividade contra bactérias Gram-positivas, corroborando com os dados
da literatura (Alsakhawy et al., 2024; Ashaq et al., 2024). A cepa bacteriana mais
sensivel foi a S. epidermidis, alcangando 90% de inibicdo na maior concentragao
testada (9,85 mg/mL) para todas as amostras, sem diferenca estatistica (p > 0,05)
entre 0 OECL e as NPP. Porém, a NE foi significativamente mais efetiva (p < 0,05),
inibindo 90% do crescimento a uma concentragao de 1,231 mg/mL.

Entretanto, o OECL livre apresentou atividade antimicrobiana
significativamente superior (p < 0,05) contra S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, quando

comparado a sua forma nanoencapsulada (NPP). Por outro lado, n&o houve diferenca
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significativa (p > 0,05) entre a NE e o OECL para a S. aureus e P. aeruginosa,
sugerindo que a nanoencapsulacdo do OECL na forma de NE manteve parcialmente
a bioatividade.

O potencial antibacteriano do OECL é amplamente atribuido ao citral, seu
principal constituinte, que ja foi relatado como capaz de desestabilizar a fluidez da
membrana em bactérias. Além disso, sua caracteristica lipofilica facilita a interagao
tanto com a parede celular de bactérias Gram-positivas, composta por peptidoglicano,
quanto com os lipopolissacarideos da membrana externa de bactérias Gram-
negativas (Alsakhawy et al., 2024; Tang et al., 2024).

Considerando que as NPP aumentam a hidrossolubilidade do OECL, esta
caracteristica pode reduzir sua afinidade pela membrana das células bacterianas,
resultando em menor atividade inibitéria. Achados semelhantes foram relatados em
estudos anteriores como de Soltanzadeh e colaboradores (2021), cuja encapsulagao
do OE de outra espécie de capim-limao, Cymbopogon commutatus, utilizando o
polimero quitosana como material de parede, resultou em atividade antimicrobiana
significativamente menor em comparagéo ao OE livre contra diversas cepas, incluindo
S. aureus e E. coli. Melo e colaboradores (2022) também relatou uma redugédo no
efeito inibitério do OECL contra S. aureus e E. coli apés microencapsulagao por spray-
drying empregando GA e maltodextrina como materiais de parede.

De acordo com Melo e colaboradores (2022), o material de parede das
particulas pode ser responsavel por essa reducdo na atividade antimicrobiana.
Embora a GA seja amplamente utilizada para encapsulagao por spray-drying devido
a suas propriedades tecnoldgicas favoraveis, como solubilidade em agua, baixa
viscosidade, capacidade emulsificante e alta retencao de ativos volateis, ela pode
atuar como uma barreira fisica, controlando a liberagdo de compostos bioativos (Melo
et al., 2022; Hasani; Hasani, 2018). Assim, a liberacao controlada promovida pela GA
provavelmente reduziu o tempo de exposicdo dos microrganismos ao OECL,
permitindo o crescimento bacteriano nas primeiras horas de incubacio, antes da
liberacdo de uma concentracao suficiente para se ter um efeito antimicrobiano.

A atividade antibacteriana das NPP também foi avaliada pelo método de
difusdo em agar (Figura 48). Ainda, avaliou-se a GA isoladamente como controle, a
fim de confirmar que os efeitos observados eram atribuidos ao OECL e ndo ao material
de revestimento. O critério para determinar o efeito bacteriostatico por meio desse

meétodo se baseia no didmetro da zona de inibicdo. Para valores entre 7 ¢ 9 mm
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considera-se baixa sensibilidade; entre 10 e 15 mm, sensibilidade moderada; e entre
15 e 20 mm, alta sensibilidade (Tang et al., 2024).

Os resultados experimentais mostraram que a GA n&o possui efeito
antibacteriano, enquanto as NPP com concentracédo de 10 mg de OECL apresentaram
halo de inibicdo de 11 £ 1 mm para S. aureus e 8 £+ 1 mm para E. coli, confirmando os
resultados do método de microdiluicdo em caldo, em que houve maior efetividade

contra bactérias gram-positivas.

Figura 48 — Avaliagdo da atividade antimicrobiana das nanoparticulas poliméricas (NPP) e da goma
arabica (GA) contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli, pelo método da zona de inibi¢ao.
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O

Fonte: A autora.

Embora o OECL livre tenha apresentado atividade antimicrobiana superior as
formulacbes nanoencapsuladas, esse efeito foi mais evidente frente as bactérias
Gram-positivas, enquanto a atividade contra as cepas Gram-negativas foi limitada.
Esse resultado é particularmente relevante para a aplicagdo tdpica proposta,
considerando a importancia de bactérias Gram-positivas, especialmente do género
Staphylococcus, nas infecgdes bacterianas da pele.

A menor atividade observada para as formulagbes nanoencapsuladas pode
estar relacionada a incorporagao do OECL na matriz polimérica, que pode reduzir sua
disponibilidade imediata no meio por promover uma liberagcdo mais gradual dos
compostos bioativos. Dessa forma, os resultados demonstram que a
nanoencapsulagao reduziu a atividade antimicrobiana do OECL. Entretanto, a
atividade mantida frente as bactérias Gram-positivas, associada as vantagens da
nanoencapsulacdo quanto a estabilidade e a possibilidade de liberacdo controlada
dos compostos volateis, reforca o potencial das formulacbes desenvolvidas para

aplicagdes topicas.
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5.5.3 Ensaio de Inibicdo da Desnaturacao Proteica

Segundo Mba et al. (2022), proteinas podem sofrer desnaturagdo quando
submetidas a estresses externos, como o calor, com perda de suas estruturas
secundaria e terciaria. Estudos anteriores demonstraram que diferentes anti-
inflamatorios ndo esteroidais sdo capazes de prevenir a desnaturagcaéo de proteinas
submetidas ao estresse térmico, exercendo efeito protetor sobre proteinas celulares
(Gogoi et al., 2020).

Antes da descoberta do mecanismo de inibicdo da sintese de prostaglandinas
endogenas, a protegcdo contra a desnaturagao proteica era considerada o principal
mecanismo de agao proposto para esses anti-inflamatérios (Fayoumi et al., 2022).
Portanto, a capacidade de inibir a desnaturagao proteica tem sido empregada como
evidéncia de propriedades estabilizadoras de proteinas e como modelo de triagem
para avaliacdo do potencial anti-inflamatério.

Estudos realizados com Cymbopogon khasianus Hack. (Gogoi et al., 2020),
Lavandula stoechas L. (Boukhatem et al., 2020), Serevenia buxifolia (Bui et al., 2023),
Drypetes gossweileri, Pentadiplandra brazzeana, Allium cepa e Allium sativum (Bui et
al., 2023), Trachyspermum ammi L. (Dutta et al., 2021) e de geranio-rosa (um hibrido
derivado de Pelargonium graveolens L'Hér., P. radens H.E. Moore e P. capitatum (L.)
L'Hér (Fayoumi et al., 2022), demonstraram capacidade de inibicao da desnaturagao
proteica, sugerindo o potencial anti-inflamatério desses 6leos essenciais.

Sendo assim, o OECL livre e as amostras NE6 e NPP foram testadas em
diferentes concentragcdes expressas em quantidade equivalente de OECL e os
resultados foram comparados ao diclofenaco soédico, um anti-inflamatério nao
esteroidal utilizado como controle positivo, e a NEO usada como controle da

formulacéao (Figura 49).
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Figura 49 - Efeito do 6leo essencial de capim-limdo (OECL) livre, da nanoemulsdo (NE6) e das
nanoparticulas poliméricas (NPP) sobre a desnaturagédo térmica da albumina sérica bovina, em
comparacgao ao diclofenaco como controle positivo e da NEO (nanoemulsao branco, sem adigao de 6leo
essencial) como controle da formulagéo.
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Fonte: A autora
Nota: Dados expressos como média + desvio padrdo (n=3, amostras independentes). ANOVA de duas
vias seguido de teste de Tukey.

De modo geral, observou-se um aumento da porcentagem de inibicao da
desnaturacao proteica de forma dependente da concentragcao para todas as amostras
testadas, exceto para a NEO. Para o OECL livre, a inibicdo aumentou de 26,91 +
0,52% em 50 ug/mL para 74,74 £ 0,96% em 250 pg/mL. De maneira semelhante, a
NE apresentou aumento de 36,88 + 6,13% para 73,81 + 0,97%, enquanto a NPP
apresentou valores de 36,33 + 1,98% e 65,61 + 3,64% nas mesmas concentragdes.
Esse comportamento sugere que o aumento da quantidade de OECL oferece maior
capacidade de inibicdo da desnaturacdo proteica. Este efeito dose-dependente
também foi observado por Ndoye Foe et al. (2016) e por Boukhatem et al. (2020).

Na menor concentragéo avaliada (50 pg/mL), o OECL livre, a NE e as NPP
apresentaram percentuais de inibicdo semelhantes ao diclofenaco sédico (controle
positivo), sugerindo possivel atividade inibitéria da desnaturagao proteica mesmo em
baixas concentracbes. Em 100 upg/mL, o diclofenaco, o OECL livre e a NE
apresentaram valores de inibicdo da desnaturagao significativamente superior aos

observados para a NEO e em 150 ug/mL todas as amostras superaram a NEO.
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A medida que a concentracdo aumentou, o diclofenaco passou a apresentar os
maiores percentuais de inibicdo, atingindo 86,82 + 1,09% e 88,85 + 0,26% nas
concentracbes de 200 e 250 pg/mL, respectivamente, valores superiores aos
observados para as demais amostras nessas mesmas concentragoes.

Entre as formulacdes, a NE e as NPP nao diferem estatisticamente entre si em
nenhuma concentracéo testada. A NE e OECL livre apresentaram perfis de inibigao
bastante semelhantes ao longo de toda a faixa de concentragéo testada, enquanto as
NPP apresentaram valores discretamente inferiores a partir de 100 ug/mL, sugerindo
uma possivel influéncia do processo de nanoencapsulagcao sobre a disponibilidade do
ativo para interagdo com a proteina no meio reacional.

Enquanto que na NE o OECL encontra-se disperso em uma fase aquosa, nas
NPP o OECL esta associado a matriz de goma arabica, podendo apresentar menor
disponibilidade imediata para interagdo com a albumina. Por outro lado, essa
caracteristica pode ser favoravel a sistemas destinados a aplicagao topica, em que a
liberagdo gradual dos compostos encapsulados pode contribuir para a manutengao
do efeito no local de aplicagao.

Por sua vez, a NEO, sem OECL, usado como controle da formulagdo, manteve-
se estavel em torno de 30% de inibicdo em todas as concentragdes testadas,
sugerindo que existe uma contribuicdo do sistemal/veiculo para o valor observado,
porém sem ser concentragao-dependente. Ainda assim, o fato de a NE e as NPP
terem apresentado percentuais de inibicdo superiores aos da NEO em todas as
concentracdes testadas refor¢ca a contribuicao efetiva do OECL para a inibicdo da
desnaturacao proteica observada nas formulagées.

De forma conjunta, os resultados indicam que o OECL apresenta potencial para
interferir na desnaturacao proteica e que esse efeito € mantido apds sua incorporacao
a nanoemulsdo e as nanoparticulas, fato também observado para os demais testes

realizados neste estudo.
5.5.4 Atividade sobre a Viabilidade de Fibroblastos

A avaliacdo da citotoxicidade é uma etapa fundamental na caracterizagao de
produtos destinados a aplicacao topica. Os 6leos essenciais, mesmo sendo de origem
natural e com propriedades bioativas, podem apresentar efeitos citotdxicos
dependendo da concentracio e do tipo celular avaliado. Nesse contexto, o ensaio de

MTT em fibroblastos 3T3-Swiss albino € amplamente empregado como modelo in vitro
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para triagem de seguranga de compostos com potencial uso dermocosmeético, por se
tratar de um meétodo sensivel, reprodutivel e que utiliza células representativas do
tecido cutaneo.

Considerando que estudos prévios ja demonstraram a auséncia de irritagao
cutanea associada ao OECL (Lulekal et al., 2019; Gandhi et al., 2019; Api et al., 2020),
avaliou-se, neste trabalho, se esse perfil de seguranca se mantém apds a
incorporagao do 6leo a nanoemulsao e as nanoparticulas poliméricas, bem como se
0 processo de nanoencapsulacao € capaz de modular a resposta citotoxica frente aos
fibroblastos.

A viabilidade de fibroblastos 3T3-Swiss albino foi avaliada pelo ensaio de MTT
apods exposicao ao OECL livre, a NE e as NPP, em concentracdes de 15,625 a 250

pg/mL de OECL equivalente. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 50.

Figura 50 - Viabilidade celular de fibroblastos 3T3-Swiss avaliada pelo ensaio de MTT apds exposi¢cao
ao oleo essencial de capim-limao (OECL) livre, a nanoemulsao (NE6) e as nanoparticulas poliméricas
(NPP) em diferentes concentragoes.
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Fonte: A autora.

Notas: Dados expressos como média + desvio padrao (n=6, amostras independentes). ANOVA de duas
vias seguido de teste de Tukey. Legenda: * significa p < 0,05, ** significa p < 0,01 e *** significa p <
0,001.

Nas concentragdes de 15,625 e 31,25 ug/mL, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas entre as formulagbes (p > 0,05), e todas as amostras
mantiveram viabilidade celular superior a 80%, indicando auséncia de citotoxicidade
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relevante nessa faixa de concentragdo. Em 62,5 pg/mL e 125 ug/mL, as NPP
passaram a apresentar viabilidade celular significativamente superior a NE (p < 0,05),
sem diferenga estatistica em relagdo ao OECL livre.

Na maior concentragao testada (250 ug/mL), todas as formulagdes diferiram
significativamente entre si (p < 0,001). As NPP apresentaram a maior viabilidade
celular, de aproximadamente 87%, enquanto o OECL livre reduziu a viabilidade para
cerca de 22%. A NE apresentou a menor viabilidade entre as formulacbes avaliadas,
proxima a 8%, sendo significativamente inferior inclusive a observada para o OECL
livre.

De modo geral, observou-se um comportamento dose-dependente de reducgao
da viabilidade celular para as trés amostras avaliadas. Esse comportamento pode
estar relacionado a natureza lipofilica dos compostos majoritarios do OECL, como o
citral, que favorece sua passagem através da membrana citoplasmatica. Ao penetrar
na bicamada lipidica, esses compostos podem desestruturar as diferentes camadas
de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios que compdéem a membrana celular,
tornando-a mais permeavel, mecanismo que tem sido associado a citotoxicidade
observada para 6leos essenciais ricos em compostos terpénicos (Chaves-Quirds et
al., 2020).

Comparando os resultados obtidos neste estudo com dados disponiveis na
literatura, observa-se que o perfil de citotoxicidade do OECL livre em fibroblastos 3T3-
Swiss albino foi compativel com o descrito por Salsabila et al. (2023), que relataram
baixa atividade citotéxica (ICso > 40 pg/mL) do 6leo essencial de capim-limao, tendo o
citral como marcador majoritario, em células NIH-3T3.

O principal resultado observado neste ensaio foi a manutengéo da viabilidade
celular pelas NPP em todas as concentracdes avaliadas. Isso pode estar relacionado
a associacao dos constituintes do OECL a matriz de goma arabica durante o processo
de nano spray-drying, o que pode reduzir sua disponibilidade imediata para interagao
com as células. Isto corrobora com a hipétese ja discutida na avaliagao das atividades
antimicrobiana e anti-inflamataria.

Por outro lado, a NE se mostrou mais citotoxica que o OECL livre na maior
concentracdo testada. Uma possivel explicacdo seria a presenga de tensoativo
(polissorbato 80) livre na NE, uma vez que tensoativos podem aumentar a
permeabilidade das membranas celulares, potencializando a penetragao do 6leo nas

células, assim como foi observado por Contri et al. (2016) e Dirain; Karnani; Antonelli,



122

(2020). Ainda, a NE pode ter aumentado a dispersao e biodisponibilidade do OECL,
consequentemente, seu potencial citotoxico.

Esses resultados, quando relacionados aos dados obtidos no ensaio de inibicdo
da desnaturagdo proteica, mostram que na concentragdo de 250 yg/mL, onde se
observou a maior atividade anti-inflamatéria para o OECL livre e para a NE, ambas
apresentaram citotoxicidade acentuada. Ja as NPP, embora tenham apresentado
percentual de inibicdo da desnaturagéo proteica ligeiramente inferior nessa mesma
concentragdo, mantiveram elevada viabilidade celular (~87%). Dessa forma, os
resultados sugerem que a nanoencapsulagao do OECL em NPP proporciona a melhor
relagcao entre atividade anti-inflamatoria e segurancga celular, enquanto o uso do OECL
livre e, principalmente, da NE, para aplicacao tépica, deve ser restrito a concentracdes

mais baixas, de forma a evitar efeitos citotdxicos indesejados.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram a possibilidade de produzir
sistemas nanoencapsulados contendo 6leo essencial de capim-limao (OECL) por
meio da técnica de nanoemulsdo seguida de nano spray-drying. Dessa forma, foi
possivel atender ao objetivo proposto de desenvolver sistemas capazes de melhorar
as caracteristicas fisico-quimicas do OECL, preservando parte de suas propriedades
biolégicas e ampliando seu potencial de aplicagao topica como produto pos-sol.

O método de cromatografia liquida de ultra eficiéncia desenvolvido para a
quantificacdo do citral, utilizado como marcador do OECL, foi validado quanto a
linearidade, precisédo, exatidao, robustez, seletividade e sensibilidade, permitindo a
quantificacdo do OECL nos diferentes sistemas nanoencapsulados.

Dentre as seis formulacdes de nanoemulsdo (NE) desenvolvidas, a NEG6,
composta por uma solugéo aquosa de goma arabica 20% (m/v) como material de
parede, OECL:polissorbato 80 na proporcao 1:3 (m/m) e etanol como co-tensoativo,
apresentou o melhor desempenho fisico-quimico (tamanho de particula de 86,53 +
1,53 nm, indice de polidispersao de 0,248 + 0,011, potencial zeta de -19,03 £ 0,30 mV
e pH 5,55 + 0,04). Também apresentou elevada estabilidade cinética, estabilidade
prolongada em diferentes temperaturas (refrigeracado, temperatura ambiente e estufa)
e aos ciclos de congelamento-descongelamento, bem como eficiéncia de
encapsulagéo de aproximadamente 94%. Por essas razdes, a NE6 foi selecionada
como formulagéo de alimentagéo para o processo de nano spray-drying.

A técnica de nano spray-drying mostrou-se adequada para a obtencédo de
nanoparticulas poliméricas (NPP) esféricas, de tamanho heterogéneo
predominantemente inferior a 200 nm, com rendimento satisfatorio (78,15%-85,19%)
e retencéo de 72,16% do 6leo essencial. O carater amorfo das NPP, evidenciado por
difracdo de raios-X e corroborado pelos ensaios de molhabilidade e dispersibilidade,
conferiu-lhes boa hidrossolubilidade. A incorporagdo do OECL a matriz de goma
arabica foi confirmada por espectroscopia no infravermelho e quantificada por método
de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) validado (eficiéncia de
encapsulagao de 46,14%). A analise térmica evidenciou melhora na estabilidade do
Oleo frente a degradacgao, com deslocamento da temperatura de estabilidade térmica
de 131,9°C, no dleo livre, para 281,6°C, apds a nanoencapsulag¢ao, indicando

protecao dos compostos volateis contra a degradagéo.
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O ensaio de permeacao cuténea in vitro em pele suina revelou diferengas
estatisticamente significativas entre o OECL livre, a NEG e as NPP ao longo do tempo,
indicando que diferentes formas de nanoencapsulacéo alteram a cinética de liberacao
e permeagao cutanea do ativo, uma caracteristica a ser considerada para uma
aplicacao pos-sol, na qual se busca favorecer a permanéncia do ativo nas camadas
cutaneas de interesse.

Quanto as atividades biolégicas in vitro, tanto a NE6 quanto as NPP
mantiveram a bioatividade do OECL frente aos ensaios antioxidantes (DPPH" e FRAP)
e antimicrobiano (com destaque para a agao contra bactérias Gram-positivas:
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus). A NEG6, de forma geral,
superou o desempenho do OECL livre, demonstrando que a redugao do tamanho das
goticulas e a incorporagao do 6leo em um sistema nanoestruturado podem favorecer
a disponibilidade dos compostos bioativos no meio de analise. Ja as NPP, apesar de
preservarem a bioatividade do OECL, apresentaram atividade ligeiramente inferior a
NEBG, possivelmente devido a liberagédo controlada proporcionada pela matriz de goma
arabica.

A avaliacdo da viabilidade de fibroblastos 3T3 mostrou um resultado
particularmente relevante para a aplicagao topica. Embora tenha sido observada uma
reducdo da viabilidade celular de maneira dose-dependente para todas as amostras
testadas, as NPP mantiveram elevada viabilidade celular em toda a faixa avaliada. Em
contraste, a NE6 apresentou maior citotoxicidade em comparagdo ao OECL livre,
provavelmente devido a agao do polissorbato 80 livre sobre a permeabilidade de
membrana.

Relacionando os resultados obtidos, sugere-se que a nanoencapsulagao, tanto
na forma de NE como NPP, modificou de forma relevante as caracteristicas fisico-
quimicas, a estabilidade, o comportamento de liberagdo/permeacido e a
disponibilidade biolégica do OECL. A NE6 apresentou melhor desempenho nas
atividades antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatdria, enquanto as NPP se
destacaram pela protecdo do OECL, aumento da estabilidade térmica, manutencao
da atividade bioldégica e maior seguranca para aplicagdo tdépica em concentracoes
mais elevadas.

Assim, ambos o0s sistemas nanoencapsulados desenvolvidos possuem

caracteristicas relevantes para auxiliar na recuperacdo cutanea apds a exposicao
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solar excessiva, apresentando potencial para aplicagao tépica em formulagdes pos-
sol. Entretanto, como os testes neste estudo foram conduzidos in vitro, sao
necessarios estudos adicionais para confirmar a seguranga, eficacia e desempenho
da formulagéo final em condigbes que reproduzam integralmente a complexidade da

pele humana e as condi¢des fisiopatoldgicas associadas a queimadura solar.
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ANEXO A - Especificagbes do 6leo essencial de capim-limao (Quinari, Ponta Grossa,
Parana, Brasil).

https://www.quinari.com.br/produto/oleo-essencial-de-capim-limao-quinari-10-ml-ou-
100-ml/

. Nomenclatura INCI: Cymbopogon Citratus (Lemongrass) Leaf Oil

. Nome Botanico: Cymbopogon citratus

[l Parte da Planta Utilizada: Folhas

. Método de Extragao: Arraste de vapor

[l Qualidade: 100% puro e natural

. Procedéncia: Brasil

. Registro na ANVISA: 25351.179913/2017-23

[l Numero CAS: 8007-02-1/ Chemical Abstracts Service

. Recomendacgdes de uso: Oleo natural concentrado que pode ser utilizado em aromaterapia, perfumaria
botanica, cosmeticos e formulagoes de cuidados pessoais de acordo com as diretrizes legais e da IFRA.


https://www.quinari.com.br/produto/oleo-essencial-de-capim-limao-quinari-10-ml-ou-100-ml/
https://www.quinari.com.br/produto/oleo-essencial-de-capim-limao-quinari-10-ml-ou-100-ml/
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1 | INTRODUCTION

Plants with aromatic and medicinal properties have gained renewed
interest in the pharmaceutical, food, and cosmetic industries due to
increasing consumer demand for natural products. Essential oils (EO)
are products obtained from these natural raw materials with potential
applications in several areas, especially as flavoring, antimicrobial, and
antioxidant agents. Also called volatile oils, the EO is a complex
vegetable matrix composed of a mixture of volatile, lipophilic,
odoriferous, and liquid compounds produced by the secondary
metabolism of plants.!*~%!

The volatile nature and low chemical stability, mainly in the
presence of air, light, heat, and humidity, are disadvantages that limit
industries use of this matrix. The high content of unsaturated
hydrocarbons, particularly monoterpenes, and sesquiterpenes, makes

© 2024 Deutsche Pharmazeutische Gesellschaft.

Flavio Luis Beltrame®? ®

Due to its characteristic aroma and diverse therapeutic properties, lemongrass
essential oil (LEO) has garnered increased attention in the pharmaceutical, food, and
cosmetic industries. However, LEO's volatile nature, low chemical stability, and limited
solubility in water limits its applications in the industry. Micro- and nanoencapsulation
technologies emerge as a promising solution to overcome these challenges.
A systematic methodology involving keyword searches in databases was employed
to gather relevant literature on LEO micro- and nanoencapsulation, providing an
extensive overview of techniques, processes, encapsulating materials, and possible
applications. Beyond established methods, emerging techniques were explored. This
review highlights the critical role of encapsulation in enhancing the thermal and
chemical stability, applicability, bioavailability, and controlled release of LEO.

aromatic plant, Cymbopogon, industrial application, pharmaceutical technology, volatile oils

the EO matrix susceptible to oxidation, reducing its functional
properties and effectiveness as a natural preservative. This chemical
change can cause color variations, increased viscosity, and changes in
aroma, decreasing the EO shelf-life and quality of products
formulated. Also, it is important to highlight that the EO presents
very low solubility in water, limiting its application in several industrial
processes. >4

Therefore, encapsulation is a promising approach to overcome
the mentioned problems. Encapsulation is a coating technology that
creates solid particles using an encapsulating/wall/coating material to
protect an active agent. Consequently, this technique is one of the
most efficient and widely employed approaches for reducing the
degradation, enhancing the physicochemical and thermal stability,
increasing bioavailability, masking flavor, and promoting the con-

trolled release of the active agent while maintaining the functional

Arch. Pharm. 2024;e2300726.
https://doi.org/10.1002/ardp.202300726
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ABSTRACT

Essential oils (EOs) are recognized for their multiple health benefits. However, their high volatility, low stability, and limited water
solubility limit their effective application. This systematic review aims to assess the use of nanoemulsions as delivery systems for
the topical administration of EOs, highlighting their efficacy, safety, and limitations. A literature search was conducted in the
PubMed, Scopus, and Web of Science databases for studies published in English before February 2025, following the PRISMA
2020 guidelines. Studies limited to in vitro or ex vivo assays, using isolated EO components, or involving non-topical applications
were excluded. Twenty-two articles were included in this review, comprising EOs from 18 plant species, and applied in animal or
human in vivo models for wound healing (n=6), anti-inflammatory/analgesic effects (n=5), cosmetic (n=6), and transdermal
delivery/permeation enhancer (n =5). Nanoemulsions improved EOs' bioactivities, particularly their anti-inflammatory, antioxi-
dant, and antimicrobial effects, by enhancing skin permeation, bioavailability, and skin barrier function, reducing skin irritation,
and allowing a controlled release. However, the overall risk of bias, assessed using the SYRCLE and RoB 2 tools, was considered
high, and the studies' heterogeneity limited direct comparisons. Therefore, further well-designed preclinical and clinical trials
are needed to validate these findings and assess the potential of the EOs nanoemulsions for topical use.

1 | Introduction

Plant species can produce a wide range of products that humans
have historically utilized, with essential oils (EOs) being one of
the most well-known. EOs are a complex mixture of volatile,
lipophilic, and odoriferous substances (terpene hydrocarbons,
simple alcohols, aldehydes, ketones, phenols, esters, furans, or-
ganic acids, lactones, coumarins, and others) commonly found
in aromatic plants. These natural products are typically color-
less or pale yellow, liquid at room temperature, and less dense

than water (Sousa et al. 2023). Their chemical constituents have
a low molecular weight (< 300), and the specific composition of
each EO varies in quality and quantity depending on the plant
species from which they are extracted, plant part, growing
conditions, and other environmental factors (Sousa et al. 2023;
Bunse et al. 2022).

EOs have gained significant popularity in various industries,
including aromatherapy, food flavoring, and natural phar-
macological treatments, due to their primary compounds

Abbreviations: DNFB, 2,4 dinitrofluorobenzene; DPPH, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl; EO, essential oil; GRAS, generally recognized as safe; HaCaT, human

keratinocyte cell line; IgE, immunoglobulin E; IL, interleukin; MIB, minimum bactericidal concentration; MIC, minimum inhibitory concentration; NF-xB, nuclear
faclor—kappa B; NLCs, nanostructured lipid carriers; NO, nitric oxide; PASI, psoriasis area and severity index; PEG, polyethylene glycol; PGE2, prostaglandin E2; PVA,
polyvinyl acetate; SLNs, solid lipid nanoparticles; SPF, sun protection factor; TEWL, transepidermal water loss; TNF, tumor necrosis factor-alpha; UVB, ultraviolet B;
VEGF, vascular endothelial growth factor.

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium,
provided the original work is properly cited.
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ANEXO D - PREMIACAO: Melhor trabalho apresentado no 11l Congresso Brasileiro de

Ciéncias Farmacéuticas (2024).
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