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RESUMO

O ¢leo obtido a partir da borra do café é constituido de acidos graxos saturados e
insaturados. Entre eles, o acido oleico, com um baixo indice de oxidacdo, o que |lhe
confere resisténcia a degradacédo. Essas caracteristicas tornam este 6leo um bom
candidato a utilizagdo em preparagdes dermocosmeticas. Portanto, vislumbrando a
aplicabilidade na area cosmética e dermofarmacéutica, sinalizando o aproveitamento
de recursos naturais com desenvolvimento sustentavel e contribuicido social, este
trabalho teve como objetivos a caracterizagédo do 6leo, desenvolvimento de emulsdes,
avaliacdo do potencial de permeacao cutanea e realizagdo de estudo clinico para
avaliagdo dos efeitos hidratantes do 6leo da borra do café na pele humana. A
caracterizagao do oOleo foi realizada a partir do método classico, espectro integrado de
Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (RMN 'H), analise térmica (TGA/DSC) e
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectroscopia de Massas (CG/MS). As
formulagdes desenvolvidas foram avaliadas quanto ao valor de pH, viscosidade,
reologia, espalhabilidade, teste de centrifugagao e afericdo do tamanho de goticulas.
O EHL critico foi determinado pelo método indireto, relacionando componentes fisico-
quimicos mensuraveis com o EHL dos compostos. A avaliacdo do potencial do éleo
da borra do café, como promotor de permeacéo, foi feita através da comparacéo entre
a quantidade de lapachol e metronidazol (marcadores lipofilico e hidrofilico) liberada
e permeada das formulagdes com e sem 6leo da borra do café. No estudo clinico, foi
avaliado o poder hidratante de preparagcao emulsionada contendo 6leo da borra do
café, comparando-a com a mesma preparagao com 6leo de améndoas doces (OAD),
em 20 voluntarias sadias. As andlises realizadas a partir do espectro de RMN 'H,
meétodo classico e analise térmica mostraram que o 6leo em questao apresentou-se
dentro das especificagcbes e embora seja proveniente de um material de descarte, o
mesmo apresenta caracteristicas que o classifica como um d6leo de qualidade e de
direta aplicagdo na industria. O CG/MS indicou maior porcentagem de acido linoleico,
seguido do palmitico, oleico, estearico e araquidico. O EHL critico encontrado do 6leo
da borra do café foi de 11,79. A formulacédo 3 apresentou-se mais estavel diante dos
parametros analisados, com comportamento pseudoplastico. Nos estudos de
liberacdo e permeacao in vitro utilizando membrana de acetato de celulose e pele de

cobra, o 6Oleo da borra do café contribuiu significativamente para o aumento na



quantidade de lapachol e metronidazol permeado. Foi possivel observar que as
formulagdes com dleo da borra do café e OAD apresentaram um aumento significativo
no conteudo aquoso do estrato cérneo apos dose unica e repetida durante 20 dias,

guando comparadas com os valores basais.

Palavras-chave: Café. Hidratacao. Liberacdo. Permeacéo. Pele.



ABSTRACT

The oil obtained from the coffee grounds consists of saturated and unsaturated fatty
acids. Among them, oleic acid, with low oxidation index, which gives it resistance to
degradation. These characteristics make this oil a good candidate for use in
dermocosmetic preparations. Therefore, intending the applicability in cosmetic and
dermopharmaceutical area, signaling the use of natural resources with sustainable
development and social contribution, this study aimed the characterization of the oil,
development emulsions evaluation of the skin permeation potential and conducting
clinical study to evaluate the moisturizing effects of the coffee grounds oil on human
skin. The oil characterization was accomplished by a classic method, integrated
spectrum Proton Nuclear Magnetic Resonance (*H NMR), thermal analysis
(TGA/DSC) and Gas Chromatography Coupled to Mass Spectrometry (GC / MS). The
developed formulations were evaluated for pH, viscosity, rheology, spreadability,
centrifugation test and droplet size measurement. The critical HLB was determined by
the indirect method, linking measurable physical and chemical components with HLB
of the compounds. The potential evaluation of coffee grounds oil, as permeation
promoter, was made by comparing the amount of lapachol and metronidazole
(lipophilic and hydrophilic markers) released and permeated the formulations with and
without the coffee grounds oil. In the clinical study, the moisturizing power of emulsified
preparation containing coffee grounds of oil, was evaluated by comparing with the
same preparation with sweet almond oil (OAD) in 20 healthy volunteers. The analysis
from the "H NMR spectrum, classic method and thermal analysis, showed that the oil
in question was within the specifications and although from a disposal material, it has
characteristics that classifies as a quality oil and direct application in industry. The
GC/MS indicated higher percentage of linoleic acid, followed by palmitic, oleic, stearic
and arachidic. The critical HLB found the coffee grounds oil was 11.79. The formulation
3 had become more stable according to the parameters analysis, with pseudoplastic
behavior. In studies in vitro permeation and release the coffee grounds oil contributed
significantly to the increase in the amount of permeated metronidazole and lapachol.
It was observed that the formulations with the coffee grounds and OAD oil showed a
significant increase in the water content of the stratum corneum after a single dose and

repeated for 20 days, when compared with baseline values.
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1 INTRODUGAO

A pele, 6rgao de maior dimens&o do corpo humano, reveste praticamente toda a
superficie corporal constituindo uma barreira eficaz de defesa e regulagéao,
assegurando as relacdes entre o organismo e o ambiente. E a pele que determina o
aspecto ou a aparéncia, imprime carater sexual e racial e protege o corpo pelo fato de
se tratar de uma barreira dotada de resisténcia, semipermeabilidade e plasticidade
(OLIVEIRA, 2009).

A hidratagao desta barreira (pele) € determinante para a absorgao percutanea. Os
niveis de umidade do estrato corneo (EC), a perda de agua transepidermal (TEWL), a
elasticidade da pele e a renovacado celular do EC sao provavelmente os quatro
principais meios de condicionamento da mesma (ROBERTS et al., 2008).

Os produtos de agao hidratante aplicados sobre a pele, em geral, procuram alterar
o teor de agua da camada cornea a depender da agua de ligagao, das propriedades
de barreira e do gradiente de agua através do EC (ROBERTS et al., 2008).

Estes produtos s&o, normalmente, veiculados em emulsdes (cremes/logdes), que
sao sistemas termodinamicamente instaveis, nos quais ha mistura de dois liquidos
imisciveis, dispersos entre si como goticulas e/ou cristais liquidos. A formulagao e o
controle das variaveis do processo de fabricacdo nos permitem obter emulsdes com
caracteristicas adequadas a finalidade especifica desejada (ZANIN et al., 2002).

Neste sentido, 0 método do equilibrio hidrofilo-lipdfilo (EHL) é bastante util para
definir a proporgdo e as caracteristicas dos agentes emulsificantes necessarios a
producao de emulsdes fisicamente mais estaveis (ANSEL et al., 2009; AULTON,
2005; LACHMAN et al., 2001; ZANIN et al., 2002).

Dentre os ativos com acao hidratante, os 6leos vegetais sdo componentes usuais
de emulsdes cosméticas, devido a algumas de suas propriedades, entre elas o baixo
peso molecular e viscosidade, boa penetracédo cutanea, melhor compatibilidade com
a pele, além de serem fonte de acidos graxos essenciais e vitaminas (CORTE, 2006;
MORAIS et al., 2005).

Essas caracteristicas tornam os 6leos vegetais bons candidatos a utilizacdo em
preparagbes cosmeticas, pois além de agirem como possiveis promotores de
permeacgao de farmacos, em virtude da hidratacdo promovida, podem permear ou

interagir com os componentes do estrato corneo, reduzindo a resisténcia da pele a
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difusdo do farmaco e incrementando a atividade termodinamica deste (MARTINS;
VEIGA, 2002; STORPIRTIS et al., 2009; SOUSA, 2013).

O Brasil € o maior produtor mundial de frutos de café da espécie Coffea arabica
(SILVA, 2005). O café é rico em oOleos, e a variedade arabica contém de 12 a 18%.
Grande parte desses Oleos € constituida por acido palmitico (34,5%) e linoleico
(40,3%) (TURATTI, 2001; VIDAL, 2001). Porém, ha um minimo decréscimo do seu
teor do estado verde e torrado para as borras, o que sugere que a torragao tenha
pequena influéncia na estabilidade do referido acido graxo (FONSECA; GUTIERREZ,
1971).

A partir da borra do café, que é obtida através da producao de café soluvel pelas
industrias, pela producdo do café coado convencional ou pela produgdo do café
expresso em cafeterias ou residéncias, € extraido um éleo com um alto teor dos acidos
graxos acima citados. Na industria de café soluvel, para cada tonelada de café verde
processada, sdo gerados 650 Kg de borra, e para 1 Kg de café soluvel produzido, sao
gerados 2 Kg de borra umida (VEGRO; CARVALHO, 2006).

A borra do café é classificada como um residuo classe Il A - ndo inerte, o qual
apresenta solubilidade em agua, biodegradabilidade e combustibilidade.

Sendo assim, & de grande importancia investigar as caracteristicas do oleo da
borra do café, ja que acidos graxos saturados e insaturados estdo presentes na
constituicao deste oleo conferindo-lhe propriedades emolientes quando incorporado
em dermoformulagdes.

Dito isto, este trabalho se propds a caracterizar o 6leo, desenvolver emulsdes a
partir da determinacdo do seu equilibrio hidrdfilo-lipofilo, avaliar o potencial de
promocao da permeacao cutanea de farmaco modelo hidrofilico e lipofilico e realizar

estudo clinico de avaliagao dos efeitos hidratantes do éleo da borra do café.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar emulsdes contendo 6leo obtido a partir da borra do café
quanto ao seu potencial hidratante e capacidade deste 6leo de atuar como promotor

de permeacgao.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas do 6leo da borra do café;

e Determinar o equilibrio hidréfilo-lipdfilo critico (EHL);

e Desenvolvimento e caracterizagdo das emulsdes através de parametros de
viscosidade, reologia, espalhabilidade, microscopia Optica, resisténcia a
centrifugacédo, determinagéo de pH;

e Estudo clinico para avaliagdo dos efeitos hidratantes do 6leo da borra do café
na pele humana;

e Avaliar o 6leo da borra do café como promotor de permeacao cutanea de

farmacos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pele

A pele é o 6rgao mais extenso do corpo humano, com uma area de superficie no
individuo adulto de aproximadamente 2 m?, que corresponde a aproximadamente 16%
da massa corporal (ANTONIO, 2007; KEDE; SABATOVICH, 2003). E uma barreira
protetora, assegurando as relagbes entre o meio interior e exterior, imprescindivel a
existéncia de vida (CHIEN, 2005).

Sendo responsavel pela defesa de nosso organismo contra agentes externos
como bactérias, fungos, poluicdo e raios solares. E também responsavel pelo
equilibrio da nossa temperatura, com a producéo de suor, e de manter o equilibrio
hidrico, de eletrolitos e nutrientes (TOSATO, 2010).

Microscopicamente a pele é um érgédo composto de varias camadas, porém é
geralmente descrita por trés camadas onde, em um corte perpendicular visto de fora
para dentro, temos: epiderme, derme e hipoderme (Figura 1). A epiderme, camada
mais externa formada por tecido epitelial € um tecido escamoso estratificado revestido
por uma camada de células queratinizadas, que chamamos estrato cérneo. A derme
esta localizada logo abaixo da epiderme e € um tecido de preenchimento rico em
vasos sanguineos, terminagdes nervosas, glandulas sudoriparas e sebaceas e
foliculos pilosos. E, como ultima camada a hipoderme, composta basicamente por
células adiposas ou adipocitos (HARDING, 2000; TOSATO, 2010).

Figura 1 - Representagao da estrutura da pele (disponivel em:;

http://www.afh.bio.br/sentidos/sentidos10.asp - acessado em 17/12/2015).
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A epiderme sofre um processo de diferenciagdo dando origem a uma camada fina
e inerte responsavel pela retencédo de agua no organismo, o estrato cérneo. O estrato
cérneo (EC) é diferente de qualquer outro tecido, ele é formado por células anucleadas
e ndo viaveis. Estruturalmente tem sido comparado a uma parede de tijolos onde os
corneacitos representam os tijolos e a matriz intercelular o cimento (HARDING, 2000;
BOOCK, 2007). Na epiderme encontram-se ainda os melandcitos, as células de
Langerhans (defesa imunoldgica) e as células de Merckel (com terminagdes nervosas
e sensoriais) (LIRA, 2007; MELO, 2012).

O EC é uma barreira dinamica, ou seja, esta constantemente sendo formado pela
epiderme por diferenciacao de queratindcitos em cornedcitos, processo chamado de
queratinizagdo. Em média, uma camada de cornedcitos da superficie mais externa da
pele é perdida por dia (PRASCH et al., 2000; MILAN, 2006). O tempo de renovagao
epidérmica, desde a divisédo celular na camada basal até a passagem dos cornedcitos
pelo estrato corneo pode ser estimado em 59 a 75 dias (HARRIS, 2009).

A queratinizagdo da epiderme ocorre a partir de dois fenbmenos, a migragao
vertical das células surgidas da divisao das células basais e a diferenciagao destas
células para chegar a formagao das células corneas (PEYREFITTE et al., 1998;
MILAN, 2006; MONTEIRO, 2010). Durante este processo, lipidios do EC, assim como
o Fator de Hidratacdo Natural (NMF), sao sintetizados.

O conteudo aquoso presente no estrato cérneo esta diretamente ligado a
hidratacdo cutdnea e isso pode ser associado a presenca de substancias
higroscopicas na matriz intercelular compondo o Fator de Hidratagdo Natural (NMF)
(BOOK, 2007). Na pele saudavel, os cornedcitos possuem altas concentragdes de
NMF, cerca de 10% de seu peso seco (TEIXEIRA, 2013).

O NMF esta localizado intracelularmente sendo formado por moléculas de baixo
peso molecular, higroscopicas e que se ligam a agua, prevenindo sua evaporagao.
Essas moléculas sao principalmente aminoacidos, os acidos pirrolidonico-carboxilico
(PCA-Na), lactato de sodio, acido latico e uréia, junto com os lipideos liberados pelos
granulos lamelares, localizados extracelularmente, garantindo ao estrato corneo a
fungcdo protetora de evitar a perda de agua transepidérmica (HARRIS, 2003;
BAUMANN, 2004; HARRIS, 2005; MACHADO, 2010).

Entre os cornedcitos estdo presentes os lipidios intercelulares, que sao
constituidos principalmente por ceramidas, colesterol e acidos graxos livres, formando
as estruturas lipidicas lamelares intercelulares (PRASCH et al., 2000; MILAN, 2006).
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Juntamente com os cornedcitos, os lipidios intracelulares formam o cimento
intercelular, o qual é responsavel pela maior parte da funcdo de barreira de
permeabilidade e pela fungédo de coesao intercelular da pele. Devido ao seu alto grau
de compactagao e pequeno espaco intercelular, o estrato cérneo é seletivamente
impermeavel, tanto para os liquidos que entram como para os que saem do corpo
(MILAN, 2006; MONTEIRO, 2010).

Para a boa formagao e funcionamento do estrato cérneo, sdo necessarios quatro
constituintes: dupla camada lipidica, fator de hidratacdo natural, processo de
descamacao e os cornedcitos. Quando estdo funcionando normalmente, o estrato
corneo nao & apenas uma barreira contra a umidade relativa, mas também uma
barreira efetiva contra microrganismos e substancias quimicas, além de impedir que
a pele absorva agentes (BAUMANN, 2004; DRAELOS, 2005; MACHADO, 2010).

Substancias quimicas, com excegcdo da agua, s6 conseguem permear a pele
através de camadas lipidicas intercelulares, enquanto a agua ao passar pelos
corneacitos, sera retirada pelas fibras de queratina, altamente hidrofilicas (HARRIS,
2005). A combinacao entre as células corneas e as camadas lipidicas lamelares
previne a perda de agua do corpo e o protege contra penetracdo de substancias
exdgenas (PRASCH et al., 2000; MILAN, 2006).

A hidratacao da pele pode afetar a funcao de barreira e exercer desse modo, um
efeito na difusdo da agua e na penetragédo de outras substancias através do estrato
cérneo. A quantidade de agua no estrato corneo é responsavel pela flexibilidade,
suavidade e plasticidade da pele (CORTE, 2006).

3.1.1 Hidratagao cutanea

Hidratacdo € um termo que engloba um vasto numero de significados e
interpretacdes, dependente da forma como nos referimos a pele em termos de
aparéncia macroscopica, textura ou suavidade ao toque. Todavia, o conceito-chave é
a presenca de agua na pele (SALES, 1998; BARATA, 2002).

A quantidade de agua presente na pele nao é distribuida uniformemente em todas
as camadas. A maior parte dela esta fixada a derme, e esta juntamente com a agua
presente na epiderme sdo em torno de 70% de agua total. Ja o conteudo de agua no

estrato cérneo diminui a medida que se aproxima da superficie. Nas camadas mais
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profundas contém cerca 65% de agua, enquanto as camadas mais externas
apresentam cerca de 10 - 15% (GIRARD et al., 2000; MILAN, 2006).

A retencdo de agua que ocorre no estrato coérneo é essencial para manter sua
flexibilidade e promover a hidratagcdo necessaria as enzimas envolvidas em varios
aspectos de fungédo e maturagéo do estrato cérneo (HARDING et al., 2000). Além de
que, quando associada as moléculas soluveis do fator de umectagao natural - NMF e
as proteinas da epiderme, a agua tem fungao plastificante que é indispensavel para
manter em ordem as propriedades mecanicas do estrato cérneo (MONTEIRO, 2010).

A pele se desidrata e perde sua elasticidade quando o estrato cérneo elimina a
agua com mais rapidez do que a recebe, procedente das camadas mais internas da
epiderme (MONTEIRO, 2010).

Os produtos cosmeéticos hidratantes sdo compostos por ativos que agem pelos
principais mecanismos de hidratagao cutanea: oclusdo, umectagao, hidratacéo ativa,
e inducdo a formacédo de aquoporinas (CAUSSIN et al., 2009; RIBEIRO, 2010;
BONTE, 2011; DAMASCENO, 2014).

Através do mecanismo de oclusao, ha a formagao de um filme lipofilico que atua
como uma barreira evitando e/ou diminuindo a perda de agua transepidermal. Alguns
exemplos que fazem essa fungéo sdo os 6leos vegetais, minerais e gorduras animais
(STAMATAS et al., 2008; RIBEIRO, 2010; DEDEREN et al., 2012; RAWLINGS et al.,
2012; DAMASCENO, 2014).

Os que agem por umectagao, devido a presenga de varios grupamentos hidroxilas
livres, sdo capazes de se ligar e reter agua. Hidrolisados proteicos de origem animal
ou vegetal, glicois, glicerina, uréia, lactatos, arginina e polissacarideos como o acido
hialurénico (BONTE, 2011; HARDING et al., 2000; RIBEIRO, 2010; DAMASCENO,
2014).

Na hidratac&do ativa os ativos cosméticos como o colesterol, ceramidas e acidos
graxos livres, atuam nas lamelas da camada cérnea, através da reconstituicdo da
barreira lipidica entre os cornedcitos, melhorando as propriedades biomecéanicas
(RIBEIRO, 2010; MONCRIEFF et al., 2013; WOLF; PARISH, 2013; DAMASCENO,
2014).

O mecanismo de hidratagdo mais recentemente descoberto e estudado, sdo as
aquoporinas (AQP). S&do denominadas como canais de agua e facilitam o fluxo de
agua e algumas pequenas moléculas através da membrana celular, como o glicerol e

a uréia. A AQP3 é a mais abundante na epiderme dos humanos, localizada nos
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queratinocitos, levando a formagao de um circuito de agua que permite o fluxo aquoso
e de glicerol da base da epiderme até o EC (DAMASCENO, 2014).

Em emulsbes cosméticas, os 6leos vegetais sao constituintes da fase oleosa, e o
motivo para o uso de ceras e gorduras derivados de animais ou plantas em produtos
cosmeéticos é acreditar que sdo semelhantes e até mesmo idénticos aos encontrados
na pele humana (GONCALVES, 2000; LIMA, 2010). Estes dleos estdo sendo
utilizados cada vez mais, como matéria-prima emoliente em emulsdes cosméticas
(LIMA, 2010).

Quando aplicado sobre a pele, devido a sua tensao superficial e imiscibilidade com
a agua, o 6leo vegetal ndo forma uma pelicula continua, distribui-se em goticulas nos
espacos interfoliculares e entre os poros sudoriparos. Dessa maneira, ndo ha
interferéncia na transpiracado e a pele nao se torna seca, pois o0 6leo presente na
camada cornea impede a descamacao e consequentemente a pele se torna mais
macia (MITLAG et al., 1992; LIMA, 2010).

Assim, os produtos hidratantes sdo amplamente utilizados para suavizar a pele e
realcar sua beleza. No entanto, além da avaliagdo da estabilidade destas formulagdes,
€ imprescindivel a avaliacdo de sua eficacia enquanto produto hidratante. Dentre os
métodos disponiveis para tanto, as metodologias in vivo ndo invasivas, entre elas o
uso do cornedmetro e tevametro, vem sendo amplamente utilizados na realizagdo dos
estudos de eficacia durante o desenvolvimento de uma formulacdo cosmética, uma
vez que possibilitam uma avaliagao criteriosa dos efeitos na pele humana, utilizando-
se voluntarios, nas reais condi¢gbes de uso de um produto (LEONARDI et al., 2002;
CAMARGO JUNIOR, 2006).

3.1.2 Penetracao cutanea de farmacos

A penetracdo de substancia na pele nem sempre é possivel, pois as barreiras
naturais que existem dificultam a sua penetragao, como por exemplo, a oleosidade do
estrato cérneo, que provem das glandulas sebaceas, sendo assim a principal barreira
para a permeacao de substancias ativas na pele (LEONARDI, 2008).

Existem cosméticos que podem conter agentes especificos, denominados
promotores de absor¢cdo, que ajudam na permeacdo de substancias ativas,
promovendo o aumento da hidratagdo do estrato cérneo, alterando a sua estrutura e

baixando a resisténcia da pele. Contudo, estes promotores de absorcdo devem
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apresentar-se inocuos, sem interferir com outros componentes e nem modificar as
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do produto (LEONARDI, 2008).

Para aumentar a permeagao de farmacos através da pele, tém sido utilizados
promotores fisicos ou quimicos de permeacédo que interagem continuamente com a
mesma para promover o fluxo do farmaco. Todavia, a inclusdo ou utilizacdo destes
nas formulagdes ainda é limitada e os mecanismos basicos de acdo dos mesmos nao
estdo totalmente esclarecidos. Além dos promotores fisicos ou quimicos, sistemas
vesiculares, como lipossomas, etossomas e microemulsdes, vém sendo empregados
com tal propdsito (CHORILLI et al., 2004; ELSAYED et al., 2006; SINTOV; BOTNER,
2006).

Podemos citar como técnica de promotores fisicos a iontoforese, a sonoforese,
eletropermeabilidade e magnetizacdao (CHORILLI et al., 2007). Os promotores
quimicos mais utilizados sao: dimetilsulféxido (DMSO), propilenoglicol, azona, uréia,
pirrolidonas, etanol, agentes tensoativos.

Dentre as substancias que podem alterar a permeabilidade da pele, fazendo com
que haja um aumento na difusao de substancias de dificil penetragao através da pele,
estdo os acidos graxos como o acido oleico, linolénico, laurico, caprico, entre outros
(LIMA, 2010).

Os acidos graxos com cadeias formadas por 10 a 12 atomos sdo mais efetivos
como promotores de permeacdo. O acido oleico possui 18 carbonos e uma
insaturagao, e se mostrou mais efetivo frente ao acido estearico com 18 carbonos e
saturado. Outros acidos graxos insaturados de cadeia longa como o acido miristoléico,
palmitoléico, linoleico e linolénico, também possuem propriedades promotoras de
permeacao (LIMA, 2010).

A avaliacao da liberacédo e permeacgao cutanea de farmacos, visando estimar a
quantidade do mesmo que € absorvido pela pele, € realizado pelo uso de técnica in
vitro, utilizando células de difusao tipo Franz. Esses dispositivos sao constituidos por
dois compartimentos, um doador e outro receptor, separados por uma membrana
sintética ou natural. O compartimento receptor € preenchido com uma solugcéo que
favorece as condi¢des sink, ou seja, uma condicdo de nao saturagdo do sistema
dindmico (5 a 10 vezes abaixo do limite de saturagao), o que garante um fluxo continuo
do farmaco (SILVA et al., 2010).

Os estudos in vitro de liberacdo do farmaco da forma farmacéutica, é realizado

utilizando membranas sintéticas. Essas membranas possuem estrutura simples e séo
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isentas de interferentes presentes na pele humana. Assim, a liberagao do farmaco ira
depender da atividade termodinamica e da sua solubilidade no veiculo. As membranas
mais utilizadas sdo as de acetato de celulose, nitrato de celulose, nylon e
polidimetilsioloxane (CARVALHO, 2007; SANTIS, 2008).

Os estudos in vitro de penetragao e/ou permeacao cutanea sao realizados com
membranas naturais (pele humana ou animal). Podem ser utilizados como modelo
natural, pele de rato, camundongo com e sem pelo, macaco rhesus, porco, cobra,
entre outros (SANTIS, 2008).

A utilizacao de pele de cobra vem ganhando espago como alternativa a pele
humana nos estudos de alteracdo biofisica de formulacbes ou promotores de
penetragcado cutédnea. A muda de pele de cobra (Figura 2) é constituida apenas de
estrato corneo, com caracteristicas proximas ao estrato corneo humano credenciando
a pele deste animal como modelo alternativo de estrato cérneo (BABY et al., 2008).

Nunes et al., (2005) avaliaram a permeabilidade da indometacina através da
pele de cobra Boa constrictor obtendo boa reprodutibilidade dos resultados,
sugerindo, portanto, que esse tipo de biomembrana pode ser aplicado como modelo

de estrato corneo para avaliagao in vitro de permeacéao de farmacos.

Figura 2 - Fotografia da muda da pele de cobra Boa constrictor (arquivo pessoal).
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3.2 Emulsoes

As emulsdes consistem em sistemas dispersos formados por pelo menos duas
fases liquidas imisciveis, sendo uma denominada de fase interna ou dispersa, que
forma pequenas goticulas que podem variar entre 0,1 e 100 um em outro liquido que
€ a fase continua ou dispersante (AULTON, 2005; ANSEL et al., 2009).

Os agentes emulsificantes, também chamados de tensoativos, tem como
propriedade diminuir a tensao interfacial entre o 6leo e a agua, tendo assim um papel
fundamental na estabilizacdo de emulsdes. Todavia estes compostos ndo conseguem
diminuir a tensao interfacial a ponto de contrariar totalmente a energia livre de
superficie provocada pelo aumento da area interfacial. Estes possuem em sua
estrutura um grupo hidrofilico e outro grupo lipofilico, esta caracteristica anfifilica
confere a capacidade de reduzir a tensao superficial (AULTON, 2005; MORAIS, 2006;
TOPAN, 2012).

Sendo assim, as emulsées apresentam-se como sistemas termodinamicamente
instaveis. Dai a necessidade de utilizacao de agentes emulsificantes, para que forme
uma camada estavel ao redor das goticulas dispersas, evitando assim a coalescéncia
e retardando pelo maior tempo possivel a separagao das fases (TOPAN, 2012).

A estabilidade de um sistema emulsionado pode ser analisada de acordo com a
equacdo de Stokes que descreve a velocidade de sedimentagdo das goticulas
(LOCHHEAD,1994; MARTIN, 1993; RAMALHO; OLIVEIRA,1999).

Segundo a equacao de Stokes, a velocidade de sedimentagdo das goticulas é
diretamente proporcional ao raio da mesma e inversamente proporcional a
viscosidade da fase continua ou dispersante (BECHER, 1972; LUZ; LIMA, 2001):

V=2r2xg(d1-d2)/9

Sendo: V = velocidade de sedimentagdo das goticulas (m/s); R = raio da goticula
(mm); d1 = densidade da fase dispersa (kg/m3); d2 = densidade da fase dispersante

(kg/m3); g = gravidade (m/s?) e p = viscosidade da fase continua (Pa.s).

A fabricagao de emulsdes que possuam pequenas goticulas, no minimo inferior a
5 um, dispersas numa fase externa que possua viscosidade, possibilita uma maior
estabilidade do sistema (FRIEBERG et al., 1987).
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Dessa forma, as emulsdes sio constituidas por trés componentes: fase dispersa,
fase dispersante e agente emulsificante. De acordo com o grau de hidrofilia ou lipofilia
da fase dispersante, podem ser formadas emulsdes simples do tipo agua em dleo
(A/O), onde as goticulas de agua estao dispersas no oOleo (fase dispersante), ou
emulsdes do tipo 6leo em agua (O/A), onde as goticulas de dleo estdo dispersas na
agua. Também podemos formar as emulsdes multiplas que podem ser de agua em
oleo em agua (A/O/A) ou 6leo em agua em 6leo (O/A/O). Contudo, as emulsdes mais
utilizadas por possuirem maior facilidade de aplicagdo e menor oleosidade séao as do
tipo 6leo em agua (O/A) (MORAIS, 2006).

As emulsdes sdao muito utilizadas na area farmacéutica para os tratamentos
topicos, pela sua capacidade de veiculacdo de principios ativos hidrossoluveis e/ou
lipossoluveis, diminuindo assim a irritabilidade dérmica de certos farmacos e
principalmente gerando uma boa aceitagcéo por parte do paciente (LACHMAN et al.,
2001).

3.2.1 Sistema EHL

O método do equilibrio hidrdéfilo-lipdfilo (EHL) & bastante util para definir a
proporcao e as caracteristicas dos agentes emulsificantes necessarios a produgao de
emulsdes fisicamente mais estaveis (ANSEL et al., 2009; AULTON, 2005; LACHMAN
et al., 2001; ZANIN et al., 2002).

Os métodos de determinacao do EHL s&o classificados em trés categorias, sendo
elas: o método teodrico, relacionando o EHL de um tensoativo com sua estrutura
molecular; o método direto, comparando visualmente o comportamento de tensoativos
com padrées de EHL conhecidos e métodos indiretos, relacionando componentes
fisico-quimicos mensuraveis com o EHL dos compostos (ZANIN et al., 2002).

Para cada substancia se atribui um numero ou valor de EHL, que indica a
polaridade da substancia. Os valores usuais sao de 1-20, embora cheguem a 40. Os
numeros mais elevados correspondem aos elementos altamente polares ou
hidrofilicos e os mais baixos aos menos polares ou lipofilicos (LACHMAN;
LIEBERMAN; KANIG, 2001).

No sistema EHL também se atribui um valor de EHL aos 6leos e substéncias
semelhantes e quando da elaboracao da emulsao, escolhe-se os emulsificantes que

possuam o valor de EHL mais préximo ao valor da fase oleosa da emulsao pretendida.
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O valor de EHL em que foi obtida a emulsdo estavel sera considerado como valor do
EHL critico do 6leo (MORAIS, 2006).

3.2.2 Estabilidade das emulsoes

A estabilidade fisica é a propriedade que os produtos em geral possuem de manter
de forma inalterada as suas caracteristicas fisicas, como cor, odor, textura,
consisténcia, sensacao ao tato e comportamento reologico, apds sua fabricagao e
durante todo o seu periodo de validade (CAMARGO JUNIOR, 2006).

O estudo de estabilidade fornece indicacbes sobre o comportamento do produto
em determinado intervalo de tempo, frente a condigdes ambientais, condicdes
exageradas de temperatura, umidade, luz e outros a que possa ser submetido, desde
a fabricacao até o término da validade. Portanto, visa determinar o prazo de validade
e garantir a confiabilidade e seguranca dos produtos (BRASIL, 2004).

Uma emulsdo é considerada estavel quando mantém os constituintes da fase
oleosa dispersa na fase dispersante, ou vice-versa, mesmo, quando submetida a

tensdes decorrentes de temperatura, agitagao e gravidade.

3.2.3 Reologia das emulsdes

Reologia é o estudo da deformagéo e fluidez dos materiais sob a influéncia de
forgcas externas. Ou seja, é “a resisténcia ao fluxo ou ao movimento” (CHIEN, 2005).
Nos ultimos anos, tem havido um grande interesse no estudo da reologia de emulsdes,
principalmente, devido sua relacdo com estabilidade do produto (CORREA et al.,
2005).

As caracteristicas reoldgicas séo propriedades importantes a serem consideradas
na fabricagéo, estocagem e aplicagdo de produtos de uso topico. Cada categoria de
produto deve apresentar, assim, um comportamento reoldgico adequado a sua
aplicacao, sendo conveniente conhecer as velocidades de deformacao das operacdes
a que vao estar sujeitas (LEONARDI; MAIA CAMPQOS, 2001; ALMEIDA; BAHIA, 2003;
CORREA et al., 2005).

A reologia € assunto de extrema importancia para a area cosmética uma vez que
devem ser mantidas as caracteristicas reolégicas (como a consisténcia) dos produtos

de lote para lote, assegurando a qualidade tecnolégica do produto acabado e durante
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o tempo que permanecem em prateleira (SORIANO et al., 2001; MASSON et al.,
2005), além da estabilidade fisica da formulacao ser fundamental para o controle de
qualidade, aceitacdo do consumidor e eficacia da mesma (TADROS, 2004; CORREA
et al., 2005). A relagcdo entre reologia e estabilidade € reconhecida como um
importante parametro para o desenvolvimento de formulagdes (TAMBURIC, 2000;
MASSON et al., 2005).

O estudo de reologia tem como objetivo obter informagdes sobre as propriedades
de escoamento e deformacao de materiais sob a influéncia de forgas externas. Esse
estudo é baseado na aplicacdo de uma forgca rotacional (tenséo de cisalhamento)
progressivamente maior e depois progressivamente menor, num determinado periodo
de tempo, sendo obtida duas curvas, sendo elas ascendente e descendente,
respectivamente. Assim, € obtido um grafico que relaciona os valores de gradiente de
cisalhamento e tensao de cisalhamento (MAIA CAMPOS; GIANETI, 2012; GIANETI,
2013).

Nos estudos de reologia existem os sistemas denominados: Newtonianos e os
nao-Newtonianos. As formulagdes que apresentam valores constantes de
viscosidade, independente da forca externa aplicada, apresentam fluxo Newtoniano.
Ja as formulagdes que apresentam diminuicao ou aumento nos valores de viscosidade
em relacéo a forga externa aplicada, ou seja, ao aumento da tensao de cisalhamento,
apresentam fluxo ndo-Newtoniano, que é representado por 3 tipos de curvas: plastica,
pseudoplastica e dilatante. (ANSEL, 2000; CAMARGO JUNIOR, 2006).

O comportamento plastico caracteriza-se principalmente pela existéncia de uma
forca prévia, necessaria para iniciar o processo de deslocamento das camadas
moleculares, denominada tensao de cedéncia (NETZ, 2002; ALMEIDA; BAHIA, 2003).

E encontrado em suspensdes concentradas, especialmente se a fase continua for
de alta viscosidade ou se as particulas estiverem floculadas (AULTON, 2005). Alguns
geis, unguentos e cremes concentrados também s&o exemplos de substancias que
apresentam comportamento plastico (FERREIRA, 2008).

Para as formulagdes dermocosmeéticas, o fluxo pseudoplastico € o mais comum e
0 mais interessante para os produtos cosméticos. Esses materiais tém sua
viscosidade aparente diminuida gradualmente a medida que aumenta a tenséo de
cisalhamento, portanto, sua viscosidade ndo pode ser expressa por um unico valor
(CORREA et al., 2005).
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O comportamento dilatante é o tipo de fluxo oposto ao pseudoplastico, que se
caracteriza pelo aumento da viscosidade decorrente do aumento da tensédo de
cisalhamento. Esse efeito é progressivo com o aumento da tensédo de cisalhamento,
até que, por fim, o material adquire aparéncia de pasta e o fluxo cessa. Este estado é
reversivel e a natureza fluida da substancia retorna com a remogao da tensao de
cisalhamento (AULTON, 2005).

3.3 Café

O café (Figura 3) € uma das matérias-primas com maior importancia no comércio
internacional e igualmente uma das bebidas mais apreciadas em todo mundo. O café
pertence a familia Rubiaceae, considerada cosmopolita com distribuicdo nas regides
tropicais, e ao género Coffea. E, dentro deste género, ha mais de 60 espécies. Na
industria do café, utilizam-se duas espécies de café, Coffea arabica variedade arabica
(cerca de 70% da produgao mundial) e Coffea canephora variedade robusta (30%)
(CHIQUIERI et al., 2004).

Caracteriza-se por frutos ovoides com cores vermelhas ou amarelas, contendo
duas sementes cartilaginosas, envoltas em uma polpa adocicada e comestivel. Sabe-
se que o alto valor desta planta reside quase exclusivamente na sua semente, de onde
se prepara a bebida denominada café (BRUNETON, 1991; SILVA, 2005).

A espécie Arabica, oriunda de regides montanhosas, é um arbusto delicado, de
producado entre pequena e média, possui de 5 a 6 metros de altura e necessita de
clima temperado para seu desenvolvimento. Ja o arbusto da espécie Robusta é mais
produtivo e resistente a doencas, se desenvolvendo bem em climas quentes e umidos
e pode atingir até 12 m de altura (ILLY, 2002; LEITE, 2009). Entretanto, a espécie
Arabica é usada em maior escala para a producédo de café em todo o mundo, o que
significa um maior gasto com os cuidados no cultivo (CHANAKYA; ALWIS, 2004).
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Figura 3 - Graos de café do tipo arabico (disponivel em http://cafecompolenta.com.br/saiba-como-

nasceu-a-paixao-pelo-cafe/ - acessado 13/12/2015).

A espécie C. arabica € a mais cultivada no Brasil, sendo o pais o maior produtor
mundial de frutos desta espécie (SILVA, 2005). O consumo mundial de café passou
de uma média de 2,09 milhdes de toneladas nos anos de 1960 para 3,65 milhdes de
toneladas na década de 1990, tendo atingido uma média de 2,63 milhdes de toneladas
por ano entre 2001 e 2004 (PENAFORT, 2008).

De acordo com o relatério de consumo da ABIC, o consumo de café no Brasil
recuou 1,23% em 2013, totalizando 20,08 milhdes de sacas de 60 kg, em comparagéo
com 20,33 milhdes de sacas em 2012. O Brasil € o segundo maior consumidor mundial
de café, atras apenas dos Estados Unidos. Mas em termos de consumo per capita, o
pais se posiciona entre o 7° e 8° lugar, segundo a ABIC, no mesmo patamar de paises
como ltalia e Franga (ABIC, 2013).

Segundo a ABIC cada brasileiro consumiu em 2013 cerca de 4,87 kg café
torrado/habitante.ano. Este alto consumo gera uma quantidade consideravel de
residuo: a borra do café. A borra do café é obtida através da produgao de café soluvel
pelas industrias, pela producao do café coado convencional ou pela producao do café
expresso em cafeterias ou residéncias. Na industria de café soluvel, para cada
tonelada de café verde processada, sado gerados 650 Kg de borra, e para 1 Kg de café
soluvel produzido, sdo gerados 2 Kg de borra umida (VEGRO; CARVALHO, 2006).

As quantidades da borra do café geradas em cafeterias, restaurantes, residéncias,
bares e outros locais, ndo séo registradas devido a dificuldade de contabilizar esse
tipo de residuo em diferentes locais (VEGRO; CARVALHO, 2006). A borra do café é
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classificada como um residuo classe Il A - n&do inerte, o qual apresenta solubilidade
em agua, biodegradabilidade e combustibilidade.

A borra do café é considerada como residuo sélido e usualmente utilizada para
gerar energia nas caldeiras “ecologicas”. O café soluvel possui 0,1% de lipidios,
enquanto que a borra possui cerca de 20% de 6leo. As industrias de café soluvel
geram aproximadamente 34 toneladas de borra por dia, o que representa uma
capacidade para a producgado diaria de 1,5 toneladas do 6leo de café (ADAMS;
DOUGAN, 1985; CABRAL; MORIS, 2010).

O café é rico em 6leos, a variedade arabica contém de 12 a 18% e a variedade
robusta de 9 a 14%. A maior parte desses Oleos é constituida por acido linoleico
(40,3%) e palmitico (34,5%) (TURATTI, 2001; VIDAL, 2001).

O teor de acido palmitico no 6leo de diversas variedades de café verde e torrado
apresenta pouca variagao, porém ocorre um minimo decréscimo do seu teor do estado
verde e torrado para as borras. Para explicar esse fato pode-se sugerir que o processo
de torra tenha pequena influéncia na estabilidade deste acido graxo (FONSECA;
GUTIERREZ, 1971).

O acido graxo de maior percentagem é sempre o linoleico, seguido do palmitico,
oleico, estearico, araquidico e linolénico (KAUFMAN; HAMSAGAR,1962; BARBIROLI,
1966; FONSECA; GUTIERREZ, 1971). Os acidos graxos estearico, oleico, linoleico,
linolénico e araquidico sofrem aumento do teor do café verde e torrado para as borras,
ja o palmitico sofre redugao (FONSECA; GUTIERREZ, 1971).

Contudo, os teores de 6leo e de acidos graxos nas borras que sao obtidas pelo
processo caseiro e industrial apresentam pouca diferenga, embora os processos de
obtencao sejam distintos (FONSECA; GUTIERREZ, 1971).

O reaproveitamento da borra do café tem sido uma das prioridades dos paises
produtores, devido a razbes ecoldgicas, econdémicas e sociais (PANDEY et al., 2000;
RATHINAVELU; GRAZIOSI, 2005; OLIVEIRA, 2014). Entre as possiveis aplicagdes
da borra do café, podemos citar o uso como ragao animal, em que a composicao de
aminoacidos afeta diretamente o seu valor nutricional. Esta também pode ser utilizada
como adubo nas plantagdes, sendo diretamente jogada ao solo, umida ou seca
(VIOTTO, 1991). Na industria alimenticia, a borra pode ser utilizada na fabricacéo de
biscoitos devido a sua elevada quantidade de fibras alimentares (CABRAL; MORIS,
2010).
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Além disso, o 6leo obtido da borra do café pode ser utilizado para producao do
biodiesel. A busca por fontes renovaveis e menos ofensivas ao meio ambiente
chamada de “produg¢ao mais limpa” gerou um incentivo as pesquisas de producao de
biodiesel a partir de um residuo industrial, a borra do café. Os cientistas da
Universidade de Nevada, nos Estados Unidos, comprovaram que a borra do café é
tdo eficiente quanto a soja para produzir biocombustivel. A borra contém
aproximadamente de 11% a 20% de dleo, que poderia ser convertido em biodiesel
(CABRAL; MORIS, 2010).

Os oleos vegetais estdo cada vez mais sendo empregados em formulagdes
cosméticas por apresentarem em sua composi¢cdo acidos graxos semelhantes aos
existentes na epiderme (LEONARDI, 2004; PEREIRA, 2011), além de apresentarem
atividade antioxidante, ajudando no processo antienvelhecimento causado pelos
radicais livres (PEREIRA, 2011).

Uma vez que acidos graxos, saturados e insaturados, estdo presentes na
constituicdo do oleo obtido a partir da borra do café, podendo conferir a este
propriedades emolientes quando incorporados em formulagdes dermocosméticas, é
de grande importancia investigar suas caracteristicas, visando a utilizacdo deste 6leo
como um novo ingrediente dermofarmacéutico e cosmético (PEREIRA; MIGUEL;
MIGUEL, 2005).

3.4 Lapachol

O lapachol (2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftalenodiona), férmula quimica
C1sH1403, foi isolado pela primeira vez a partir de Tabebuia avellanedae
(Bignoniaceae). A Tabebuia avellanedae é conhecida no Brasil como "pau d'arco" (ou
ipé-roxo ou lapachol) e sua casca € usada como analgésico, anti-inflamatério,
diurético e antineoplasico pela populagdo local em diversas regides do Brasil
(HUSSAIN et al., 2007; TABOSA, 2014). O lapachol € um composto sélido cristalino,
de cor amarela, possui a forma de cristais prismaticos, de peso molecular 242,26. Sua
faixa de fusao é de 141 - 143 °C e possui um pKa de 6,15 (OSSOWSKI et al., 2008
EPIFANO et al.,, 2013; TABOSA, 2014). E bastante solivel em acetona, etanol,
metanol, cloroféormio, benzeno e acido acético; soluvel em éter etilico; insoluvel em
agua, embora a sua solubilidade seja muito afetada pelo pH, variando de 1,5 ug/mL

em pH 4 a 5 mg/mL em pH 10,0, apresentando comportamento tipico de uma
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substancia ionizavel fracamente acida (FONSECA, 2001; TABOSA, 2014). O
coeficiente de parti¢cao (log P) € 2,69 (PISANO et al., 1986; TABOSA, 2014).

3.5 Metronidazol

O metronidazol foi originalmente introduzido na terapia humana para o tratamento
de tricomoniase, sendo hoje utilizado principalmente para infecgoes anaerdbias,
protozoarias e do trato gastrointestinal, e como agente anti-inflamatorio (LAMP et al.,
1999; SILVA, 2002; CATHERINE; ZIP, 2010; ARAUJO, 2016).

O metronidazol (2-metil-5-nitroimidazol) férmula quimica CeHoN3Os, tem peso
molecular de 171,15 g/mol. Apresenta-se como um po cristalino, branco ou levemente
amarelado com faixa de fusao 159 °C a 163 °C (F. BRAS, 2010). Pertence a categoria
de classe | do sistema de classificagdo biofarmacéutica (SCB), apresentando alta
permeabilidade alta solubilidade em agua (ISSA, 2011). Possui um pKa 2,38
(SHALAEVA et al., 2008) e coeficiente de particao (log P) é de -0,020 (HANSCH et
al., 1995).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do éleo da borra do café

A borra do café foi obtida por doagao de residéncias, ja o 6leo da borra do café foi
obtido a partir de uma parceria feita com o Laboratério de Quimica do Colégio de
Aplicacao da Universidade Federal de Pernambuco (CAp-UFPE). A borra foi colocada
para secar por 24 horas em estufa Quimis a 100 °C. A extragdo do 6leo foi realizada
por um extrator Soxhlet utilizando hexano P.A como solvente. A separacao da mistura
oleo/solvente foi feita em equipamento de rotaevaporagao da marca Quimis 713 auma

temperatura de 10 °C.

4.2 Caracterizagao fisico-quimica do 6leo da borra do café

As analises de acidez, saponificacdo, iodo e peroxidos foram realizadas em
triplicata de acordo com o método geral preconizado pela Farmacopéia Brasileira V
(2010).

Para caracterizagdo também langou-se méo do espectro integrado de RMN 'H,
que utiliza os valores das areas encontradas em deslocamentos especificos no
espectro, onde foram utilizadas as equacdes de Carneiro e colaboradores (2005)
(Tabela 1) para obtengéo dos valores fisico-quimicos tais como, acidez, saponificagao
e iodo, que foram utilizados na comparagcdo com as analises por volumetria. Os
espectros de RMN "H foram obtidos através de espectrometro Varian, modelo UNITY
plus-300 MHz utilizando cloroférmio deuterado como solvente. Foram acumuladas 16
repeticdes para cada decaimento induzido e tempo de aquisicdo de aproximadamente

4 segundos.

Tabela 1 - Formulas utilizadas para obtengédo de parametros fisico-quimicos através da utilizagdo de

espectros integrados de RMN "H.

Parametro Formula

Teor de Hidrogénios Vinilicos (V) V= (area do deslocamento em 2 ppm /2)
+ area do deslocamento em 2,9 ppm
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Massa Molecular (MM) g/mol MM =119.70 + 7.036 x t + 5.983 V
indice de lodo (Il) gl/100 g I1=[126.91 x 100 V[/MM

indice de Saponificagéo (IS) mg KOH/g IS =-0.2358 x MM + 398.42

Estado de Oxidacéo (Roa) Roa = V/area do deslocamento em 0,9

ppm (referente a soma dos hidrogénios
ligados ao grupo metila)

indice de Acidez IA = 3.0597 [Roa]2 — 6.3181 Roa +
3.3381

Grau de Insaturagéo (Gl) Gl=E/N12

Conteudo Linolénico (LN) LN = B/[B+A]

Conteudo Linoleico (L) L=G/6 - 2Ln

Conteudo Oleico (O) O=EN2-G/6+Ln

4.2.1 Analise térmica

4211 Termogravimetria (TGA)

A curva de TGA do dleo da borra do café foi obtida em termobalanga Netzsch,
modelo STA-449F 3, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 ml.min-', em porta
amostra de aluminio, sob razdo de aquecimento de 10 °C.min-' numa faixa de

temperatura de 40 °C a 600 °C. O experimento foi realizado com 19 mg de amostra.

4.2.1.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A curva de DSC do dleo da borra do café foi obtida por meio do calorimetro
Netzsch, modelo DSC-60, atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 ml.min-', em porta
amostra de aluminio, sob razdo de aquecimento de 10 °C.min-' numa faixa de

temperatura de 46 °C a 600 °C. O experimento foi realizado com 19 mg de amostra.
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4.2.2 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectroscopia de Massas (CG/MS)

A composicao de acidos graxos majoritarios foi realizada por esterificagéo seguida
da técnica de Cromatografia Gasosa associada a Espectrometria de Massas
(CG/MS), através de um equipamento marca Thermo Scientific de modelo TRACE
1300. O gas de arraste utilizado foi Hélio com vazao igual a 1 mL/min. Foi utilizada a

biblioteca Mainlib para identificacdo dos tipos de acidos presentes nas amostras.

4.3 Determinacao do EHL critico do 6leo

O método utilizado foi 0 método indireto, consistindo na preparacao de emulsdes
seriadas do 6leo em questdo, obtidas utilizando um par de emulgentes de EHL
conhecido, misturados em proporgdes variaveis, de modo a originarem valores
definidos e escalonados de EHL (PRISTA et al., 1992; WILKINSON et al., 1990;
ZANIN et al., 2002). Os tensoativos utilizados foram monooleato de sorbitano (Span
80, de EHL 4,3) e monooleato de polioxietilenosorbitano (Tween 80, de EHL 15,0).

As emulsdes foram preparadas por aquecimento em banho-maria elétrico a 75 °C
das fases aquosa e oleosa separadamente, posteriormente unidas e mantidas sob
agitacdo manual e aquecimento por quinze minutos. Decorrido este tempo, as
emulsdes foram retiradas do banho-maria, mantendo-se a agitagdo manual por mais
quinze minutos a temperatura ambiente. As emulsdes preparadas foram mantidas em
repouso por 24h e em seguida analisadas (PRISTA et al., 1992; ZANIN et al., 2002).

Para determinar o EHL do 6leo em ensaio, tomou-se como referéncia a emulsao
que apresenta maior estabilidade, ou seja, ndo apresenta grumos nem separacgéo de
fases. Admitiu-se, portanto, que o valor de EHL da emulsao mais estavel corresponde
ao do 6leo em ensaio. O EHL da emulsdo foi considerado a soma dos valores
correspondentes aos do EHL dos seus constituintes, de acordo com a concentragao
utiizada (PRISTA et al.,, 1992; ZANIN et al.,, 2002). Os valores de EHL estédo

representados na Tabela 2.
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EMULSAO  SPAN (%)  TWEEN (%)  OLEO (%) AGUA (%) EHL DAMISTURA
1 90(459) 10(05g)  10%(10g) 85% (85 g) 5,37
5 80(40g) 20(1,09)  10%(10g) 85% (85 ) 6,44
3 70(359) 30(1,59)  10%(10g) 85% (85 g) 7,51
4 60(3,09) 40(20g)  10%(10g) 85% (85 g) 8,58
5 50 (2,59) 50(25g)  10%(10g) 85% (85 g) 9,65
6 40(2,09) 60(3,0g) 10%(10g) 85% (859) 10,72
7 30(15q) 70(359)  10%(10g) 85% (85g) 11,79

4.4 Desenvolvimento das formulagées para

hidratantes

avaliacao de seus efeitos

As emulsdes foram preparadas utilizando 6leo da borra do café, BHT como

antioxidante, Span 80 e Tween 80 como tensoativos, carbopol® 940 e/ou
hidroxietilcelulose como agentes de viscosidade e promotores da estabilidade,
metilparabeno e propilparabeno como conservantes microbiolégicos, em
concentragcdes demonstradas na Tabela 3. A proporcao dos tensoativos foi definida
em estudo previamente realizado para a determinacao do EHL critico do 6leo da borra

do café utilizando esse par de tensoativos.
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Tabela 3 - Formulagdes de emulsées com 6leo da borra do café

Matérias-primas Concentracao das matérias-primas (p/p)
Form.n°1 Form. n° 2 Form.n°3

Oleo de café 10,0% 10,0% 10,0%
Span 80 1,5% 1,5% 1,5%
Tween 80 3,5% 3,5% 3,5%
Hidroxietilcelulose 0,2% -- --
Carbopol® 0,4% 0,5% 0,6%
Metilparabeno 0,18% 0,18% 0,18%
Propilparabeno 0,02% 0,02% 0,02%
BHT 0,1% 0,1% 0,1%
Esséncia de frutas exdticas 0,05% 0,05% 0,05%
Agua q.s.p 100% 100% 100%

As emulsbes foram preparadas aquecendo-se as fases separadamente a
temperatura n&o superior a 70 °C. Dispersou-se na fase aquosa a hidroxietilcelulose
e o Carbopol 940, seguido do ajuste do pH (pH 6,0 - 6,5) com uma solu¢gédo de NaOH
20% pl/v. A este sistema verteu-se a fase oleosa, submetendo-o a agitacédo a 1000
rom (agitador mecanico Fisatom 713D) por 20 minutos. Finalizado o processo de
agitacao as emulsdes foram acondicionadas em recipientes plasticos opacos, sendo

entdo armazenadas no ambiente (25 °C) e em estufa termostatizada a 45 °C.

4.4.1 Estudo de estabilidade acelerada
Avaliagéo organoléptica
As formulagdes foram avaliadas visualmente para verificar se ocorreram

modificagdes macroscopicas, tais como: separacao de fase, formagéao de grumos e/ou

precipitados, bem como a cor e o odor em relagao ao padrao estabelecido.
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Sentido de fase

Consiste em diluir 2 mL da emulsdo com igual volume de agua em um tubo de
ensaio. Caso a agua se incorporasse bem dentro da emulsdo, considerava-se essa
do tipo O/A; caso ndo houvesse boa incorporagéo, a emulsdo era do tipo A/O. (SILVA,
1997).

Centrifugacgéao

O ensaio de resisténcia a centrifugacéao é uma técnica bastante utilizada que
possibilita rapidas informagdes sobre a estabilidade de emulsdes (MORAIS, 2006). A
centrifugacédo simula um aumento da forga de gravidade, aumentando o movimento
das goticulas e antecipando possiveis instabilidades como precipitagao, separacao de
fases, sedimentagéo ou coalescéncia (BRASIL, 2007).

Neste teste uma amostra de 5 g da emulsao foi centrifugada a 3000 forgca G
durante 30 minutos em centrifuga Centribio 80-2B, em seguida foi verificado se houve

ou ndo a ocorréncia de separacéo de fases (BRASIL, 2004).

Determinacéo do pH

O pH das formulagdes foi verificado utilizando um pHmetro digital modelo Hanna
pH 21, previamente calibrado com solugdes tampao pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura

de 25 °C. A analise estatistica da variagcao de pH das formulacdes foi feita por ANOVA.

4.4.2 Determinacao da espalhabilidade

A determinacao da espalhabilidade foi realizada por método adaptado de Borghetti
e Knorst (2006). Em uma placa de vidro disposta sobre papel milimetrado, aplicou-se
0,5 g da amostra de cada preparagédo e sobre a amostra foi colocada uma placa de
vidro de peso conhecido. Apés um minuto de espalhamento, o didmetro foi aferido em
posi¢cdes opostas e calculado o didametro médio. Para analise estatistica dos valores
obtidos de espalhabilidade foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA).
Subsequentemente, 0 mesmo procedimento foi repetido até um total de 5 placas. Os

resultados foram expressos em espalhabilidade da amostra em fungéo do peso
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aplicado, de acordo com a equagao abaixo (KNORST, 1991; BORGHETTI et al.,
2006):
Ei=d*x /4

Onde, Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm?);

d = didmetro médio (mm).

4.4.3 Analise do tamanho das goticulas das emulsoes

Para a medi¢ao do tamanho de goticula foi utilizado o método proposto por Coelho
(2005). Onde a amostra foi diluida em solugao propilenoglicol/agua 1:1, na proporgao
de uma parte de amostra para vinte partes de solugéo, sendo em seguida a lamina
preparada e observada em microscopio optico Bioval com objetivas de 10, 40 ou 100x
de magnitude e uma ocular de 10 aumentos, onde foi feita a afericao do didmetro de

100 goticulas com régua em escala micrométrica acoplada a ocular.

444 Estudo de estabilidade fisica por determinagao do comportamento

reolégico

Para a avaliagdo da estabilidade fisica das formulagdes objeto de estudo, estas
foram preparadas 24 horas antes da primeira analise e acondicionadas em potes
plasticos opacos, sendo entdo armazenadas no ambiente (25 °C) e em estufa
termostatizada a 45 °C por um periodo de 30 dias.

Nos tempos 0 e 30 dias foram retiradas amostras das formulagbes que
permaneceram por 24 horas em temperatura ambiente, para a determinacdo da
viscosidade e do comportamento reolégico (CAMARGO JUNIOR, 2006).
Posteriormente os valores obtidos de viscosidade e comportamento reoldgico
receberam o tratamento estatistico da analise de variancia (ANOVA).

As propriedades reoldgicas e a viscosidade das formulagdes foram avaliadas com
auxilio de viscosimetro rotacional da marca Rheology International.

Procederam-se as analises utilizando 15 gramas das amostras e spindle ASTM 7.
Todas as medidas foram efetuadas a 25 °C e utilizando velocidade de rotacao,
progressivamente maiores (10 - 100 rpm), para se obter a curva ascendente. O
procedimento foi repetido no sentido inverso com velocidades, progressivamente

menores (100 - 10 rpm), para se obter a curva descendente. Os graficos obtidos
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relacionam valores de velocidade de cisalhamento (1/s), valores de tensdo de
cisalhamento (N/m?) e viscosidade dinamica (Pa.s). A viscosidade aparente de cada

formulagao foi verificada com velocidade de rotagao do spindle a 50 rpm.

4.5 Avaliacao do efeito hidratante das formulagées na pele humana

Tratou-se de um estudo randomizado, simples-cego, envolvendo 20 voluntarias
sadias, em dose unica e dose repetida. Os experimentos foram realizados em sala
climatizada, com temperatura ambiente de 22,0 °C + 1,0 °C e umidade relativa do ar
de 50 *+ 5%. As medidas de hidratagéo, expressas em unidades corneomeétricas, pela
metodologia de capaciténcia, que se baseia na variagdo da constante dielétrica da
agua, onde serao obtidas com o equipamento Corneometer® (Kourage&Khazaka). A
unidade de medida que o equipamento fornece os resultados € em unidades
arbitrarias (UA, onde 1 UA equivale aproximadamente a 0,2 - 0,9 mg de agua por
grama de estrato corneo (SOUSA, 2013).

O poder hidratante de formulagdo contendo 6leo da borra do café foi comparado
com a formulacao veiculo e com a mesma formulacdo contendo 6leo de améndoas
doces (OAD), utilizada como referéncia por suas reconhecidas qualidades cosméticas
(SILVA, 1997).

Para a realizacao do estudo, foi escolhida a porcao inferior média dos antebracgos
de 20 voluntarias, previamente selecionadas. Foram efetuadas 10 medigdes em cada
regiao dos antebracos das voluntarias, e posteriormente foi calculada a média dos
valores obtidos. O numero de medi¢bes realizadas em cada regido, foi determinada
conforme o tamanho da regido estudada, de maneira a garantir que todo o local fosse
avaliado (CAMARGO JUNIOR, 2006).

As voluntarias apresentaram idades entre 20 e 40 anos, ndo fumavam, nao
apresentavam alteragdes hormonais significativas como menopausa, hiper ou
hipotireoidismo, ndo apresentavam nenhum tipo de alergia ou dermatose nas regides
dos antebragos, entre outros. As voluntarias ndo usaram nenhum tipo de produto
cosmético nos antebragos 24 horas antes dos experimentos (CORTE, 2006). As
voluntarias permanecerdao 15 minutos nesse local, antes da primeira medida da
hidratacao cutanea.

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Pernambuco/Brasil, sob o registro — CAAE N°
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16847813.7.0000.5208. Todas as voluntarias que participaram do estudo leram e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declarando estar de acordo
em participar da pesquisa proposta, bem como, cientes dos procedimentos, seus
riscos e beneficios.

Para discusséo dos resultados obtidos, os dados foram tratados estatisticamente

através do teste T de Student de comparagao de médias.

4.5.1 Avaliacao dos efeitos das formulagdes apoés uma unica aplicagao

Para a determinagao dos efeitos imediatos, as formulagdes foram aplicadas nos
antebracos de 20 voluntarias, sendo realizadas medidas do conteudo aquoso do
estrato corneo antes e apds 2 horas da aplicacéo unica das formulagoes.

O antebrago direito foi subdividido em duas regides de 25 cm? cada, onde foram
aplicadas, a formulacao veiculo e a formulagao veiculo acrescida de 10% de d6leo de
améndoas doces. Em uma area também de 25 cm?, no brago esquerdo, foi aplicada
a formulagéo veiculo acrescida de 10% do 6leo de café. Essas regides e as
formulagdes aplicadas foram randomizadas entre as voluntarias a fim de minimizar as
diferengas entre as analises (DAL’ BELO et al., 2006).

4.5.2 Avaliagao dos efeitos das formulagoes a longo prazo

Para a determinacdo dos efeitos a longo prazo, as 20 voluntarias levaram para
suas casas duas das trés formulagdes estudadas, que foram aplicadas uma em cada
antebraco, duas vezes ao dia, por um periodo de 20 dias. As duas formulacbes em
estudo, uma com 10% de o6leo de café e a outra contendo 10% de 6leo de améndoas
doces, foram entregues as voluntarias de forma randomizada, a fim de reduzir as
diferencas entre as analises. Passados 20 dias, as voluntarias retornaram ao Nucleo
de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético — NUDFAC/UFPE para a realizacao
das medidas do conteudo aquoso do estrato cérneo.

Com o intuito de que nao houvesse engano durante a aplicagao das formulagdes
pelas voluntarias durante o periodo de utilizacéo, elas foram instruidas em termos de

quantidade a ser aplicada de cada formulag&o na sua regido especifica.



52

4.6 Avaliacao da liberagado e permeacao in vitro do éleo da borra do café como

promotor da permeacgao cutanea do lapachol e metronidazol

A avaliagao do potencial do 6leo da borra do café como promotor de permeacao
foi realizada através da comparacao entre a quantidade de lapachol e metronidazol
(farmacos utilizados como marcadores) liberada e permeada das formulagdes
contendo, ou ndo, éleo da borra do café.

O perfil de liberagédo dos farmacos foi definido empregando células de difusao
tipo Franz com membranas artificiais de acetato de celulose e para a avaliagao da
permeagao cutanea in vitro, optou-se pelo emprego da pele de cobra da espécie Boa
constrictor. A pele foi doada pelo Laboratério de animais pegonhentos e toxinas
(LAPTX) do Centro de Ciéncias Biolégicas da UFPE. Previamente a realizagdo do
estudo, as membranas foram hidratadas em tampao fosfato pH 7,4 por um periodo de
12 horas (BRITO, 2009).

4.6.1 Preparagao das formulagoes

Para a avaliacido do 6leo da borra do café como promotor da permeacao do
lapachol e metronidazol, foram preparadas trés formulagées. Em duas delas o 6leo de
borra do café estava presente em diferentes concentragdes (5 e 10%), e em outra, ele

nao estava presente, conforme demonstrado nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Formulagdes utilizadas com lapachol

Formulagdes 1 2 3
Lapachol (%) 0,5 0,5 0,5
Oleo da borra do L 5 10
café (%)

Carbopol (%) 0,5 0,5 0,5
Etanol/glicerina 40 40 40
(70/30) (%)

Agua g.s.p (9) 100 100 100

Para a obtencdo das formulagdes contendo o lapachol, o carbopol foi previamente

disperso em agua. Em seguida preparou-se a fase oleosa e aqueceram-se as duas
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fases até aproximadamente 70 °C. Verteu-se a fase oleosa sobre a aquosa,
neutralizou-se a preparacgao utilizando trietanolamina e incorporou-se o farmaco em
solucao etanol:glicerina (utilizada para dissolugao do farmaco, uma vez que o lapachol

é insoluvel em agua), agitando até o resfriamento (TABOSA, 2014).

Tabela 5 - Formulagdes utilizadas com metronidazol

Formulacdes 1 2 3
Metronidazol 0,75 0,75 0,75
Oleo da borra do - 5 10
café (%)

Carbopol (%) 0,5 0,5 0,5
Agua g.s.p (9) 100 100 100

Para a obtencdo das formulagbes contendo o metronidazol, o carbopol foi
previamente disperso em agua juntamente com o farmaco. Em seguida preparou-se
a fase oleosa e aqueceram-se as duas fases até aproximadamente 70 °C. Verteu-se
a fase oleosa sobre a aquosa, neutralizou-se a preparagao utilizando trietanolamina
agitando até o resfriamento (ARAUJO, 2016).

4.6.2 Selecao do meio receptor

O meio receptor utilizado para os estudos realizados com o lapachol e

metronidazol foi baseado nos testes realizados por Araujo (2016) e Tabosa (2014).

4.6.3 Estudo de liberagao e permeacao in vitro

O estudo de liberagao e permeagao in vitro do lapachol e metronidazol foi realizado
utilizando o Microette® (Figura 4), que é composto por células de difusdo tipo Franz
automatizadas com area difusional de 1,77 cm?, e volume de + 6 mL. Foi utilizada
membrana sintética de ésteres (acetato) de celulose (Millipore®), com porosidade de
0,45 um para o estudo de liberagao, e pele de cobra Boa constrictor para o estudo de
permeacgao. O compartimento receptor foi preenchido com tampao fosfato pH 7,4 em

um sistema composto de seis células individuais conectadas a um banho
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termostatizado a 37 + 0,5 °C sob agitacdo constante em agitador magnético por um
periodo de 6 horas para perfil cinético de liberagao e de 24 horas para perfil cinético
de permeacao. As membranas foram colocadas na parte superior da célula receptora.
Essas membranas foram previamente hidratadas em tampéo fosfato pH 7,4 por um
periodo de 12 horas. No compartimento doador, foram aplicados 300 mg da
formulagao diretamente sobre a membrana e as amostras da solugao receptora foram
coletadas nos seguintes tempos: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0 e 6,0 horas para o perfil
cinético de liberacdo; e 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10; 12 e 24 horas para o estudo de
permeagao. Foram coletados volumes de 1 mL no estudo de liberacdo e permeacao,
da solucao receptora, sendo automaticamente reposto o meio receptor com tampao

fosfato pH 7,4 para manutencéo da condicao sink do sistema.

Figura 4 - Fotografia do Microette® (arquivo pessoal).

4.6.4 Quantificacao do lapachol e metronidazol no fluido receptor

Para o estudo de liberagcdo apds cada coleta, as amostras das formulagdes que
continham lapachol e metronidazol foram quantificadas por espectrofotometria no
ultravioleta utilizando espectrofotdmetro modelo UV mini-1240 (Shimadzu®) em 278
nm e 320 nm, respectivamente. Foi preparada uma curva de calibragdo no intervalo

de concentragdes de 0,1 - 20 ug/mL, a partir de uma solugdo mae a 100 ug/mL.
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A metodologia foi validada segundo RE n° 899/03 da ANVISA (BRASIL, 2003),
onde a linearidade do método foi verificada nas concentragcdes de 0,1; 0,5; 1,0; 5,0;
10 e 20 pg/mL, sendo a concentracdo de 10 pg/mL equivalente a 100% de
concentracgao tedrica.

No estudo de permeacgao para analise das amostras provenientes das formulagdes
que continham lapachol foi utilizado o cromatdgrafo Shimadzu® com controlador SCL-
10, auto Injetor SIL-10AD, bomba LC-10AD e UV-VIS Detector SPD-10AV, com fase
movel composta por metanol e acido acético 5% (80:20 v/v), bombeada sob fluxo de
1,0 mL/min, com coluna Phenomenex Gemini 5 um C18, 100 A, 150 x 4,6 mm, volume
de injecao de 20 uL e detecgao por ultravioleta em comprimento de 278 nm, com
tempo de andlise de 7 minutos. Este método foi adaptado de Fonseca (2004).

Para andlise das amostras provenientes das formulagdes que continham
metronidazol foi utilizado o cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu®
com controlador SCL-10, auto Injetor SIL-10AD, bomba LC-10AD e UV-VIS Detector
SPD-10AV, com coluna de fase reversa C18 marca Shimadzu® 150 x 4,6 mm, a 35°C,
com fase mével composta por fosfato de s6dio monobasico 20 mM pH 3,0: acetonitrila
(88:12 v/v), bombeada sob fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo de 20 pL e
deteccao por ultravioleta em comprimento de 320 nm, com tempo de analise de 5,5
minutos (TABOSA, 2014). A metodologia foi validada segundo RE n° 899/03 da
ANVISA (BRASIL, 2003).

4.6.5 Calculo do fluxo (J) e do coeficiente de permeabilidade (Kp)

O fluxo (ug/cm?/h) foi calculado a partir do coeficiente de inclinagdo da reta que
obteve um coeficiente de correlacao linear superior a 0,9. O Kp foi calculado através
da relagao entre o fluxo e a concentragao do farmaco no compartimento doador
(OLIVEIRA et al., 2010; SOUSA, 2013).

4.6.6 Analise estatistica
Todos os dados foram tratados estatisticamente por ANOVA (GraphPad Prism

versdo 5.0 Software). As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas

quando p < 0,05 e o nivel de confianca utilizado foi de 95%.
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A espectroscopia de RMN 'H (Apéndice B) € muito util na analise de dleos,

tornando possivel avalia-los em um periodo muito curto de tempo, apresentando

resultados muito semelhantes aos obtidos pelo método classico.

Os resultados calculados através de espectros integrados de RMN 'H e o

experimental estdo representados na tabela abaixo.

Tabela 6 - Caracterizacao fisico-quimica do 6leo da borra do café

Parametro RMN "H Experimental
Massa Molecular 860,03 g¢/mol -
indice de lodo 90,60 gl-/100 g 100,84 gl»/100 g
indice de Saponificacéo 195,62 mg KOH/g 190,05 mg KOH/g
Estado de Oxidagao (Roa) o063
indice de Acidez 0,58 mg KOH/g 2,24 mg KOH/g

indice de Peréxido | .

12,48 meq/Kg

Grau de Insaturagéo 57% e
Conteudo Linolénico 0% e
Conteudo Linoleico 39% e

Conteudo Oleico 24%
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O indice de iodo é usado para medir o grau de insaturagdo de oleos e gorduras,
sendo calculado pelo numero de gramas de iodo absorvido por 100 gramas de gordura
ou 6leo (MORETTO e FETT, 1998). Este € um importante indicador de provavel
desenvolvimento de degradagdo da matéria graxa, sendo usado para determinar as
propriedades quimicas e fisicas dos oleos (REDA, 2004). Valor elevado para o indice
de iodo favorece a fluidez, no entanto, torna-o susceptivel a degradacao térmica e
oxidativa (FERRARI et al., 2005).

A determinacdo do indice de iodo € importante para a classificacdo de dleos e
gorduras e para o controle de alguns processamentos (CECCHI, 2003). Para cada
oleo existe um intervalo caracteristico do valor do indice de iodo, cujo valor também
esta relacionado com o método empregado em sua determinagcéo (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985).

O valor obtido neste estudo nos mostra um alto grau de insaturagcéo do 6leo da
borra do café, corroborando com resultados encontrados na literatura.

Outros 6leos vegetais, como exemplo o dleo de soja, apresenta indice de iodo de
126,48 gl2/100 g, o dleo de canola 109,59 gl2/100 g, 6leo de milho 116,05 gl2/100 g,
6leo de améndoa 131,11 gl2/100 g (RAMPAZZO, 2015).

O indice de saponificacdo pode estabelecer o grau de deterioragcdo e a
estabilidade, verifica se as propriedades dos 6leos estdo de acordo com as
especificagdes, além de fornecer indicios de adulteragdes da matéria graxa (RIBEIRO;
SERAVALLI, 2004). E definido como o nimero de miligramas de hidréxido de potassio
(KOH) necessarios para saponificar os acidos graxos, resultantes da hidrolise de 1
grama da amostra (MORETTO; FETT, 1998).

Em relacdo ao indice de saponificagcdo determinado, observa-se que ambos
apresentam-se um pouco abaixo do limite especificados pela Farmacopéia Brasileira
V (2010), que estabelece valores entre 200 - 300 mg KOH/g, contudo o valor do indice
de saponificagdo encontrado indica que o 6leo pode ser utilizado como fonte para
obtencao de produtos saponificaveis.

O indice de acidez mostra o estado de conservagao do 6leo, sendo expresso como
numero de miligramas de hidroxido de potassio necessario para neutralizar os acidos
livres de um grama da amostra. O indice de acidez elevado é sugestivo que o Oleo
esta sofrendo quebras em sua cadeia, liberando os acidos graxos livres e sendo de
extrema importancia na avaliacdo do estado de deterioracao do 6leo (F. BRAS. V,
2010).
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A acidez livre de uma gordura, provém da hidrolise parcial dos glicerideos, motivo
pelo qual ndo é uma constante ou caracteristica e sim uma variavel intimamente
relacionada com a natureza e a qualidade da matéria-prima, com a qualidade e o grau
de pureza da gordura, com seu processamento e condi¢cdes de conservagao
(MORETTO; FETT, 1998).

A diferenga encontrada para o indice de acidez pelos métodos utilizados no
presente estudo, pode ser explicado pelo fato do éleo da borra do café possuir uma
coloracao escura, assim ndo sendo possivel visualizar o aparecimento da coloragao
rosallilas, correspondente ao ponto de virada da reagao de neutralizagdo dos acidos
graxos livres. Ressaltando a importancia da analise de RMN 'H na caracterizagdo de
Oleos vegetais, visto que ndo sofre influéncia da coloragdo do 6leo, e nos fornece
resultados confiaveis.

A Resolugao RDC n° 270, de 22 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria estabelece como valores maximos permitidos para o indice de
acidez para oleos e gorduras nao refinadas 4,0 mg KOH/g.

O oleo de améndoas faveleira, apresenta indice de acidez que varia de 0,64 a 0,79
mg KOH/g, valor muito proximo ao encontrado para o 6leo da borra do café que
também se trata de dleo vegetal (CAVALCANTI et al., 2012).

O indice de peroxido € um dos métodos mais utilizados para medir o estado de
oxidacao de 6leos e gorduras (CECCHI, 2003), determinando em miliequivalentes de
Kl por 1000 g de amostra, todas as substancias que oxidam o iodeto de potassio
devido a sua agao fortemente oxidante (MORETTO; FETT, 1998).

Este indice nos 6leos néo deve ultrapassar o valor de 10 meg/1000 g de amostra,
a exemplo dos 6leos de amendoim, linhacga, babacu, dendé e semente de uva, dentre
outros. O d6leo em estudo encontra-se um pouco acima do valor estabelecido, isto
indica que o mesmo apresentava degradacao oxidativa (MALACRIDA, 2003). O valor
de Roa obtido esta em consonancia com o indice de peroxido.

Utilizando o espectro de RMN "H o éleo bruto da borra do café apresentou uma
constituicao 39% de acido linoleico, 24% de acido oleico e ndo mostrou a presenca
de acido linolénico.

A composig¢ao quimica do 6leo da borra do café sugerida por Matos et al., (2010)
mostrou que foi encontrado 40,1% de acido linoleico, 10,4% de acido oleico e 0,40%

de acido linolénico.
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Os resultados obtidos demonstram proximidade com os valores sugeridos por
Matos et al., (2010) para composicao de acido graxo linoleico e oleico. Entretanto,
neste trabalho o acido graxo linolénico ndo apresentou valores representativos para
caracteriza-lo no éleo da borra do café.

Portanto, os resultados obtidos através do RMN 'H e método classico,

apresentam-se dentro das especificagdes, estando de acordo com a resolugao.

5.1.1 Analise térmica

Analise térmica é definida como sendo “um grupo de técnicas nas quais uma
propriedade fisica de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo € medida como
funcao da temperatura, enquanto a substancia é submetida a um programa controlado
de temperatura” (NUNES, 2013).

Para ser considerada termoanalitica, uma técnica térmica deve medir uma
propriedade fisica, expressar a medida direta ou indiretamente em funcdo da
temperatura e realizar a medida sob um controle de temperatura (WENDLANT, 1986;
DANTAS, 2006).

A termogravimetria derivada (TG/DTG) e calorimetria exploratoria diferencial
(DSC) sao as abordagens mais utilizadas (NUNES, 2013).

5.1.1.1 Termogravimetria (TGA) e Termogravimetria Derivada (DTG)

A termogravimetria (TGA) é uma técnica que consiste no monitoramento da
variagao da massa da amostra em fung¢ao da temperatura e/ou tempo. Esta medida é
realizada através da termobalanga e registrada na curva termogravimétrica. Através
desta curva, é possivel obter informagdes como a temperatura inicial (Ti), temperatura
final (Tf) de decomposic¢ao e o valor da perda de massa da amostra (WENDLANDT,
1986; NUNES, 2013).

A Termogravimetria Derivada (DTG) € a derivada da variagdo de massa em
relacédo ao tempo ou temperatura. A curva DTG apresenta as informagdes de uma
maneira visualmente mais acessivel, mostrando com mais clareza os pontos inicial e
final do processo, onde a area € diretamente proporcional a variagcdo de massa,
levando a determinagao da temperatura do pico e indicando as temperaturas inicial e
final do processo (DANTAS, 2006).
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Observa-se na curva de TGA (Figura 5) que o d6leo em estudo apresenta
estabilidade térmica até aproximadamente 291 °C. A partir desta temperatura,
observa-se o inicio da degradagado térmica com trés estagios ocorrendo até
aproximadamente 506 °C, com perda total de 98,9%, e um residuo de 1,10% (Tabela
7).

A primeira etapa de decomposig¢ao esta provavelmente associada a degradacao
ou oxidagao dos acidos graxos insaturados e de compostos volateis, a segunda etapa
provavelmente esta relacionada a degradacéo de acidos graxos saturados e a terceira
etapa a degradacgao de produtos oriundos da oxidacao (GARCIA et al., 2007).

Estudos realizados por Cavalcanti et al., (2012), mostram que as curvas TGA/DTG
do 6leo de améndoas faveleira sem espinho, também apresentam trés etapas de
perda de massa, com temperaturas de (187,10 °C - 400,77 °C), (399,88 °C - 466,99
°C) e (467,87 °C - 602,96 °C). Etapas estas, muito semelhantes ao 6leo da borra do
café, que se trata de um dleo vegetal, assim como o de améndoas faveleira.

Podemos observar com esses resultados, que o 6leo em questdo apresenta

estabilidade térmica similar a outros 6leos vegetais que ja se encontram no mercado.

Figura 5 - Curva de TGA e DTG do ¢leo da borra do café em atmosfera de nitrogénio
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Tabela 7 - Etapas de decomposicéo do 6leo da borra do café

Etapas Intervalo de temperatura (°C) Perda de massa (%)
1 291 -402 20
2 403 - 441 56
3 442 - 506 23

Residuo >506 1

5.1.1.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) mede a diferenca de energia liberada
ou fornecida entre a amostra e um material de referéncia, termicamente inerte, em
funcdo da temperatura, enquanto a amostra e o material de referéncia sdo submetidos
a uma rampa de aquecimento. Quando a amostra muda de estado fisico ou sofre
reacao quimica, ocorre liberagdo ou absorgado de calor. Esta técnica mede as
variagbes de energia térmica para manter em equilibrio as temperaturas da amostra
e do material de referéncia, durante o evento térmico (NUNES, 2013).

A Figura 6 mostra a curva de DSC. A amostra do 6leo apresenta trés transicdes
exotérmica com temperatura de pico de 123,016 °C, 277,016 °C e 424, 016 °C. Estes
eventos sdo provavelmente associados a vaporizacdo e a combustdo de acidos
graxos que formam as moléculas de triacilglicerideos presentes no 6leo da borra do
café (CAVALCANTI et al., 2012).

Assim como na analise de TGA/DTG, o DSC do 6leo de améndoas faveleira
apresentou grande semelhanga com o DSC do éleo da borra do café, pois o 6leo de

améndoas também possui trés transicdes exotérmicas (CAVALCANTI et al., 2012).
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Figura 6 - Curva DSC do dleo da borra do café em atmosfera dindmica de nitrogénio

[——8]
1.0
0.8
0.6
Y
0.2
0.0
12— 100 700 300 400 500 500

5.1.2 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC/MS)

A cromatografia é utilizada para uma série de processos no qual as substancias a
serem separadas sao submetidas a particdo no equilibrio entre duas fases,
estacionaria e mével (JENNINGS et al., 1997; RAMPAZZA, 2015). Esta analise
fornece a composigao de acidos graxos presentes a partir da identificagcao destes em
comparagao com uma série de padrbes previamente analisados e é geralmente
utilizada complementando outras analises.

A Tabela 8 traz os resultados obtidos através da analise dos tempos de retengao,
indicando a presenga dos principais acidos graxos que fazem parte da molécula de

triglicerideo do dleo.
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Tabela 8 - Acidos graxos majoritarios do 6leo da borra do café

Tempos de n° de carbonos:
retencao Atribuicao n°® de Percentual (%)

(min) insaturagoes

24,31 Acido palmitico C16:0 29,64
26,40 Acido linoleico C18:2 40,19
26,46 Acido oleico C18:1 13,09
26,81 Acido estearico C18:0 12,99
30,94 Acido araquidico C20:0 5,05

A partir da analise da CG/MS, podemos observar que o acido graxo encontrado
em maior porcentagem no 6leo da borra do café € o linoleico (40,19%), palmitico
(29,64%), oleico (13,09%), estearico (12,99%) e araquidico (5,05%).

Estudos realizados por Fonseca; Gutierrez (1971), com 6leo da borra do café
mostra que o acido graxo de maior percentagem € o linoleico, seguido do palmitico,
oleico, estearico e araquidico.

A composi¢ao quimica sugerida por Turatti (2001) e Vidal (2001), apresenta 34,5%
de acido palmitico e 40,3% de acido linoleico.

Os resultados obtidos nesse estudo corroboram com os encontrados na literatura,
embora nado tenha sido detectado quantidades significativas do acido linolénico.

Utilizando o espectro de RMN 'H, que também é Util para obteng&o do percentual
dos trés principais acidos insaturados presentes nos 6leos: oleico (O), linoleico (L) e
linolénico (Ln), encontramos resultados que foram de acordo com o obtido por CG/MS
(Tabela 9). Podemos assim, observar a 6tima correlacédo entre as duas técnicas,
demonstrando o grande grau de confianga na obtengao das caracteristicas do 6leo de

forma mais rapida e pratica pela analise de RMN 'H.
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Tabela 9 - Contelido de acidos graxos insaturados encontrados no éleo da borra do café por RMN 'H
e CG/MS

Acidos graxos RMN CG/MS
Acido linolénico 0% 0%
Acido linoleico 39% 40,19%
Acido oleico 24% 13,09%

5.2 Determinacgao do EHL

As emulsdes 1, 2, 3, 4 e 5 apresentaram completa separacédo das fases. Ja as
emulsdes 6 e 7 mostraram-se totalmente homogéneas, correspondendo ao maximo
de estabilidade dos sistemas emulsionados. De acordo com os resultados obtidos,

verificou-se que o EHL do dleo de origem vegetal analisado foi de 11,79 (Tabela 10).

Tabela 10 - Resultados dos ensaios de EHL

Emulsao EHL Aspecto Resultado
1 5,37 Separagao de fases Ruim
2 6,44 Separacao de fases Ruim
3 7,51 Separacao de fases Ruim
4 8,58 Separacao de fases Ruim
5 9,65 Separacao de fases Ruim
6 10,72 Homogénea Bom
7 11,79 Homogénea Excelente

As duas emulsdes homogéneas (6 e 7), obtidas com o 6leo da borra do café, foram
fotografadas microscopicamente para avaliagao das goticulas dispersas, com relagéo
a homogeneidade, agregacéo e distribui¢cdo, sinais caracteristicos de estabilidade do
sistema emulsionado e indiretamente indicativos do EHL critico do sistema. A emulsao
6 (Figura 7) apresentou nitida formagdo de gldbulos, mas com tamanhos muito

diversos, apresentando tamanho médio das goticulas de 0,58 uym (x 0,3). A emulsdo
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7 (Figura 8) mostrou globulos bem formados, sendo mais homogéneos em tamanho
e aspecto, distribuidos com uniformidade e tamanho médio das goticulas de 0,35 uym
(x 0,15). Portanto, muito grande € a possibilidade dos menores glébulos agregarem-
se aos maiores desestabilizando o sistema mais rapidamente na emulsdo 6 do que
na emulsao 7, onde a distribuicdo de tamanho dos gldébulos € mais homogénea, a
agregacao € menor e a distribuicdo mais uniforme. Dessa forma, a emulsao 7 foi a

escolhida para realizacao dos estudos de estabilidade.

Figura 7 - Fotografia correspondente a emulsédo 6 (Aumento de 1000X)

Figura 8 - Fotografia correspondente a emulsao 7 (Aumento de 1000X)
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5.3 Estudo de estabilidade acelerada

Avaliacéo organoléptica

As emulsdes submetidas aos ensaios de estabilidade demonstraram semelhancga
no que se refere a cor, odor e aparéncia, em relagdo as emulsdes recentemente
elaboradas, pois mantiveram o odor caracteristico da formulagao inicial, coloragao
amarronzada e homogéneas, independente das condigbes e periodos de

armazenamento.

Sentido de fase

Todas as emulsdes apresentaram sentido oleo/agua (O/A), mesmo quando
submetidas a tratamentos térmicos. Confirmando a predominéancia do tensoativo de

caracteristicas hidrofilicas nas emulsoes.

Centrifugacgéao

As emulsdes mantiveram-se estaveis nos ensaios de centrifugagdo, nao
apresentando cremeacgao, tdo pouco separagao de fase. Dessa forma, a velocidade

de centrifugacédo nao provocou alteragdes no sistema.

Determinacéo do pH

O pH das emulsdées em estudo foi ajustado para valores entre 6,0 e 6,5 e
acompanhado durante os estudos de estabilidade. Os valores obtidos estdo

expressos na Tabela 11.

Tabela 11 - Valores médios de pH das emulsdes armazenadas sob diferentes condicbes e

periodos nos tempos inicial e 30 dias sob diversas condicbes de armazenamento

Tempo 0 Apods 30 dias - T.A. | Apds 30 dias - T 45°C

Formu|agéo 1 6,34 + 0,21 6,0+0,16 5,98 +0,24

Formulagéo 2 6,24 £ 0,15 6,20 £ 0,10 6,11 +£0,12

Formulagio 3 6,0+0,1 5,80+0,1 5,76 + 0,14
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O pH deve assegurar a estabilidade dos ingredientes de uma formulagéao, sua
eficacia e seguranca (BRASIL, 2004), bem como ter compatibilidade com os fluidos
biolédgicos de acordo com a via de administracdo pretendida. E importante
acompanhar o pH de uma formulacédo no decorrer do tempo pois a maior estabilidade
dos sistemas ocorre quando estes sdo mantidos dentro de uma pequena variagcao de
pH.

As formulagdes estudadas tiveram o pH ajustado para valores levemente acidos,
em razao de esta ser a faixa de pH ideal para as finalidades propostas, e ainda, para
otimizar a viscosidade do polimero utilizado (Carbopol®). De acordo com o0s
resultados demonstrados na Tabela 9 para as emulsées armazenadas nos periodos
(24 horas e 30 dias) e em condi¢des diversas de temperatura (ambiente, 45 £ 5 °C),
observa-se que as formulagdes 2 e 3 ndo apresentaram variagao significativa de pH
(Fcalculado < Fecritico) (0,97 < 5,17) e (1,85 < 5,14) respectivamente, quando
comparadas com o pH das emulsdes recentemente obtidas. Diferente da formulacao
1 que apresentou variagao significativa (Fcalculado > Fcritico) (8,14 > 5,15). No entanto,
observa-se uma discreta diminuicao do pH das emulsbées armazenadas em estufa. De
acordo com Masmoudi et al., (2005), a diminuigdo do pH pode representar uma
oxidagao da fase oleosa com formacéo de hidroperdxidos ou mesmo a hidrodlise de

triglicerideos levando a formacao de acidos graxos.

5.4 Determinacao da espalhabilidade

Os valores de espalhabilidade obtidos para as emulsées, em fungdo do peso
adicionado, estéo representados nas Figuras 9, 10 e 11. A espalhabilidade é definida
como a expansao de uma formulagdo semi-solida sobre uma superficie apés um
determinado periodo de tempo. E uma das caracteristicas essenciais das formas
farmacéuticas destinadas a aplicagao topica, pois esta intimamente relacionada com
a aplicacao destas formulag¢des no local de agdo (KNORST, 1991; SOUSA 2013).

Os valores de espalhabilidade entre as formulacbes mostraram diferenca
estatisticamente significativa (Fcalculado > Fcritico) € podemos assim dizer que as
formulagdes sao diferentes entre si. Analisando cada formulagao, observa-se que
entre o momento de sua fabricacdo e apdés 30 dias em diferentes condigcbes, a
formulacao 1 obteve maior variagao estatistica nos valores de espalhabilidade do que

a formulacao 2 e esta, maior que a formulagao 3. A formulagdo 3 apresentou menor
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espalhabilidade, corroborando com os valores de viscosidade apresentados, uma vez
que espalhabilidade e viscosidade sado inversamente proporcionais. No que diz
respeito a essa formulacao ter tido menor variagao nos valores de espalhabilidade,
isso pode ser explicado pela maior viscosidade dessa, assim sofrendo menos acao

de interferentes externos como temperatura, luminosidade, radiagao.

Figura 9 - Grafico da espalhabilidade da formulagdo 1 em diferentes tempos e condigbes de

armazenamento.
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Figura 10 - Grafico da espalhabilidade da formulagdao 2 em diferentes tempos e condigbes de

armazenamento.
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Figura 11 - Grafico da espalhabilidade da formulacdo 3 em diferentes tempos e condi¢des de

armazenamento.
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5.5 Analise do tamanho das goticulas das emulsées

A observagao microscopica das goticulas € uma técnica vantajosa para se obter
informagdes sobre a uniformidade da fase interna da emulsdo (COELHO, 2005). As
Figuras 11, 12 e 13 mostram a dispersao das goticulas na fase continua. O tamanho
médio das goticulas foi 0,4 um (x 0,2), 0,3 ym (£ 0,1) e 0,2 um (£ 0,1) para as
formulagdes 1, 2 e 3, respectivamente. Todas as formulagdes mostraram goticulas
bem formadas, porém a formulagédo 1 apresentou uma maior proporgao de goticulas
com grande variagao de tamanho, portanto € maior a possibilidade dos menores se
agregarem aos maiores e assim venham a desestabilizar o sistema mais rapidamente.
Ja nas formulagdes 2 e 3 a distribuicdo de tamanho das goticulas € homogénea,

gerando com isso uma maior estabilidade do sistema emulsionado.



Figura 12 - Microfotografia da formulagéo 1

Figura 13 - Microfotografia da formulagao 2
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Figura 14 - Microfotografia da formulagéo 3

5.6 Estudo de estabilidade fisica por determinagao do comportamento reolégico

O estudo do comportamento reoldgico das formulagdes objeto de estudo foi
avaliado por meio dos reogramas (Figuras 15, 16 e 17) e dos valores de viscosidade

aparente (Tabela 12), obtidos ao longo do periodo de 30 dias.

Tabela 12 - Valores médios da viscosidade aparente (Pa/s) a 50 rpm das emulsdes nos tempos inicial e

30 dias sob diversas condigdes de armazenamento.

Tempo 0 Apo6s 30 dias - T.A. | Apés 30 dias - T 45°C
Formulagéo 1 8,64 +0,1 7,79+£0,35 6,85+ 0,4
Formulagio 2 15,19+ 0,15 13,21 +£0,2 11,57 £ 0,3
Formulagio 3 18,2+0,1 17,67 £0,2 15,75 £ 0,25
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Figura 15 - Reogramas da formulagcdo 1 nos tempos inicial e 30 dias sob diversas condi¢des de

armazenamento.
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Figura 16 - Reogramas da formulagcdo 2 nos tempos inicial e 30 dias sob diversas condi¢des de

armazenamento.
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Figura 17 - Reogramas da formulagcdo 3 nos tempos inicial e 30 dias sob diversas condi¢des de

armazenamento.
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Os valores de viscosidade aparente obtidos mostram que a viscosidade de todas
as formulagdes decresceu durante o periodo de estudo a temperatura ambiente e
quando submetidas a temperatura de 45 °C. As trés formulacdes foram consideradas

estatisticamente diferentes (Fcalculado > Fecritico). A formulagédo 3 apresentou maior
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viscosidade aparente e a segunda menor variagdo deste valor nos periodos e
condicbes estudadas. Fato que ja era esperado, pois é a formulagdo que possui um
maior percentual de agente de viscosidade (Carbopol®), corroborando com o
resultado da espalhabilidade obtido (quanto maior a viscosidade, menor a
espalhabilidade).

Pela andlise dos reogramas, podemos observar que as formulagdes néao
obedeceram a Lei de Newton sendo entdo consideradas fluidos nao-Newtonianos
(MARTIN, 1993). Observa-se também que a viscosidade diminui com o aumento da
taxa de cisalhamento caracterizando um fluido pseudoplastico (MARTIN, 1993;
TADROS, 2004). Fato que pode ser visto através dos graficos da viscosidade que
mostram uma relacao n&o-linear entre a viscosidade relativa e taxa de cisalhamento.

O comportamento pseudoplastico apresentado por todas as formulagdes € uma
caracteristica desejavel para emulsdes, pois os valores de viscosidade sao reduzidos
com o0 aumento da tensao de cisalhamento, facilitando a aplicacdo sobre a pele
((MORAIS et al., 2005). Esse tipo de comportamento € frequente em formulagdes que
contém gomas naturais ou sintéticas e polimeros (PIANOVSKI et al., 2008).

As formulagdes apresentaram diferenga estatisticamente significativa entre seus
valores reologicos (Fcalculado > Fcritico). Porém, a formulag&o 3 obteve menor variagéo
estatistica nos tempos analisados (T0O, apés 30 dias T.A e apds 30 dias a 45 °C),
seguida da formulacdo 1 e por ultimo a formulagdo 2. Logo, consideramos a
formulagcdo 3 como a emulsdo que melhor manteve suas caracteristicas reoldgicas
durante todo o periodo de analise sob as diferentes condigdes mais proximas das
caracteristicas iniciais.

Estudos realizados nas mesmas condigdes (T0, apds 30 dias T.A e apds 30 dias
a 45 °C) com formulagdes que continham o oleo de licuri, estas emulsdes também

apresentaram comportamento pseudoplastico (SOUSA, 2013).

5.7 Avaliagao do efeito hidratante das formulacées na pele humana

Os resultados obtidos na avaliagao dos efeitos hidratantes das formulagdes apos
uma unica aplicacéo e apds 20 dias foram submetidos a analise estatistica para
verificar se as alteragdes observadas com a aplicacdo das formulagbes foram

estatisticamente significativas e estdo demonstradas nas tabelas e figuras a seguir.
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Tabela 13 - Contetido aquoso do estrato corneo das regides avaliadas dos antebracos antes e apds 2

horas de uma unica aplicagédo das formulag¢des estudadas.

TEMPO REGIOES AVALIADAS MEDIA
1- veiculo 31,29 + 5,88
Antes 2- veiculo + 10% 6leo de café 29,37 £+ 5,14
3- veiculo + 10% o6leo de améndoas 30,63 £ 5,41
1- veiculo 32,78 £ 5,88
Apés 2 horas 2- veiculo + 10% oleo de café 35,42 + 7,53
3- veiculo + 10% 6leo de améndoas 36,15 + 6,63

Figura 18 - Conteudo aquoso do estrato corneo das regides avaliadas dos antebragos antes e apés 2

horas de uma Unica aplicacao das formulacdes estudadas.

Variagao do conteudo aquoso

do estrato cérneo (UA)

De acordo com os resultados, podemos observar que apos 2 horas da aplicagao,

apenas as formulacdes acrescidas com 10% de 6leo de café e 10% de dleo de
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améndoas doces, aumentou o conteudo aquoso do estrato corneo significativamente
em relacado aos valores basais, nao havendo diferenca estatisticamente significativa

entres os perfis de hidratacdo dessas duas formulagdes (p < 0,05).

Tabela 14 - Conteudo aquoso do estrato corneo das regides avaliadas dos antebragos antes e apos

20 dias de aplicagao diaria das formulacdes estudadas

TEMPO REGIOES AVALIADAS MEDIA
Antes 1- veiculo + 10% oleo de café 30,70 + 4,44
2- veiculo + 10% 6leo de améndoas 29,03 + 4,84
Coa . . 35,08 + 2,77
Apés 20 dias 1- veiculo + 10% 6leo de café
2- veiculo + 10% 6leo de améndoas 35,98 + 5,27

Figura 19 - Conteudo aquoso do estrato cérneo das regides avaliadas dos antebragos antes e apés 20
dias de aplicacao diaria das formulacdes estudadas.

do estrato cérneo (UA)

Variagao do conteudo aquoso
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Os resultados obtidos na avaliacédo dos efeitos a longo prazo mostraram que
ambas as formulagdes provocaram um aumento significativo do conteudo aquoso do
estrato corneo apos 20 dias de aplicagdo. E, mais uma vez, nao houve diferencas
estatisticamente significativas entre os perfis de hidratacdo das duas formulagdes
(p <0,05).

Em estudos realizados com o 6leo de licuri obtido a partir das améndoas do Licuri
(Syagrus coronata), ficou evidente que os resultados obtidos na hidratagdo cuténea
com as formulagdes que continham 6leo de améndoas doces e 6leo de licuri foram
semelhantes. De acordo com o teste estatistico realizado no estudo, o (tobservado <
teriico), OU seja, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os dleos,
quando o nivel de significancia foi fixado em 5% (LEAL et al., 2013).

A utilizagao de 6leos vegetais em formulagdes cosméticas se faz necessario uma
vez que sao substancias emolientes capazes de hidratar a pele, e por possuirem
substancias que lhe conferem atividade antioxidante (PEREIRA, 2011).

A avaliagao dos efeitos imediatos de produtos cosméticos é de grande importancia,
uma vez que permite verificar a agao destes produtos na pele logo apdés a sua
aplicacdo. Da mesma forma, avaliar um produto dermocosmeético nas reais condicdes
de uso permite a elucidacédo cientifica dos seus efeitos na pele a longo prazo
(CAMARGO JUNIOR, 2006).

5.8 Avaliagao da liberagao e permeacgao in vitro do 6leo da borra do café como

promotor da permeacgao cutanea do metronidazol e lapachol
5.8.1 Seleg¢ao do meio receptor

A selecao de um meio receptor apropriado € um fator critico para o sucesso do
experimento de liberagcdo de farmacos (SHAH et al., 1994; TABOSA, 2014). A
composicao do meio receptor deve demonstrar ser capaz de manter a sink condition
a temperatura de 37 + 0,5 °C, apresentar-se como solugao tampao com pH fisioldgico
(7,4) para farmacos soluveis em agua ou ainda meio hidroalcodlico ou meio aquoso
com a adicdo de tensoativo para farmacos lipofilicos (FDA, 1997). Quando a
concentragcado do farmaco dissolvida no meio de liberagdo € menor que 10% da sua
concentragdo de saturacdo, diz-se que o sistema esta operando sob “skin condition”
(SINKO, 2008).
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A solubilidade determinada para o lapachol em tampéao fosfato pH 7,4, solucéo
hidroalcodlica (agua:etanol = 50:50), tampé&o fosfato pH 7,4 com polioxietileno 20-oleil
éter (Brij 98®) a 4% e agua com polioxietileno 20-oleil éter (Brij 98%) a 4%, apds 24
horas de agitacdo a temperatura controlada (37 + 2°C), foi de 0,371; 0,513; 1,53 e
0,95 mg/mL, respectivamente. Dessa forma, a solugédo receptora escolhida foi o
tampao fosfato pH 7,4 com polioxietileno 20-oleil éter (Brij 98%) a 4%, que permitiu a
manutencdo da “sink condition’, ndo ocasionando aumento apreciavel da
concentracao do lapachol no meio receptor.

A solubilidade determinada para o metronidazol em tampao fosfato pH 7,4, solugao
hidroalcodlica (agua:etanol = 50:50), tampao fosfato pH 7,4 com polioxietileno 20-oleil
éter (Brij 98®) a 0,5% e a 3,0%, tampao fosfato pH 7,4 com polissorbato 80 (Tween
80®) a 0,5% e agua apds 24 horas de agitagcdo a temperatura controlada (32 + 2°C),
foi de 8,90; 14,46; 7,13; 10,13; 8,91 e 11,08 mg/mL, respectivamente. Assim, a
solugao receptora escolhida foi o tampao fosfato pH 7,4, pois atende as condicdes

sink e se aproxima do pH fisioldgico.

5.8.2 Estudo de liberagao in vitro

Através da observagao do perfil de liberagdo do lapachol e metronidazol in vitro
(Figuras 20 e 21) respectivamente, € possivel verificar que ndo houve diferencga
estatisticamente significativa no intervalo de 95% de confianga na difus&o do farmaco
a partir das formulagcdes que contém 6leo da borra do café, em relagdo a formulagao
sem Oleo.

Sabendo que a viscosidade de uma formulagdo € um dos principais fatores que
influenciam na penetragdo cutanea de farmacos (LIRA, 2003; WANG et al., 2001) e
que nao existem diferencas significativas na viscosidade destas formulagdes, o estudo
in vitro com membrana artificial isoladamente, ndo é capaz de diferenciar a liberagao
de ambos os farmacos, em virtude de modificagbes sucintas nas formulagdes. A
membrana, neste caso, age apenas como uma simples barreira utilizada para separar
0 meio doador do receptor.

Por este motivo trata-se de uma ferramenta utilizada apenas no controle de
qualidade de formas farmacéuticas de aplicagao topica.

Na Tabela 15 também se observa que apds a realizagdo da regressao linear da

concentragao liberada em fungcao do tempo, os valores dos coeficientes de correlagcéo
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apresentam-se mais proximos de 1, demonstrando que as formulagdes que contém
lapachol seguem o modelo cinético de ordem zero, ou seja, o fluxo independe da
concentragao do farmaco (SILVA et al., 2009; CARVALHO, 2012; SOUSA, 2013).

Figura 20 - Perfil de liberagéo in vitro das formulagbes de lapachol estudadas usando membrana

artificial (n=6)
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Figura 21 - Perfil de liberagao in vitro das formulagdes de metronidazol estudadas usando membrana
artificial (n=6)
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Tabela 15 - Valores médios de quantidade liberada, taxa de liberagéo e coeficiente de determinacao

para as diferentes formulagdes contendo lapachol usando membrana artificial.

Quantidade Taxa de Modelo Coeficiente de

Formulagao liberada apos liberagao cinético determinagao
6h (ug) (w/em?/h) (%)

F1—Sem dleo 71,99 +7,72 6,38 £ 0,48 Ordem zero 0,9948
F2-5%dleoda 7301+1543 8,63 + 0,89 Ordem zero 0,9852
borra do café
F3 — 10% odleo
da borra do cafe 107,12+ 10,33 9,33+0,76 Ordem zero 0,9802

5.8.3 Estudo de permeacao in vitro

Para a avaliacdo da permeacdo in vifro do farmaco, foi escolhida como
biomembrana a pele da regido dorsal de cobra Boa constrictor. A utilizacdo de pele
de cobra vem ganhando espago como alternativa a pele humana nos estudos de
promotores de penetragao cutanea. A muda de pele de cobra é constituida apenas de
estrato corneo, com caracteristicas proximas ao estrato corneo humano credenciando
a pele deste animal como modelo alternativo de estrato cérneo (BABY et al., 2008;
SOUSA, 2013).

Os resultados do estudo de permeacao do lapachol in vitro (Figura 22), foi possivel
demonstrar que houve diferenga estatisticamente significativa na difusdo do farmaco
a partir da formulagao que contém o 6leo da borra do café a 10% quando comparada
a formulagcado sem dleo e entre a formulagado que contém éleo da borra do café a 5%
e 10%. Enquanto que, ndo houve diferenga estatisticamente significativa na difuséo
do farmaco a partir da formulagédo sem éleo quando comparada a formulagao a 5%.

Na observagao do perfil de permeagado do metronidazol in vitro (Figura 23), é
possivel verificar que houve diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) na
difusdo deste farmaco a partir da formulacdo que contém o 6leo da borra do café a
10% quando comparada a formulagao sem 6leo e entre a formulagao que contém dleo
da borra do café a 5% e 10%. Porém, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre a formulagdo com 6leo da borra do café a 5% e a formulagédo sem

oleo.
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De acordo com os resultados obtidos no estudo de permeacao, foi perceptivel que
ndao sO6 a presenga, mas o aumento da concentracdo do o6leo na formulacéo,
promoveram o aumento da quantidade de farmaco no compartimento receptor.

Entretanto, as formulagdes que continham lapachol apresentaram maior
quantidade percentual permeada, fluxo e coeficiente de permeabilidade, quando
comparadas as formulagdes que continham metronidazol. Isso pode ser explicado
pelo fato do lapachol ser um farmaco altamente lipofilico, com log P 2,69, permeando
mais facilmente o estrato corneo. Enquanto que o metronidazol é altamente hidrofilico
com Log P -0,020.

Alguns estudos demonstram que o aumento da lipofilicidade promove um aumento
da permeacéo cutanea, sendo ideal a existéncia de um log P entre 2 e 3. Substancias
ativas com esses valores conseguem uma particdo em ambiente mais e menos apolar.
Farmacos com elevado Log P ndo tém a capacidade de deixar a barreira lipidica da
pele (estrato corneo); e farmacos com baixo Log P n&do possuem capacidade de
permeacao (BENSON; WATKINSON, 2012; SHARMA, et al., 2011).

Substancias ativas hidrofilicas ou com carga penetram com mais dificuldade o
estrato corneo, devido a natureza lipidica e ao baixo teor de agua deste. Por esta
razdo, o transporte de substancias ativas lipofilicas é facilitado, devido a sua
dissolucao nos lipidios intercelulares do estrato cérneo (MEHTA, 2004; STAHL et al.,
2011).

Uma ampla gama de ésteres associados aos seus acidos gordos, tém sido
utilizados como promotores de permeacgao transdérmica. Ao longo de varios estudos,
verificou-se que os acidos graxos insaturados sao mais eficazes na promogao da
absorgéo percutanea de farmacos, em relagdo aos seus homoélogos saturados. Entre
eles, tem-se 0 acido oleico que permite um aumento da difusdo dos permeantes da
pele, devido a desordem lipidica causada no estrato corneo (MARTINS; VEIGA, 2002;
LANE, 2013; RAFEIRO, 2013).

A adicdo de acido oleico a um sistema de co-solventes etanol:agua (50:50)
promoveu marcadamente a permeacgao de zalcitabina, didanosina e zidovudina
através da pele (MARTINS; VEIGA, 2002; SILVA, 2012).

O acido oleico também aumentou consideravelmente o coeficiente de permeacéao
da melatonina através da pele, quando comparado ao obtido com o propilenoglicol
usado somente como veiculo. Dessa forma, demonstrou-se que o acido oleico

utilizado é um veiculo adequado e um promotor de permeacao da melatonina mais
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eficaz do que o etanol, propilenoglicol, polietilinoglicol e suas misturas binarias
(MARTINS; VEIGA, 2002; SILVA, 2012).

A partir dos ensaios de caracterizacao fisico-quimica do 6leo da borra do café, foi
possivel verificar que este é constituido de acidos graxos saturados e insaturados,
entre eles, encontra-se o acido oleico (cerca de 13,09%). Desta forma, podemos
justificar o aumento da permeabilidade dos farmacos estudados quando esse 6leo é
incorporado na formulagao.

Podemos observar nas Tabelas 16 e 17 que as formulagcdes que contém o 6leo da
borra do café apresentaram maior quantidade permeada, fluxo e coeficiente de

permeabilidade do que a formulagao sem dleo.

Figura 22 - Perfil de permeacgéo cutanea in vitro das formulagbes de lapachol estudadas usando

biomembrana (n=6)
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Figura 23 - Perfil de permeacao cuténea in vitro das formulagdes de metronidazol estudadas usando

biomembrana (n=6)
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Tabela 16 - Valores médios de quantidade liberada, fluxo e coeficiente de permeabilidade para as

diferentes formulagdes contendo lapachol apds 24 horas usando biomembrana.

Quantidade Coeficiente de
Formulagao permeada apoés Fluxo (pg/cm?/h) permeabilidade
24h (p) (cm x 10%/h)
F1 - Sem oleo 24,84 + 0,69 0,54 £ 0,01 1,08 £ 0,03
F2 — 5% oleo da 38,93 £ 2,63 0,95+0,18 1,91+ 0,36
borra do café
F3 —10% oleo da 62,04 + 5,20 1,49+0,17 3,00 £ 0,34

borra do café

Tabela 17 - Valores médios de quantidade liberada, fluxo e coeficiente de permeabilidade para as
diferentes formulagdes contendo metronidazol apds 24 horas usando biomembrana.

Quantidade Coeficiente de
Formulagao permeada apos Fluxo (ng/cm?/h) permeabilidade
24h (p) (cm x 10*#/h)
F1 — Sem dleo 3,95+ 0,43 0,11 £ 0,06 0,157 £ 0,08
F2 — 5% oleo da 16,43 £ 2,97 0,27 £ 0,15 0,370+ 0,20
borra do café
F3 —10% 6leo da 21,08 £ 0,95 0,49 + 0,02 0,664 + 0,03

borra do café
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6 CONCLUSOES

As anadlises realizadas mostraram que o 6leo da borra do café apresentou-se
dentro das especificacbes para indice de acidez e iodo. Porém, um pouco abaixo
destas para o indice de saponificagdo. E, embora este dleo seja proveniente de um
material de descarte (residuo domeéstico, comercial e industrial), 0 mesmo apresenta
caracteristicas que o torna potencial adjuvante dermocosmeético e de direta aplicagao
na industria.

A partir do CG/MS obtivemos que os acidos graxos em maior porcentagem sao:
acido linoleico, seguido do palmitico, oleico, estearico e araquidico, podendo assim
justificar o aumento na permeabilidade e hidratacdo cuténea. Pela andlise das
fotografias, concluiu-se que o EHL critico do 6leo da borra do café € de 11,79.

Além disso, a formulagcédo 3 foi a que demonstrou maior estabilidade diante dos
parametros analisados, pois esta foi a que melhor manteve suas caracteristicas
iniciais durante todo o tempo do estudo e diferentes condigdes de analise,
evidenciando caracteristicas desejaveis para o0s cosméticos como a
pseudoplasticidade.

O Oleo da borra do café, nas concentragdes utilizadas, contribuiu
significativamente para o aumento na quantidade de lapachol e metronidazol
permeado. Sendo assim, o 6leo da borra do café apresentou-se como um bom
candidato a promotor de absorcao cutanea de farmacos.

Conforme os resultados obtidos, as formulagdes que continham 6leo de café e
améndoas doces proporcionaram um aumento significativo no conteudo aquoso do
estrato corneo, tanto apdés uma unica aplicagédo quanto em uso prolongado, quando
comparado com os valores basais. Sendo assim, o 6leo da borra do café pode ser
considerado um adjuvante lipofilico com fungéo hidratante, sinalizando mais um déleo
com aplicabilidade cosmeética para a cadeia produtiva de produtos naturais e

desenvolvimento sustentavel.
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7 PERSPECTIVAS

e Solicitar patente relacionada ao uso do 6leo da borra do café como promotor
de permeacéo de farmacos hidrofilicos e lipofilicos e sua acao hidratante;

e Realizar novos testes de permeagcao com o 6leo da borra do café utilizando
outros farmacos;

e Realizar estudos de permeacao substituindo o 6leo da borra do café pelo acido
oleico no mesmo percentual encontrado no referido 6leo, visando avaliar a agao
sinérgica dos demais acidos graxos encontrados no 0leo;

e Publicar um artigo cientifico.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PESQUISA: Oleo da borra do café (Coffea arabica L.) e améndoas doces: avaliagdo

dos seus efeitos hidratantes na pele humana.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Prof.? Dr.? Leila Bastos Leal

Contato: Av. Professor Arthur de Sa, s/n, Cidade Universitaria, Recife — PE, CEP:
50740-520 Tel. (81) 3302-6593.

Contato com o Comité de Etica: Av. Prof. Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria,
Recife — PE, CEP: 50670-901 Tel. (81) 2126-8588.

Este termo de consentimento pode conter palavras que vocé nao entenda. Pega
ao pesquisador que expligue as palavras ou informagcdées ndo compreendidas

completamente.

INTRODUGAO

Vocé esta sendo convidada a participar da pesquisa: Oleo da borra do café
(Coffea arabica L.) e améndoas doces: avaliagao dos seus efeitos hidratantes na
pele humana. Se decidir participar, € importante que leia estas informagdes sobre o
estudo e seu papel nesta pesquisa. A qualqguer momento vocé pode desistir de
participar e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo em sua
relagdo com o pesquisador ou com esta instituicdo. Em caso de vocé decidir retirar-
se do estudo, devera notificar o pesquisador que esteja |he atendendo. E preciso
entender a natureza e os riscos da participagdo e dar seu consentimento livre e

esclarecido.

OBJETIVO
Avaliar os efeitos da aplicacdao de formulagdes cosméticas contendo 6leo da

borra do café e améndoas doces na pele de voluntarios.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO
As formulagdes serao aplicadas na pele do seu antebracgo. Apds a aplicagao,

vocé recebera um questionario de avaliagao sensorial onde vocé devera atribuir notas
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de 1 a 5 para cada formulacao, considerando os parametros: toque, espalhabilidade
e sensacao na pele. Em seguida, serdo feitas medidas de hidratagcdo cutanea,
utilizando equipamento que avalia a pele de maneira nao invasiva, ou seja, sem
causar corte ou dor, pois possuem sondas especiais, que sao somente encostadas
na pele durante a leitura.

Importante: Vocé nao podera usar nos antebragos nenhum produto cosmético

4 horas antes dos experimentos.

Posteriormente, as formulacbes |hes serdo fornecidas sem nenhum custo e
deveréo ser aplicadas por vocé em sua casa, 2 (duas) vezes ao dia, por 20 dias, sendo
que vocé devera retornar ao Centro de Pesquisa e Desenvolvimento (CP&D) do
Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético (NUDFAC), localizado no
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE) apo6s 20 dias do inicio do estudo, para nova avaliacdo da pele com o

equipamento acima mencionado.
RISCOS E DESCONFORTOS

O principal efeito esperado com o uso destas formulagdes € o aumento da
hidratacdo cutdnea. Porém, as formulagcbes poderdo eventualmente causar
vermelhiddo e/ou coceira, o que pode ocorrer com o0 uso de qualquer formulagao
cosmeética, mas para a sua seguranga havera acompanhamento da pesquisa pela
pesquisadora responsavel pela mesma, sendo que, caso vocé venha a apresentar o
menor sinal de alguma reacdo indesejavel, vocé sera imediatamente excluida da
pesquisa e serao tomadas as providéncias necessarias para a recuperagao do estado
normal da sua pele e para que nao fiqguem sequelas, os pesquisadores serao

obrigados a arcar com as despesas necessarias para isto.
BENEFICIOS

Levando em consideragao que o objeto deste trabalho trata da investigagcédo da
acgao hidratante de 6leos vegetais, vislumbrando sua aplicabilidade na area cosmética,
estamos tratando do aproveitamento de recursos naturais com desenvolvimento
sustentavel e consequentemente desenvolvimento regional e contribuicdo social.

Vocé esta sendo convidado a participar voluntariamente deste estudo, que visa avaliar
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a funcdo hidratante de formulagdes cosmeéticas contendo oleo da borra do café

(Coffea arabica L.) e améndoas doces.

A pesquisadora Leila Bastos Leal, responsavel por este estudo, esta a sua

disposicéo para tirar todas as suas duvidas antes e durante o estudo.

Em qualquer momento vocé podera desistir dessa participagdo, sem que haja

para tanto qualquer condi¢cado além de sua propria vontade.

Para que possamos fazer a pesquisa, precisamos de sua autorizagdo. Se

concordar em nos ajudar, assine este documento.

Os questionarios utilizados no estudo serdo armazenados em uma pasta no
Centro de Pesquisa e Desenvolvimento do NUDFAC/UFPE, sob a responsabilidade

do pesquisador principal.

Depois de ter recebido a explicacdo e tirado minhas duvidas, concordo em
participar da pesquisa OLEO DA BORRA DO CAFE (Coffea arabica L.) E
AMENDOAS DOCES: AVALIAGAO DOS SEUS EFEITOS HIDRATANTES NA PELE
HUMANA. Estou ciente de que posso retirar meu consentimento a qualquer momento

e deixar de participar do estudo sem que isto me traga alguma penalidade ou prejuizo.

Impressao digital Nome:

Assinatura do voluntario

Testemunha Testemunha

Prof.2 Dr.2 Leila Bastos Leal

Pesquisadora Responsavel

Recife, de de 2015.
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APENDICE B - RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTONS (RMN "H)
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