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RESUMO

Préticas de higiene tém influéncia sobre a microbiota vulvovaginal. Esse
ecossistema é responsavel pela prevencdo de doencas. Alguns produtos para
higienizacdo da regido intima feminina possuem em sua composi¢cao substancias
nocivas a saude. Sendo assim, composicdes a base de materiais naturais vém
sendo utilizadas em produtos cosméticos e de higiene. Componentes, como as
manteigas e 0s 6leos essenciais, sdo lipofilicos ou hidrofébicos. Desta forma, a
nanotecnologia apresenta-se como uma alternativa para a incorporacdo de
substancias lipofilicas em meio aquoso. Sendo assim, o0 objetivo principal deste
trabalho € desenvolver um insumo cosmético de base nanotecnoldgica contendo
substancias de origem vegetal cujas propriedades auxiliem na manutencdo do
equilibrio da microbiota vulvovaginal e que seja passivel de ser utilizada em
produtos para a higiene intima, tais como sabonete, absorvente e lenco umedecido.
Para a obtencéo das dispersfes aquosas de carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN) foi utilizado o método de homogeneizacdo a alta pressdo. Os ensaios de
caracterizacdo e de estabilidade realizados por determinacdo do valor de pH,
espalhamento de luz dindmico, difratometria de laser e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) indicaram que a dispersdao aquosa de CLN, denominada
Pheetocare, permaneceu estavel durante o periodo de analise. Para a producéo do
sabonete, 0,5 % (p/p) de hidroxietilcelulose (espessante) e diferentes concentracdes
de lauril éter sulfosuccinato de sodio (tensoativo) foram incorporados a dispersao de
CLN Pheetocare. De acordo com a andlise de estabilidade, ficou estabelecido que 5
% (p/p) de tensoativo é a concentracdo adequada para integrar a formulacdo do
sabonete. A dispersdo aquosa de CLN Pheetocare e o sabonete foram submetidos a
ensaios in vitro para verificar a interagdo com a mucosa vaginal e seu potencial
irritante. As analises de lavabilidade, permeacdo e penetracdo indicaram que a
dispersdo aquosa de CLN Pheetocare pode ser considerada segura para a
aplicacdo em produtos de higiene intima feminina. Nos ensaios de irritabilidade em
modelo de HET-CAM, a dispersédo aquosa de CLN Pheetocare foi classificada como
nao irritante. O mesmo nao aconteceu com o sabonete, o qual foi considerado
extremamente irritante devido ao tensoativo e ao espessante que foram

incorporados. A produgcdo da cobertura dos absorventes foi realizada pela



impregnacao da dispersdo aquosa de CLN Pheetocare em tecido naotecido (TNT).
Antes da impregnacdo, o TNT foi caracterizado. O espectro gerado pela anélise por
FTIR/ATR indica que o material € composto de polipropileno. As fotomicrografias
obtidas por MEV revelam que o TNT é fabricado pelo processo de fiacdo continua
(spunbond) e consolidacéo térmica por pontos (pointbonding). As amostras de TNT
impregnadas com a dispersao aquosa de CLN Pheetocare foram avaliadas quanto a
massa adquirida, fotomicrografias por MEV e medicdo da taxa de capilaridade. Os
resultados indicaram que o método mais eficaz € a impregnacao por aspersao sem a
necessidade de tratar as amostras previamente. Para a producdo dos lencos
umedecidos, recomenda-se 0 mesmo procedimento de impregnagdo, porém

utilizando a formulacéo do sabonete.

Palavras-chaves: Carreadores lipidicos nanoestruturados. Tecido ndaotecido.

Impregnacéo. Higiene intima feminina.



ABSTRACT

Hygiene practices have influence on vulvovaginal microbiota. This ecosystem
is responsible for disease prevention. Some products for cleansing the female
intimate area have in their composition substances harmful to health. Thus, natural
materials-based compositions have been used in cosmetics and hygiene products.
Components such as butters and essential oils are lipophilic or hydrophobic.
Therefore, nanotechnology is considered an alternative for the incorporation of
lipophilic substances in agueous media. Thus, the main objective of this work is to
develop a cosmetic supply of nanotech base containing substances of vegetable
origin whose properties assist in maintaining balance of vulvovaginal microbiota and
that is likely to be used in products for personal hygiene, such as wash, sanitary
napkin and wet wipes. To obtain the aqueous dispersions of nanostructured lipid
carriers (NLC) was used the high pressure homogenization method. Both
characterization and stability tests carried out by determination of pH, dynamic light
scattering, laser diffraction and high-performance liquid chromatography (HPLC)
indicated that the aqueous dispersion of NLC, named Pheetocare, remained stable
during the study period. For the production of soap, 0.5% (w/w) hydroxyethyl
cellulose (thickening agent) and different concentrations of disodium laureth
sulfosuccinate (surfactant) were added to the aqueous dispersion of NLC
Pheetocare. According to the stability analysis, 5% (w/w) surfactant concentration is
suitable to integrate the intimate wash formulation. The aqueous dispersion of NLC
Pheetocare and the intimate wash were subjected to in vitro testing to verify their
interaction with the vaginal mucosa and irritation potential. Washability, permeation
and penetration tests indicated that the aqueous dispersion of NLC Pheetocare can
be considered as safe for use in feminine hygiene products. In HET-CAM test, the
agueous dispersion CLN Pheetocare was classified as non-irritating. The same result
was not obtained with the intimate wash, which was considered extremely irritant due
to the surfactant and the thickener that were incorporated. The sanitary napkin top
sheet production was performed by impregnating the aqueous dispersion of NCL
Pheetocare in nonwoven fabric. Before impregnation, the nonwoven fabric was
characterized. The spectrum obtained by FTIR/ATR analysis indicates that the

material consists of polypropylene. The SEM photomicrographs show that the



nonwoven is manufactured by spunbond and pointbonding. The nonwoven samples
impregnated with agueous dispersion of CLN Pheetocare were evaluated for the
acquired mass by SEM photomicrographs and by capillary flow measurement.
Obtained results indicated that the most effective method is the impregnation by
spraying without samples pretreatment. For wet wipes production, it is recommended

the same impregnation procedure, but using the intimate wash formulation.

Keywords: Nanostructured lipid carriers. Nonwoven. Impregnation. Intimate feminine

hygiene.
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bar
BHT
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Cvwv
doa
dos
dos
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DLS
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EDS

FTIR

kV
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MEV
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Associacao Brasileira de Normas Técnicas

Alfa-hidroxiacidos

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

unidade de presséo que equivale a 100000 pascal

Hidroxitolueno butilado

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Carreadores lipidicos nanoestruturados

Candidiase vulvovaginal

Diametro de particulas correspondentes a 10% da distribuicdo acumulada
Diametro de particulas correspondentes a 50% da distribuicdo acumulada
Diametro de particulas correspondentes a 90% da distribuicdo acumulada
Diametro médio baseado no volume

Espalhamento Dinamico de Luz (do inglés, Dinamic Light Scattering)
Desreguladores enddcrinos (do inglés, Endocrine Disrupting Chemicals)

Espectroscopia de Energia Dispersiva (do inglés, Energy Dispersive

Spectroscopy)

Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (do inglés,
Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

Quilovolt; equivale a 1.000 Volts (V)
Microscopio Eletrénico de Transmissao
Microscopio Eletronico de Varredura

Microscopio de Forca AtGmica



mM Milimol; equivale a milésima parte de um mol

NBR Norma brasileira

NLC Nanocarreador lipidico de manteiga de cacau (sem acido citrico)
NLCc Nanocarreador lipidico de manteiga de cacau (com acido citrico)
NLG Nanocarreador lipidico de manteiga de cupuacu (sem acido citrico)

NLGc Nanocarreador lipidico de manteiga de cupuacu (com acido citrico)

NLS Nanoparticulas lipidicas solidas

%) Diametro

PCS Espectroscopia de Correlacao de Fétons

PDI indice de Polidisperséo (do inglés, Polydispersity Index)

pH Potencial hidrogenidnico

p/p Relac&o de concentracdo: massa (g) de soluto em 100 g de solucéo

psi Libra forca por polegada quadrada (do inglés, pound force per square

inch); equivale a 6894,801 pascal

p/v Relac&o de concentracdo: massa (g) de soluto em 100 mL de solugéo
Pz Potencial zeta

SUS Sistema Unico de saude

TNT Tecido naotecido®

uv Radiacgé&o ultravioleta

viv Relac&o de concentracdo: volume (mL) de soluto em 100 mL de solugéo
W Watt

! O termo tecido naotecido esta grafado conforme descrito na NBR-13370:2002 (ABNT,
2002, p. 4).
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1 INTRODUCAO

A porcdo externa dos 6rgdos genitais femininos é denominada vulvaZ.
Localizada no triangulo perineal, a vulva delimita-se anteriormente pelo monte
pubiano, posteriormente pelo perineo, lateralmente pelas pregas inguinais e
medialmente pelo anel himenal. Esta € uma complexa e especifica &rea topografica
da pele e é composta por varias estruturas anatdbmicas (GUERRA; CARRILLO;
RODRIGUEZ, 2006; HAEFNER, 2008; BARCHINO-ORTIZL; SUAREZ-
FERNANDEZ; LAZARO-OCHAITA, 2012).

A vulva é a interface de conexdo do ambiente exterior ao canal vaginal o
qual esta conectado ao endocérvice, ao utero e as trompas de Falopio. Este canal
possibilita a migracdo do feto maduro e o fluxo menstrual para o exterior, e 0
movimento dos espermatozoides para o interior. Esta exposicdo do trato genital
feminino para o ambiente externo faz com que esta area seja suscetivel a uma
ampla gama de doencas que podem, inclusive, comprometer as funcdes
reprodutoras (WITKIN et al., 2007).

Um dos mecanismos de defesa mais importantes para a prevencédo de
infeccdes nesta area é a composicdo da microbiota vulvovaginal (WITKIN et al.,
2007). A microbiota vulvar € menos estudada que a vaginal, porém sabe-se que as
espécimes predominantes na vagina também estdo presentes na vulva,
principalmente nos labios menores. Por sua vez, 0s micro-organismos nos labios

maiores assemelham-se aos encontrados na pele da virilha (BELLA et al., 2009).

Varios fatores podem promover o aumento da instabilidade do ecossistema

vulvovaginal como niveis hormonais, pH?, quantidade de glicogénio das células

% No latim medieval, volva (ou vulva) referia-se ao Utero e aos 6rgdos genitais femininos.
Este termo, provavelmente, é derivado de volvere, do latim antigo que quer dizer cobrir, envolver, e
também, revirar a mente (ETYMONLINE, 2015).

® Em organismos saudaveis, os lactobacilos produzem acido latico suficiente para manter o
pH vaginal ligeiramente &cido, geralmente entre 3,4 e 4,5 (STEWART-TULL, 1964; BORIS; BARBES,
2000; BOSKEY et al., 2001; RUNEMAN, 2008). As alteracdes de pH podem ocorrer de acordo com a
idade, as fases do ciclo menstrual, infec¢des e, até mesmo, a excitacdo sexual. O fluxo menstrual, as
secrecgBes cervical e uterina e 0 sémen podem atuar como agentes alcalinizantes e aumentar o pH
vaginal. Essas variagdes no pH, tanto em relagdo a elevagdo quanto a diminui¢cdo, sdo um dos
fatores que favorecem a infec¢do e a colonizagéo vaginais (DESPHANDE; RHODES; DANISH, 1992,
RICHARDSON; ILLUM, 1992; WITKIN et al., 2007).
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epiteliais, defeitos imunoldgicos, idade, atividade sexual, bem como tipo de roupa
intima e praticas de higiene (BORIS; BARBES, 2000; VALENTA, 2005; WITKIN et
al., 2007; RAMPERSAUD et al., 2012; CARAMELLA et al., 2015). Ainda ndo ha
ampla investigacdo sobre a influéncia da higiene pessoal, especialmente a intima.
Mas, de acordo com as pesquisas realizadas por Cruz (2009) e Pontes e
colaboradores (2014), a higienizacdo da area genital € uma grande preocupac¢ao
entre as mulheres, pois esta pratica pode prevenir o surgimento de corrimento,

odores desagradaveis e infeccoes.

Diversos produtos sdo utilizados para a higienizacdo da regido intima
feminina e, por conseguinte, entram em contato com a mucosa genital. De maneira
geral, esses produtos trazem beneficios reais ou percebidos para as mulheres que
os utilizam. Entretanto, alguns desses produtos tém em sua composicao
substancias, tais como parabenos, dioxinas e furanos, cujos efeitos no organismo
ainda sdo questionados e estudados pelos pesquisadores da éarea (FARAGE;
LENNON, 2006; SCRANTON, 2013).

Sendo assim, composicdes a base de materiais naturais vém sendo
utilizadas em produtos cosméticos e de higiene. Pode-se dizer que esta pratica € um
retorno ao principio da medicina, uma vez que antigas civilizacdes — como a chinesa
e a indiana — faziam (e ainda fazem) uso de plantas medicinais para aliviar e tratar

as enfermidades.

Conforme as caracteristicas fisico-quimicas das substancias provenientes de
plantas, a aplicacdo em produtos para higiene intima, tais como protetores diarios,
sabonetes e lencos umedecidos, somente € viavel a partir da elaboracdo de uma
dispersdo aquosa. Certos componentes, a exemplo das manteigas e dos Oleos
essenciais, ttm como caracteristica a lipofilicidade ou hidrofobicidade. Desta forma,
a nanotecnologia apresenta-se como uma alternativa para a incorporagcdo de
substéancias lipofilicas em meio agquoso. As nanoparticulas permitem encapsular ou
compartimentalizar substancias lipofilicas em sua estrutura, produzindo dispersdes

cuja fase externa é aquosa, 0 que torna estes sistemas bastante (teis para a

veiculacdo em agua de substancias hidrofobicas.

A nanociéncia tem influenciado diversas areas tecnologicas, incluindo a de

biotecnologia, de energia, de materiais, de eletrbnicos, dentre outras (SEAL; KARN,
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2014). A nanotecnologia ndo € mais uma tecnologia emergente: na literatura, mais

de 260 mil artigos cientificos acerca do tema foram publicados nos dltimos 10 anos”.

No que tange a pesquisa de carreadores lipidicos nanoestruturados,
especificamente, houve um salto do numero de publicacfes nos ultimos 20 anos. No
inicio dos anos 1990 havia trés grupos europeus, enquanto que hoje mais de 20
grupos de pesquisa estdo trabalhando com o tema. Esses dados demonstram o
crescente interesse do estudo sobre os carreadores lipidicos nanoestruturados. Na
tltima década, essas nanoestruturas tém sido intensivamente estudadas para
aplicacdo cutanea e na mucosa, tanto em produtos farmacéuticos como em
cosméticos (PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009). Assim, o presente trabalho
pode contribuir para os avancos acerca da producdo e utilizacdo dos carreadores

lipidicos nanoestruturados.

Além disso, cabe ressaltar que na formulacdo de carreadores lipidicos
nanoestruturados ndo é necessario empregar solventes organicos. Ndo obstante,
para a obtencdo dessas nanoestruturas ja existem métodos, como a

homogeneizacéo a alta presséo, que permitem a producédo em larga escala.

Posto esse cenario, pergunta-se: € possivel obter uma formulacdo baseada
em nanotecnologia cujos principais componentes ativos utilizados sejam de origem
natural e que seja capaz de neutralizar possiveis odores, combater a proliferacédo de

fungos e bactérias, e hidratar a pele da regido intima feminina?

A presente Tese de Doutorado trabalha com a hipotese de que substancias
de origem natural possuem propriedades benéficas a salde humana e ja séo
amplamente utilizadas em produtos cosméticos. Acredita-se que com o0 uso de
recursos baseados em nanotecnologia seja viavel desenvolver uma formulacao

passivel de ser utilizada em diferentes produtos para a higiene intima feminina.

* O dado apresentado foi obtido a partir da busca por "Journals" publicados desde 2007 na plataforma
online ScienceDirect. Foi utilizada a palavra-chave "nano*' nos campos "Abstract, Title and
Keywords". A busca foi efetuada em 08/03/2017.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver um insumo cosmético de base nanotecnoldgica contendo
substancias de origem vegetal cujas propriedades auxiliem na manutencdo do
equilibrio da microbiota vulvovaginal e que seja passivel de ser utilizada em

produtos para a higiene intima, tais como absorvente, sabonete e len¢co umedecido.

1.1.2 Objetivos Especificos

a. Desenvolver uma dispersdao aquosa de carreadores lipidicos
nanoestruturados contendo 6leo essencial de melaleuca, alfa-bisabolol,
acido citrico, resveratrol e 6leo de semente de uva como componentes

ativos;

b. Caracterizar a formulacéo obtida quanto ao valor do pH, distribuicdo e
didametro de particula, potencial zeta e teor de resveratrol;

c. Verificar a estabilidade fisico-quimica da dispersdo aquosa de

carreadores lipidicos nanoestruturados proposta;

d. Avaliar a seguranca da formulacao por meio de ensaios de lavabilidade,

permeacéo, penetracdo e HET-CAM,;

e. Desenvolver um sabonete para uso intimo feminino com base na

formulacéo obtida;

f. Realizar analise de similares em protetores diarios disponiveis no

mercado para estabelecer parametros de avaliacdo do tecido néotecido.

g. Caracterizar o tecido naotecido quanto ao processo de fabricagcédo, a

composicdo quimica e a capilaridade;
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h. Testar diferentes métodos de impregnacdo da dispersdo aquosa de

carreadores lipidicos nanoestruturados em tecido néotecido;

i. Propor diretrizes para fabricacdo de lencos umedecidos para uso intimo

feminino contendo a dispersdo aquosa de nanoparticulas lipidicas.

Cabe ressaltar que todas as avaliag6es necessérias para o desenvolvimento

desta pesquisa foram realizadas in vitro, dispensando a utilizagéo de seres vivos.

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Farmacotécnica 405 e no
Laboratorio de Design e Selecdo de Materiais (LdSM), ambos da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
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2 REFERENCIAL TEORICO

Este capitulo aborda os principais temas envolvidos nesta pesquisa,
iniciando por uma breve revisdo sobre os produtos para a higiene intima feminina
(tem 2.1), tais como os absorventes higiénicos, protetores diarios, lencos
umedecidos e sabonetes. No item 2.2, discorre-se acerca das principais substancias
utilizadas para a higiene intima feminina. Ambas as sec¢des incluem uma revisao de
patentes depositadas sobre o assunto e tém como intuito identificar as principais
propriedades almejadas pelos pesquisadores da area. Adiante, no item 2.3, sdo
revisados os métodos de obtencdo de nanoparticulas lipidicas como sistemas de
liberacdo de substancias. Cabe ressaltar, que os trés itens supracitados também
trazem informacfes sobre substancias de origem vegetal passiveis de serem
aplicadas na formulacdo proposta no presente trabalho. O item 2.5 tem como
objetivo a elucidacdo acerca dos métodos utilizados para o controle de qualidade de
cosmeéticos e sistemas nanoestruturados, como a avaliacéo fisico-quimica, interacédo
com a mucosa vaginal e potencial de irritacdo da substéncia associada a
formulacdo. Por fim, sdo revisados os métodos de impregnacao de nanoparticulas

em téxteis.

2.1 PRODUTOS PARA HIGIENE INTIMA FEMININA

As atividades de higiene pessoal podem ser definidas como o cuidado do
corpo no que tange a eliminacao de residuos. No caso das mulheres, essas praticas
incluem o banho e secagem de todo o corpo, a higienizacdo apos a miccao/defecgéo

e da &rea geniturinaria durante a menstruagdo (CZERWINSKI, 1991).

O estudo realizado por Czerwinski (1991) com mulheres americanas, aponta
gue a maior parte delas faz uso de produtos especificos para a higienizacao genital,
bem como absorventes higiénicos, protetores diarios e lencos umedecidos. Além
dos produtos descritos, ainda pode-se citar o sabonete intimo. De acordo com
Farage; Lennon; Ajayi (2011), todos esses produtos podem ser benéficos para a

saude das mulheres que os usam.
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2.1.1 Absorventes higiénicos e protetores diarios

Absorventes higiénicos vém sendo utilizados ha milhares de anos, na forma
de material macio que, aplicado contra a vulva, absorve as secrecdes e 0 sangue.
Hipocrates, que viveu entre 460 e 370 a.C., citava em seus manuscritos, uma
protecdo para ser usada intravaginalmente. Durante séculos, os métodos de
protecdo menstrual ndo evoluiram: as mulheres utilizavam faixas de tecido que,

apos o uso, eram lavadas e reutilizadas (INMETRO, 1998).

Em 1886, o primeiro absorvente descartavel foi criado por Johnson &
Johnson, mas ndo obteve sucesso. Em 1921, a Kimberly-Clark introduziu no
mercado a Kotex® e a Johnson & Johnson, o Modess®. Esses absorventes
descartaveis eram mantidos no lugar por pinos ou cintos especiais usados ao redor
da cintura. A primeira grande melhoria nos absorventes descartaveis veio cerca de
50 anos apés o inicio de sua comercializacdo, quando o suporte adesivo foi
introduzido (COTTENDEN, 1988; HELLSTROM et al., 1994; BACKER; NORTON,
1996; INMETRO, 1998; MCCLISH et al., 1999; WANG, 2001; GUPTA; SMITH, 2002;
SANCHES, 2004; AMARAL et al., 2011; FARAGE; LENNON; AJAYI, 2011).

Com o avanco tecnoldgico, as industrias passaram a incorporar polimeros
superabsorventes, como a poliacrilamida e o poliacrilato de sédio, a fim de reduzir o
volume dos produtos. Esses polimeros sdo capazes de eliminar o excesso de
umidade, absorvendo o liquido e transformando-o em gel nas camadas interiores do
absorvente higiénico. O passo seguinte foi o desenvolvimento de produtos mais
confortaveis e seguros. Nos anos 1990, foram lancados produtos com abas laterais
e formato anatomico (SANCHES, 2004; AMARAL et al., 2011).

Progressivamente, as atividades da mulher moderna levaram-na a utilizagéo
dos absorventes higiénicos para o periodo intermenstrual também. Estima-se que
50% das mulheres na América do Norte e Europa Ocidental fazem uso de protetores
diarios por serem confortaveis, discretos e descartaveis. Diversos estudos apontam
como principais razdes para o uso desses produtos a absorcéo de fluidos corporais:
menstruacdo (no inicio ou no fim do periodo, ou, ainda, como seguranca extra ao
utilizar absorvente interno), secrecdo vaginal (corrimento fisioldgico, excessivo ou
apos relacdoes sexuais) e urina (THORNBURN, 1997; FARAGE et al., 2007;
GIRALDO et al., 2011; PONTES et al., 2014).
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Existem, no mercado, inimeras opc¢des de absorventes higiénicos e
protetores diarios. O que difere um do outro € a presenca ou ndo de materiais e
recursos que conferem a estes produtos os requisitos de qualidade e conforto
(SANCHES, 2004). Basicamente, tanto os absorventes higiénicos quanto o0s
protetores diarios sdo compostos por uma capa de tela polimérica que permite a
passagem de fluidos orgénicos, um nucleo absorvente e uma capa de polimero
adesivo que também serve como apoio estrutural (Figura 1). Geralmente, a tela
polimérica € produzida por tecido naotecido de polipropileno; o nucleo absorvente é
constituido por polpa de celulose e/ou poliacrilato de sédio; e a capa de polimero
adesivo € composta por resina hidrocarbdnica hidrogenada (SANCHES, 2004,
AMORIM, 2013).

Figura 1 — Estrutura basica de absorventes higiénicos e protetores diarios.

TELA POLIMERICA

-
oY
o

Traduzido de Pohlmann (2016).

De acordo com a portaria n° 1480 (BRASIL, 1991), as matérias-primas
presentes nesses produtos devem ser de natureza atdoxica e, para confirmacao,
devem ser submetidos a ensaios de toxicidade. Realizar essa verificacdo antes de
disponibilizar os produtos no mercado é de extrema importancia, visto que muitas
mulheres ndo utilizam produtos de absorcdo somente no periodo menstrual, mas

também durante todos os outros dias do més.

Mesmo que um grande numero de mulheres sinta necessidade do uso de
protetores diarios no periodo intermenstrual, ainda existe um consenso de que estes
produtos podem interferir no ecossistema vulvovaginal. Muitos médicos alegam que
a capa de polimero adesivo impede a areacdo adequada, eleva a temperatura,
altera o pH, levando a maior ocorréncia de vulvovaginites e outras infeccfes
(FARAGE et al., 2007; AMARAL et al., 2011; GIRALDO et al., 2011; PONTES et al.,
2014).
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O estudo realizado por Patel e colaboradores (2004), analisou fatores de
risco para recorréncia de candidiase vulvovaginal (CVV). De acordo com os autores,
fatores comportamentais, como o uso de protetores diarios, foram associados
positivamente com episédios de CVV. Entretanto, novas pesquisas tém sido
realizadas e revelam que o uso continuo de protetores diarios ndo propicia o
aumento de recorréncias de CVV, vaginose bacteriana, irritagdo vulvovaginal ou
inflamacé&o vulvovaginal (FARAGE et al., 2007; AMARAL et al., 2011; GIRALDO et
al., 2011; PONTES et al., 2014). Inclusive, nos resultados apontados por Amaral e
colaboradores (2011), a maioria das mulheres afirmou que se sentiram mais

confiantes, seguras e limpas.

Runeman e colaboradores (2003) relacionaram o microclima (temperatura,
umidade e pH) da regido genital de mulheres que utilizaram protetores diarios com
capa polimérica convencional e com capa polimérica respiravel. Os resultados
indicaram que o polimero convencional altera o microclima da regido genital
feminina, mas o polimero respiravel consegue manter o microclima em um nivel
inalterado. Nesse trabalho, os autores, também, citam que a partir de materiais
desenvolvidos para roupas esportivas, foi possivel inovar no setor dos produtos
higiénicos com a incorporacdo desses polimeros respirdveis em absorventes
higiénicos, protetores diarios e fraldas descartaveis (RUNEMAN et al., 2003). Assim
como este, existe uma série de inovacgdes feitas ao longo do tempo cujo intuito € a

melhoria dos produtos absorventes para higiene pessoal.

A Tabela 1 apresenta o levantamento de patentes que versam sobre o
aprimoramento de absorventes higiénicos. Foram encontradas 29 patentes
registradas ao longo de 54 anos. Conforme pode ser observado, 17 propéem a
utilizacdo de substancias para neutralizar odores, 9 indicam ac¢édo bactericida e 3,
fungicida. Entretanto, esses aspectos estao intimamente ligados, pois 0 mau cheiro
da regido intima feminina ocorre devido a um desequilibrio na microflora vaginal
(CRUZ, 2009; PONTES et al., 2014). Quanto a absorc¢éo de fluidos, 5 patentes estao
relacionadas com a melhoria deste quesito, sendo que 4 incorporam substancias
hidrofilas, tais como particulas gelificantes. De todas as patentes citadas, 7 utilizam
extratos naturais como agente ativo para alcancar os objetivos a que se propdem.
Ainda, vale ressaltar que 7 utilizam substancias microencapsuladas e nenhuma

utiliza nanotecnologia como técnica principal de incorporagdo de materiais.
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Tabela 1 — Inovacdes nos absorventes higiénicos.

Depositante, ano

Propriedades

Inovagéo

Composigéo

THOMSON, 1960

CHARLE et al., 1972

MONEY, 1973

YAMAUCHI, 1974

PERSONAL PROD CO, 1980

KIMBERLY-CLARK
CORPORATION, 1985

UNITIKA LTD, 1993A

UNITIKA LTD, 1993B

P&G, 1997A

P&G, 1997B

GRAY; MINOGUCHI; P&G,
2000

PROCTER & GAMBLE CO,
2000A

PROCTER & GAMBLE CO,
2000B

PROCTER & GAMBLE CO,
2000C

PROCTER & GAMBLE CO,
2000D

KIMBERLY-CLARK
WORLDWIDE INC, 2000A

Desodorante.

Bactericida;
fungicida.

Bactericida;
fungicida.
Desodorante.

Desodorante.

Desodorante.

Desodorante.

Perfume.

Desodorante.

Perfume.

Cuidados com a
pele.

Desodorante.

Desodorante.

Desodorante.

Desodorante.

Absorcao.

Aplicacédo de cépsulas contendo 6leos essenciais entre as camadas internas
do absorvente.

Impregnagao de microcapsulas soltveis com os fluidos corporais no nicleo do
absorvente.

Aplicacdo de substancia em folha perfurada utilizada para recobrir o nicleo do
absorvente.

Desenvolvimento de um absorvente higiénico com pelo menos uma camada
de fibras na qual é aplicado um p6 desodorante na forma de sal de acido.

Aplicagdo de microcapsulas na superficie adesiva do absorvente higiénico.

Incorporacao de camada neutralizadora de odores no interior do absorvente
higiénico.

Incorporagdo de desodorante em roupa por po fino de celulose ou
microcapsulas de resina sintética.

Incorporacgao de aroma em roupa por pé fino de celulose ou microcapsulas de
resina sintética.

Aplicacdo de microcapsulas na superficie adesiva do absorvente higiénico.

Aplicacéo de microcapsulas na superficie adesiva do absorvente higiénico.

Artigo absorvente com composi¢éo para cuidados com a pele.

Artigo absorvente com, pelo menos, um agente oxidante com redugéo de
potencial especifico juntamente com agente hemolitico.

Artigo absorvente com, pelo menos, um agente oxidante com, pelo menos, um
agente quelante.

Artigo absorvente com peroxiacido.

Artigo absorvente com agente(s) oxidante soluvel em agua e emulsificante.

Preparacé@o de composto com material superabsorvente com material de
revestimento por introducéo das particulas em fluxo de gas.

Néo fornecida.

Salicilanilida; hexaclorofeno.

Hexaclorofeno

O desodorante é uma resina porosa produzida a partir de uma
amina aromatica, com ou sem um fenol.

Né&o fornecida.
Sugestdes: carvao ativado; bicarbonato de sédio.

Sugestodes: 6leo canforado; 6leo de eucalipto; complexo metélico
ou ferro, cobalto, manganés.

Sugestbes: dleo de limao; rosa, etc.

Sugestao: material zedlito com razéo silicato/aluminato
intermediaria.

Nao fornecida.
Vaselina sélida e alcool berrénico

Acido épsilon-ftalimido peroxi hexanéico e &cido etilenodiamino
tetra-acético.

Acido épsilon-ftalimido peroxi hexandico e acido etilenodiamino
tetra-acético.

Acido épsilon-ftalimido peroxi hexanoico

Sugestodes: perisulfato de potassio ou perdxido de ureia.

Polpa de bétula; silica granulada; acido acrilico.
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Tabela 1 — Cont.

KIMBERLY-CLARK
WORLDWIDE INC, 2000B

PROCTER & GAMBLE CO,
2001

PROCTER & GAMBLE CO et
al., 2001A

PROCTER & GAMBLE CO,
2002

PROCTER & GAMBLE CO et
al, 2001B

Yl CHIA BAO BIOCHEMICAL
TECHNOLOGY CO, 2004

ABIGO MEDICAL AB et al.,
2009

P&G, 2012

T T AR LA A R A A,
2013

3SM KOREA CO LTD, 2014

MICROCAPSULES
TECHNOLOGIES, 2014

P&G, 2014

SCA HYGIENE PROD AB,
2014

Absorcao.

Bactericida.

Desodorante.

Desodorante;
absorcao.

Desodorante;
absorcéo.

Bacter.; desod.;
analgésico;
antipruritico;
calmante.

Fungicida.

Refrescante.

Bactericida;
desodorante.

Bactericida.

Bactericida; anti-
inflamatorio.

Bactericida;
desodorante;
tratamento de
eritema.

Bacter.; desod.;
absorg.; reduz
irritacéo; hidrat.

Material superabsorvente contendo compdsito com particulas gelificantes
rigidas.

Utilizag8o de &cido latico para a produg&o de micro-organismos.

Utilizagdo de &cido latico para a produgéo de micro-organismos.

Artigo absorvente com quitosana e gel ibnico absorvente.
Artigo absorvente com polissacarideo catidnico e material para tamponamento

do pH é&cido.

Substancia aplicada entre a tela polimérica e o nucleo absorvente.

Preparacéo de artigo absorvente com camada cation ativa.

Substancia refrescante aplicada em artigo absorvente.

Método de fabricagdo de absorvente higi€nico com propriedade de remogéo

de odores peculiares.

Producéo de absorvente higiénico com propriedade bactericida.

Desenvolvimento de microcapsulas para aplicacdao em artigo absorvente.

Método para fabricacéo de absorvente com substancia de tratamento.

Aplicacao de substancia hidrofilica e umectante em produto de higiene.

Celulose microcristalina e poliacrilato superabsorvente.

Nao fornecida.

Nao fornecida.

Pirrolidona-carboxilato de quitosana e poliacrilato de sédio.

Pirrolidona-carboxilato de quitosana e solugao de &cido citrico e
hidroxido de saédio.

Sugestéo: Extrato de melaleuca, extrato de anis, canfora,
actinolita, etc.

SORBACT?® (cloreto de alquil dimetil benzil aménio)

Sugestao: acetal, carboxamida, derivados de ciclohexil, derivados
de ciclohexanol, derivados de mentol, canfora, salicilato de mitila,
6leo de melaleuca e/ou 6leo de eucalipto.

Nucleo absorvente: fibra de cAnhamo; polpa de madeira fofa. Tela
polimérica: prata nanomeétrica; microcapsulas com éleo essencial
de rosa, 6leo de camomila e extrato de cha verde.

Melaleuca; aluminio; cloreto de sédio.

Nao fornecida.

Hexamidina, 6xido de zinco e niamicina.

Sugestdes: alantoina e/ou D-pantenol; aloe vera, camomila,
vitamina E, aminoacidos da seda; carvao ativado; zedlito; acido
citrico; silica e argilas.

Os dados contidos nesta tabela foram obtidos a partir da busca nos bancos Google Patents Search e Derwent Innovations Index>". As palavras-chaves utilizadas
foram: sanitary napkin, panty liner, vulva, care, feminine intimate hygiene, micro*, nano*. A busca foi efetuada no periodo entre 30/12/2014 e 02/03/2015. Fonte: do

autor.
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2.1.2 Lengos umedecidos

Estudos acerca dos lencos umedecidos sédo escassos na literatura. Acredita-
se que esse fato esta relacionado com a recente insercdo desses produtos no
mercado. Basicamente, podem ser encontrados lengos umedecidos direcionados
para o publico infantil e, especificamente, para as mulheres.

Esses produtos séao produzidos em duas partes. Uma delas é composta pelo
tecido naotecido e a outra, por uma solucdo de limpeza que mantém o lenco
umedecido. As formulagdes utilizadas para umedecer o lengo podem variar, mas
consistem principalmente de 4gua com surfactantes suaves, conservantes, agentes
antimicrobianos e fragrancias. Em algumas marcas é possivel encontrar, também,
agentes de tratamento de pele (FARAGE; LENNON; AJAYI, 2011).

Ehretsmann; Schaefer; Adam (2001) realizaram estudos clinicos para
verificar a tolerabilidade cutanea de lencos umedecidos para bebés. Os resultados
revelaram que os produtos ensaiados provocaram pouca ou nenhuma reacao
alérgica nos bebés, mesmo aqueles com pele sensivel. Recentemente, Bartels e
colaboradores (2014) investigaram os efeitos do uso continuo de lencos umedecidos
em bebés. Foram avaliados a perda de agua transepidérmica, a hidratacdo cutanea,
o pH da pele, a coloniza¢do microbioldgica e a ocorréncia de dermatite. A hidratacéo

diminuiu, o pH aumentou e ndo houve correlacdo com a ocorréncia de dermatite.

Farage (2000) desenvolveu uma metodologia para avaliar os efeitos
irritantes especificamente de lengcos umedecidos os quais envolvem o uso de longo
prazo e a exposicdo exagerada. Esse estudo foi aplicado a utilizacdo de lencos
umedecidos por mulheres. A seguranca e os beneficios do método desenvolvido
foram demonstrados e revisados (FARAGE et al., 2008; FARAGE; MILLER;

LEDGER, 2010).

A quantidade restrita de estudos acerca da utilizacao de lencos umedecidos
especificos para a regido intima feminina reflete no nUmero de patentes registradas
sobre este tema (Tabela 2). Dentre as inovagdes citadas, 3 sugerem a aplicacéo de
substancias em lencos umedecidos e 1 propde um lenco (embalado individualmente)
acoplado no absorvente intimo. Nesse ultimo caso, a embalagem do lenco € colada

na embalagem do absorvente.
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Tabela 2 — Inovagdes em lencos umedecidos para mulheres.

Depositante, ano Propriedades Inovacéo Composigéo

CORD CONTRACT Bactericida;

RESEARCH UND desodorante; L A . S
DEVELOPMENT GMBH, limpeza; cuidado Aplicacédo de substancias. Digluconato de clorexidina; D-Panthenol.
2000 da pele.

Nanoparticulas de prata; acido laurico;
Antipruritico; superéxido dismutase; camomila; extrato de

MIBELLE AG, 2008 Aplicacdo de substancias.

bactericida. Gleditsia sinensis; propilenoglicol;
isotiazolinona.

Bactericida, Desenvolvimento de

fungicida, formulacao e de Sugestéao (% p/v): ciclopentasiloxane (70-
e 2N FIREIIZE TS antiviral, anti- dispositivo para 97,9); dimeticona (1-25); dimeticonol (1-25);
LTD, 2011 : - S A

inflamatério e acondicionar lengos 6leo de melaleuca (0,1-5).

emoliente. umedecidos.
LAM H, 2013 Limpeza. Unido de lenco umedecido 1044 naotecido.

em absorvente higiénico.

SHENZHEN YANQIAN Esterilizante: Benzoato de saodio; acido latico 80%; Softigen
TECHNOLOGY CO LTD, hidratante ’ Aplicacado de substancias. 767; glicerol; D-Pantenol 75%; Femitim;
2013 ’ CMGlucan P; extrato de Opuntia.

Os dados contidos nesta tabela foram obtidos a partir da busca nos bancos Google Patents Search e
Derwent Innovations Index®". As palavras-chaves utilizadas foram: wet wipe, vulva, care, feminine
intimate hygiene, micro*, nano*. A busca foi efetuada no periodo entre 30/12/2014 e 01/05/2015.
Fonte: do autor.

A patente de Lam H (2013) n&o especifica as substancias empregadas sobre
o lenco umedecido apesar de indicar que se trata de um produto com pH
balanceado e sem adicdo de alcool e fragrancias. As funcionalidades séo variadas,
mas cabe destacar a acdo bactericida/esterilizante que esta presente em todos o0s
trabalhos que utilizam formulagdes sobre os lencos. Duas patentes fazem uso de D-
pantenol como agente hidratante e uma delas utiliza extrato de camomila (alfa-
bisabolol) e de Gleditsia sinensis como calmante e o acido laurico® como bactericida

e anti-inflamatoério.

2.1.3 Sabonetes intimos

No mercado brasileiro, os sabonetes em barra ocupam papel de destaque
dentre os produtos de higiene pessoal devido a sua plasticidade, espuma cremosa,
odor agradavel e menor velocidade de perda de peso na estocagem. Entretanto,

profissionais da area da salude questionam o uso rotineiro desses produtos na

® O 4cido laurico é o principal componente do 6éleo de coco e do dleo da semente de palma.
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genitalia feminina. Devido ao pH alcalino, podem desencadear dermatite na regido
intima e favorecer diversos processos infecciosos. Outros fatores negativos sdo a
probabilidade do uso compartilhado, aumentando o risco de contaminacdo, o
acumulo de po e, diversas vezes, sdo demasiadamente perfumados (FRIEDMAN;
WOLF, 1996; BELLA et al., 2009; CRUZ, 2009)

Por sua vez, os sabonetes especificos para a regido intima feminina,
usualmente em estado liquido, sdo desenvolvidos com o pH acido. Essa
caracteristica tem acédo benéfica na manutencédo do pH vulvovaginal. O uso destes
produtos é exclusivamente para a area externa, pois 0 uso interno (na forma de
ducha vaginal) pode interferir na flora fisiolégica. No entanto, eles sé&o
contraindicados como tratamento de infec¢cdes ou inflamacBes genitais e em
criancas pré-puberes, uma vez que estas ndo possuem lactobacilos em grande
quantidade e o pH vaginal € neutro (FRIEDMAN; WOLF, 1996; ROY et al., 2004).

Assim como os demais produtos (Tabela 1 e Tabela 2), os sabonetes
(Tabela 3) tém como principal caracteristica a acao bactericida. No combate contra
micro-organismos prejudiciais a saude, as patentes depositadas por Rottapharm
S.P.A. (2010), Henkel&Co Ag Kgaa (2012) e Fitolon-Nauka Llc; Fitolon-Nauka Co
Ltd (2013) incorporaram fitoterapicos como a caléndula (Calendula officinalis), a
sélvia (Salvia officinalis), a aveia-comum (Avena sativa), o 6leo de ricino e extrato de
conifera. Outros agentes provenientes de plantas também sdo utilizados. Dentre
eles, o &cido citrico, como regulador de pH; e como hidratante, o 6leo de améndoas,
a proteina do trigo hidrolisada, glicerideos de coco, a manteiga de Karité

(Butyrospermum parkii) e o extrato de raiz de grama cogon (Imperata cylindrica).

Uma inovacdo interessante e diferente de todas as patentes citadas na
presente pesquisa € a proposta desenvolvida por Cruz (2009). O autor do estudo
ressalta que o pH vulvovaginal varia durante o ciclo menstrual. Neste sentido, foi
desenvolvido um kit para higiene intima feminina que compde sabonetes com
formulagfes diferentes. A primeira formulacdo tem pH entre 3,6 e 4 e € indicada
para ser utilizada durante o periodo menstrual. A segunda formulagédo tem pH entre
4,3 e 4,7 para ser utilizada nos demais dias do ciclo. A Unica alteracdo feita nas
formulacdes propostas € a quantidade de acido citrico, que atua como regulador de
pH. Para o periodo menstrual é indicada uma concentracdo que varia entre 1,5 e 2%
e para os demais dias, 2,5 e 3,2%.

31



Tabela 3 — Inovacdes em sabonetes intimos femininos.

Depositante, ano

Propriedades

Inovagéo

Composigéo

KLEHR N W, 1991

MCNEIL-PPC INC;
JOHNSON & JOHNSON,
1992

SUSAN KAY
BROWNSKROBOT;
MARY R. IRVING;
MCNEILPPC, INC., 2007

CRUZ, 2009

DIVERDRUGS SL et al.,
2009

DIVERDRUGS SL; PUIG
BEAUTY & FASHION
GROUP S.L.; LIPOTEC,
S.A., 2010

ROTTAPHARM S.P.A,,
2010

HENKEL&CO AG KGAA,
2012

FITOLON-NAUKA LLC;
FITOLON-NAUKA CO
LTD, 2013

LABORATOIRES
EXPANSCIENCE, 2014

Regulador de pH.

Bactericida.

Bactericida.

Regulador do pH;
reducdo da
irritabilidade.

Bactericida;
limpeza.

Bactericida;
limpeza.

Limpeza;
bactericida;
hidratante;
emoliente; lenitivo;
antioxidante;
desodorante.

Limpeza.

Prevencéo de
doencas
ginecolégicas

Anti-inflamatério.

Utilizacao de substancia para higienizacéo da regido intima feminina.

Utilizagdo de substancia para higienizac¢éo da regido intima feminina com
inibidor de estafilococos e estreptococos.

Composicao para produtos de higiene intima.

Desenvolvimento de kit para higienizagao da regiéo intima feminina.

Obtencéo de derivados peptidicos para uso em tratamento, cuidado ou limpeza
da mucosa.

Obtencéo de derivados peptidicos para uso em tratamento, cuidado ou limpeza
da mucosa.

Desenvolvimento de composi¢éo para higiene intima.

Desenvolvimento de composi¢&o para higiene intima.

Utilizac&o de agente natural para higienizacéo da regido intima feminina.

Desenvolvimento de composig&o para higiene intima.

Proteina do leite.

Sugestdo: monoéster de um alcool poliidrico alifatico e acido graxo
e/ou um diéster.

Sugestdo: monoéster de um alcool poliidrico alifatico e acido graxo
e/ou um diéster.

Acido citrico; hidréxido de sodio; 6leo de améndoas etoxilado;
glicerina.

Cetearil etilhexanoato; estearato de glicerila; alcool cetilico;
butilenoglicol; glicerina; propilenoglicol; palmitato de etilexila;
trometamina; Palm-L-Arg-Ahx-L-Ala-NH;

Cetearil etilhexanoato; estearato de glicerila; alcool cetilico;
butilenoglicol; glicerina; propilenoglicol; palmitato de etilexila;
trometamina; Palm-L-Arg-Ahx-L-Ala-NH,

Acido latico; proteina do leite; extrato hidroalcodlico da flor de
Calendula officinalis; extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis; goma
xantana; oleato de glicerila; decil glicosideo; isoestearato de glicerilo;
diestearato glicol; extrato de Avena sativa; proteina hidrolisada de
aveia; palmitoil potassio proteina de trigo hidrolisada; palmitoil
potassio proteina de aveia hidrolisada.

Glicerol; glicerideos de coco; propilenoglicol dicaprilato; manteiga de
Butyrospermum parkii; acetato de tocoferol; 6leo de ricino

hidrogenado; acido etilenodiamino tetra-acético; extrato de raiz de
Imperata cylindrica; triglicerideos de acido caprico-caprilico.

Extrato natural de conifera.

Extrato de tremoco (0,1-10 p/p).

Os dados contidos nesta tabela foram obtidos a partir da busca nos bancos Google Patents Search e Derwent Innovations Index>". As palavras-chaves utilizadas
foram: soap, vagina, vulva, care, feminine intimate hygiene, micro*, nano*. A busca foi efetuada no periodo entre 30/12/2014 e 06/03/2015. Fonte: do autor.
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2.2 SUBSTANCIAS UTILIZADAS PARA A HIGIENE INTIMA FEMININA

A genitalia feminina € amplamente vascularizada e capaz de produzir muco
para a protecdo da regido contra fungos e bactérias. Essa propriedade de
"autolimpeza" dispensa a utilizacdo de substancias quimicas para higienizacédo
intima feminina. Ainda, a alta permeabilidade do epitélio vaginal faz com que a
vagina e a vulva absorvam rapidamente essas substancias sem metaboliza-las.
(COTTRELL, 2003; FARAGE; MAIBACH, 2004; KUMAMOTO; IWASAKI, 2012;
KEIR; WISE; KREBS, 2015).

De acordo com estudo realizado pela Euromonitor International (2013),
somente nos Estados Unidos da América, mais de dois bilhdes de doélares séo
investidos em produtos para higiene a cada ano. Sendo assim, a investigacao
acerca da influéncia desses produtos sobre a saude da mulher torna-se
imprescindivel. A organizacdo americana Women'’s Voices for the Earth publicou um
relatério no quais certos componentes sdo apontados como desreguladores

endacrinos (EDCs), alergénicos e cancerigenos (SCRANTON, 2013):

. Cloro: utilizado para o branqueamento do algoddo de produtos para

menstruacao (absorventes internos e externos);

o Dioxinas e furanos: subprodutos do cloro. S&o carcinogéneos e podem
causar problemas hormonais e reprodutivos, além de afetarem o

sistema imunologico;

o Residuos de pesticidas: cancerigenos e EDCs. A maioria dos algoddes
utilizados em absorventes é cultivada convencionalmente, ou seja,
tratada com pesticidas. A avaliagdo de alguns absorventes internos
detectou a presenca de pesticidas, como procimidona, mecarbame e

fensulfotion;

o Fragrancias: aplicadas em duchas, lengcos umedecidos, desodorantes e
absorventes. Podem conter produtos quimicos cancerigenos, irritantes,

alergénicos e EDCs;

o Parabenos: séo irritantes, alergénicos e EDCs. Sao utilizados como

conservantes de cremes antiprurido, lencos umedecidos e duchas.
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Posto isto, foram revisadas patentes sobre o desenvolvimento de
composi¢cdo para cuidados gerais da regido intima feminina (Tabela 4). Esse
levantamento foi de fundamental importancia para determinar uma composi¢cao

adequada levando em consideragao os prejuizos causados por certas substancias.

Dentre as propriedades das formulagbes muitas prometem acao fungicida e
bactericida. Como composto ativo para alcancar essas propriedades, sédo utilizados,
por exemplo, selénio, oligofrutoses, lactato de quitosana e nanoparticulas de prata
(VOLKMANN, 2005; KRUSZEWSKA, 2013).

Para hidratacédo, protecdo, revitalizacdo e antioxidacdo da pele, alguns
autores sugerem a utilizacdo de &cidos, tais como o acido dicarboxilico, o &cido
graxo insaturado e o 0Oleo de ricino hidrogenado (IST FARMACOLOGICO SERONO
SPA, 1983; MARFARMA HOLDING S.P.A., 2003; KRUSZEWSKA, 2013); alcoois,
bem como o cocoato de glicerila PEG-7, glicerina, propilenoglicol (MARFARMA
HOLDING S.P.A., 2003; BCLEAN PROJECTS LTD, 2011); aldohexose, como a
glucose (IST FARMACOLOGICO SERONO SPA, 1983; Et#=%, 2004); amida, como

a ureia (fE1t2%, 2004); flavonoide, como os isoflavonoides de soja (MARFARMA

HOLDING S.P.A., 2003); e aminoacidos, tais como a metionina e a
adenosilmetionina (SAUERMANN G, 2008).

As vitaminas também sdo amplamente empregadas para obtencdo das
propriedades citadas acima, como as vitaminas A ou acetato de retinol
(VOLKMANN, 2005), D (KRUSZEWSKA, 2013), E ou D-alfa tocoferol (VOLKMANN,
2005; KRUSZEWSKA, 2013) e as do complexo B, tais como as flavinas, 5,6-
dimetilbenzimidazol, biotina, acido félico e acido pantoténico (VOLKMANN, 2005;
SAUERMANN G, 2008). O acido pantoténico (vitamina B9) também atua como

cicatrizante.

Como regulador de pH, séo utilizados o acido fosforico e o acido latico (IST
FARMACOLOGICO SERONO SPA, 1983; [t~ 2004; VELLEJA RES SRL,

2009A; VELLEJA RES SRL, 2009B; SANOFI AVENTIS FARMACEUTICA LTDA,
2014). Para estimular o crescimento da flora saprofita, é utilizado um suplemento
probidtico a base de Lactobacillus bifidus (VOLKMANN, 2005).
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Tabela 4 — Inovagdes feitas em substancias para cuidados gerais da regido intima feminina.

Depositante, ano

Propriedades

Inovagéo

Composigéo

IST FARMACOLOGICO
SERONO SPA, 1983

JE 2%, 2004

MARFARMA HOLDING
S.P.A., 2003

VOLKMANN, 2005

SAUERMANN G, 2008

VELLEJA RES SRL,
2009A

VELLEJA RES SRL,
2009B

SYMRISE AG, 2010

BCLEAN PROJECTS LTD,
2011

KRUSZEWSKA, 2013

Antisséptico.

Regulador de pH;
hidratante.

Anti-inflamatorio;
bactericida;
revitalizante;
antioxidante.

Bactericida;

antiviral; fungicida.

Prevencéo e
combate de
candidiase.

Anti-inflamatorio.

Bactericida,
fungicida,
antiprotozoario.

Efeito gelado.

Bactericida;

fungicida; antiviral.

Bactericida;
antiviral.

Desenvolvimento de composi¢cdo para higiene intima feminina.

Desenvolvimento de composigcdo para higiene intima feminina.

Desenvolvimento de composi¢ao com ingredientes ativos de origem vegetal
para higiene intima feminina util para o tratamento de secura vaginal e vaginite
atrofica durante a menopausa.

Desenvolvimento de composigcdo para higiene intima feminina.

Desenvolvimento de composi¢cdo para higiene intima feminina.

Composicéo vaginal para prevengao de condi¢des inflamatérias da regido
genital.

Composicao tépica para prevencao e tratamento de inflamagdes e infeccoes
da regido genital.

Producéo de substancia que gera efeito gelado na pele ou mucosa.

Liquido para uso em higiene intima pessoal.

Desenvolvimento de composi¢cdo para higiene intima feminina por
nanotecnologia.

Sugestéao: acido latico; glucose; acido graxo insaturado.

Acido latico; glicerol; ureia; glucose.

Extrato glicélico de Mimosa tenuiflora; isoflavonoides de soja; cocoato
de glicerila PEG-7;propilenoglicol; 6leo de ricino hidrogenado;
metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona.

Lactobacillus bifidus; Saccharomyces cerevisiae; acetato de retinol; D-
alfa tocoferol; acido pantoténico; zinco; selénio; 6leo de melaleuca;
extrato de 6leo de flor de camomila; 6leo de lavanda; oligofrutoses.

Vitamina B12; betaina; acido félico; vitamina B6; colina; 6xido de
zinco; metionina; adenosilmetionina; cobalto; 5,6-dimetilbenzimidazol;
biotina; flavinas.

Sugestao: extrato de Zanthoxylum bungeanum; &cido glicirrizico; éleo
essencial de Matricaria chamomilla; 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia; extrato de Curcuma longa; acido latico ou propidnico.

Sugestéao: extrato de Zanthoxylum bungeanum; acido glicirrizico; 6leo
essencial de Matricaria chamomilla; 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia; extrato de Curcuma longa; acido latico ou propidnico.

Segere-se que um ou mais abrasivos utilizados nesta invengdo seja a
folha ou o p6 da folha de melaleuca.

Sugestao: 6leo de melaleuca; glicerina.

Lactato de quitosana; acido dicarboxilico; nanoparticulas de prata;
vitamina D e E.
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Tabela 4 — Cont.

Prevencéo de

JEAN-CHRISTOPHE infecgdes no trato

SERGERE. 2013 urindrio, cura ou Divulga métodos e usos relativos ao uso de derivados do 6leo de melaleuca. Sugestéo: 1,25% de melaleuca na concentragéo final.
’ prevencéo de
vaginoses.
Fungicida; Uso de peptideos que inibem receptores ativos em formulagdes para uso

LIPOTEC SA, 2013 Sugestao: [...] extrato de melaleuca [...]

antipruriginoso. cosmeético e farmacéutico.

Manutencéo e
restauracéo de
barreira protetora
hidrolipidica,

Sugestéo: triglicerideos de cadeia longa; triglicerideos de cadeia

ELLEN AB, 2014 Desenvolvimento de composigdo para higiene intima feminina. média

R el 3 Ak Lactosoro (p6); Acido latico; Alfa glucano; Copolimeros acrilato; Lauril

MG CENTLS I VTS sulfato de sédio; Diestearato glicol; Cocamida MEA; Lauril;
EOAlR4MACEUTICA LTDA, g;sél;‘[\:ilﬂ]aednc;gcéc; Desenvolvimento de composi¢&o para higiene intima feminina. Hidroxietilcelulose; Metilparabeno; Perfume; Hidréxido de sédio; Acido

flora saprdfita. fosforico.

Os dados contidos nesta tabela foram obtidos a partir da busca nos bancos Google Patents Search e Derwent Innovations Index®V. As palavras-chaves
utilizadas foram: vagina, vulva, care, feminine intimate hygiene, micro*, nano*. A busca foi efetuada no periodo entre 30/12/2014 e 01/05/2015. Fonte: do
autor.
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A maioria das patentes descritas na Tabela 4 tem incorporados em suas
formulagBes Oleos ou extratos de plantas. As propriedades dessas substancias
abrangem aspectos terapéuticos, como o combate contra fungos, bactérias e virus,

além de acéo cicatrizante, anti-inflamatoéria e desodorante, entre outros.

A Mimosa tenuiflora € uma arvore nativa do nordeste brasileiro e do México
e tem acdo curativa, anti-inflamatéria e bactericida (MARTEL-ESTRADA et al.,
2015). A Curcuma longa € uma planta nativa do sul da Asia e melhora o sistema
imunologico, atuando como bactericida, fungicida e antiviral (SENGUPTA; SHARMA;
CHAKRABORTY, 2011). O acido glicirrizico € um dos principais glicosideos
triterpénicos isolados da Glycyrrhiza glabra L. (alcacuz) e é investigado para
utilizacdo em medicamentos como agente antiviral (BALTINA et al., 2015). A lavanda
(Lavandula angustifolia) possui diversos efeitos terapéuticos bem como antioxidante,
antiviral e antibacteriana (HASSIOTIS et al., 2014). O extrato de Zanthoxylum
bungeanum é amplamente utilizado na medicina tradicional chinesa por sua acgao
contra enfermidades cutaneas, como eczemas e pruridos (LAN et al., 2014). As
atividades farmacologicas da camomila (Matricaria chamomilla) abrangem acédo
antialérgica, antiespasmodica, antibacteriana, antipirética, antiulcerativa e
antifangica (SZOKE et al., 2004; SRIVASTAVA; GUPTA, 2007). Além das espécies
citadas, 9 entre as 10 patentes que empregam 6leos e/ou extratos de plantas em
suas formula¢des utilizam melaleuca (Melaleuca alternifolia). As propriedades desta

planta sdo descritas no item 2.2.1.

Para a preparacdo das formulacfes, sdo necessarios outros componentes
além dos ativos. Como conservantes, tém sido utilizados o acido propibnico
(VELLEJA RES SRL, 2009A), a metilcloroisotiazolinona, a metilisotiazolinona
(MARFARMA HOLDING S.P.A., 2003) e o metilparabeno (SANOFI AVENTIS
FARMACEUTICA LTDA, 2014). A betaina (SAUERMANN G, 2008), a cocamida
MEA, o diestearato glicol e o lauril sulfato de sodio (SANOFI AVENTIS
FARMACEUTICA LTDA, 2014) sdo aplicados como agentes tensoativos. E,
finalmente, como espessante, foram incorporados copolimeros acrilato, hidroxido de
sédio e hidroxietilcelulose (SANOFI AVENTIS FARMACEUTICA LTDA, 2014).

Nas ultimas décadas, os produtos de higiene e tratamento da regido intima
feminina tém sido influenciados pela percepcdo de que composicdes a base de
materiais naturais sdo melhores e mais seguros. Tais substancias tornaram-se
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quase essenciais nas formulacbes de cosméticos e produtos de higiene (BCLEAN
PROJECTS LTD, 2011).

Para que uma espécie vegetal apresente alguma propriedade medicinal é
necessario que ela tenha em sua composi¢cdo quimica uma ou mais substancias
responsaveis pelo efeito medicamentoso. As informacdes a respeito das
classificacOes destas substancias sdo comumente encontradas da seguinte forma:
heterosideos, alcaloides, taninos, 6leos essenciais e outros ativos (FONSECA, 2005;
BORTOLUZZI, 2008). No presente trabalho, os 6leos essenciais compdem parte
fundamental da formulacdo proposta e, portanto, dar-se-4 enfoque a descricdo

dessas estruturas.

Os oOleos essenciais das plantas sdo misturas complexas de constituintes
volateis produzidos como metabdlitos secundarios em plantas que conferem aromas
e sabores caracteristicos. A estrutura dos terpenos pode ser dividida em unidades
de isopreno, por isso também podem sdo conhecidos como isoprendides. A
classificacdo dos terpenos é feita pelo numero de ligacfes de unidades de isopreno,
onde o numero de unidades incorporadas em determinado terpendide
hidrocarboénico insaturado serve de base para esta classificacdo. Os monoterpenos
sdo compostos de duas unidades, tem a formula molecular CioHis. Os
sesquiterpenos contém trés unidades e sua formula molecular € CisH24 (FAO, 1995;
ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; ASBAHANI et al., 2015).

Na natureza, os 6leos essenciais desempenham um papel importante na
protecdo de plantas como agentes bactericidas, antivirais, antifangicos, inseticidas e
também contra herbivoros, reduzindo seu apetite por essas plantas. Eles também
podem atrair alguns insetos para favorecer a dispersdo de pélen e sementes, ou
repelir outros indesejaveis (BAKKALI et al., 2008). Sendo assim, eles representam
uma alternativa natural as substancias sintéticas utilizadas nas industrias cosmética,
alimenticia e farmacéutica (HAMMER; CARSON, 2011; LANG; BUCHBAUER, 2012).

Embora os 6leos essenciais sejam derivados de plantas e apresentem um
histérico de uso tradicional, € fundamental considerar a possibilidade de risco a
saude. Cosmeéticos, perfumes e medicamentos a base de 0leos essenciais podem
conter quantidades variaveis de ingredientes alergénicos devido a complexidade de

sua composicdo. Desta forma, torna-se imprescindivel seguir as orientacfes
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propostas por autoridades regulamentadoras quando se trata do desenvolvimento de
produtos para uso dermatolégico (LALKO; API, 2006; BAKKALI et al., 2008).

Para a realizacdo deste trabalho, os componentes selecionados devem
auxiliar na higiene intima feminina através do uso de substancias provenientes de
plantas. Para alcancar este objetivo, € fundamental que estes componentes tenham
o poder de hidratacao, regulacdo de pH, bactericida e fungicida. Conforme exposto
nas patentes revisadas previamente, as substancias que contemplam esses
requisitos sdo o 6leo essencial de melaleuca, o alfa-bisabolol e o acido citrico.
No intuito de incrementar as propriedades da formulacdo proposta, também foram

incorporados o resveratrol e o 6leo de semente de uva.

2.2.1 Oleo essencial de melaleuca (M. alternifolia)

Originaria da Austrdlia, a Melaleuca alternifolia € utilizada ha anos pelos
aborigenes no tratamento de suas doencas. Atualmente, o 60leo da melaleuca é
empregado como ingrediente ativo de muitos medicamentos e cientistas do mundo
inteiro buscam validar suas propriedades (SILVA et al., 2002; CASTRO et al., 2005;
GAROZZO et al., 2011; HABA et al., 2014).

O dleo essencial da melaleuca (extraido das folhas e do caule) é obtido por
destilacdo a vapor e contém cerca de 100 componentes, sendo 50% monoterpenos
oxigenados e 50% monoterpenos hidrocarbonetos (BROPHY et al., 1989). O
principal componente ativo deste 6leo € o terpeno-4-ol, mas efeitos sinérgicos de

outros terpenos nao podem ser excluidos (ALTMAN, 1989).

A aplicagdo do 6leo de melaleuca abrange produtos de uso topico para
humanos e para animais (WESELER et al., 2002). Alguns autores ja comprovaram
sua acao bactericida contra varios patégenos em humanos (ALTMAN, 1989;
SOUTHWELL et al., 1993; CARSON; RILEY, 1995; CARSON; RILEY; COOKSON,
1998; MARKHAM, 1999; CAELLI et al., 2000; MAY et al., 2000; ZHANG;
ROBERTSON, 2000; ERNST; HUNTLEY, 2000; CARSON; HAMMER; RILEY, 2006;
SHARMA et al., 2010; CHARLES et al, 2013). E amplamente utilizado como
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principio ativo em produtos para infeccdo cutanea, como fungicida (NENOFF;
HAUSTEIN; BRANDT, 1996; SYED et al.,, 1999; ANDERSON; FENNESSY, 2000;
D'AURIA et al., 2001; OLIVA et al., 2003) e anti-inflamatorio (HART et al., 2000).

Ainda que pouco disponiveis, na literatura sdo encontrados estudos sobre a
resisténcia de bactérias e fungos quando expostos ao Oleo de melaleuca. De
maneira geral, os estudos fornecem pouca evidéncia que a resisténcia ira ocorrer,
seja in vitro ou in vivo. Provavelmente, a complexa composi¢c&o do 6leo pode reduzir
0 potencial de resisténcia, uma vez que sao necessarias mutacdes simultaneas para
vencer todas as agdes antimicrobianas de cada um dos componentes (CARSON et
al., 1995; NELSON, 1997; ELSOM; HIDE, 1999; NELSON, 2000; VAZQUEZ et al.,
2000; GUSTAFSON et al., 2001; MONDELLO et al., 2003; DAVIS et al., 2005).

Apesar do progresso na comprovacao das propriedades antimicrobianas e
anti-inflamatérias do 6leo de melaleuca, sdo escassos os trabalhos que verificam a
seguranca e toxicidade de sua utilizacdo. A justificativa para o uso continuado
baseia-se na utilizacdo aparentemente segura deste 6leo por quase 80 anos. O 6leo
de melaleuca pode ser considerado um agente irritativo, mas as reacfes alérgicas
podem ser evitadas com o uso do 6leo de melaleuca em menores concentracdes
(CARSON; HAMMER; RILEY, 2006).

O 6leo de melaleuca apresenta uma densidade relativa de 0,885 a 0,906, é
pouco solivel em agua e miscivel com solventes ndo polares. No que tange a
formulacdo de produtos contendo 6leo de melaleuca, existem certas dificuldades a
serem contornadas. A hidrofobicidade e a lipofilicidade geram problemas de
miscibilidade em produtos a base de agua, e a volatilidade exige a utilizacdo de
embalagens que fornecam uma barreira adequada para evitar a perda deste 6leo.
Adicionalmente, o 6leo de melaleuca é rapidamente absorvido por polimeros em
geral, portanto, o material do recipiente deve minimizar este efeito. Assim, indica-se
a utilizacdo de frasco de vidro ambar para acondicionar este 6leo (BUDHIRAJA,
1999; CARSON; HAMMER; RILEY, 2006; BORTOLUZZI, 2008; MILLAR; MOORE,
2008; MONDELLO et al.,, 2009; GAROZZO et al., 2011; CASTELO et al., 2013;
HABA et al., 2014).
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2.2.2 Alfa-bisabolol

O alfa-bisabolol é um alcool sesquiterpeno que pode ser encontrado no Oleo
essencial obtido através das flores da camomila (Matricaria recutita), as quais
contém 30% do principio ativo, ou do tronco da arvore candeia (Eremanthus
erythropappus). A candeia é encontrada na Mata Atlantica brasileira e seu tronco é

moido para a obtencéo do alfa-bisabolol com 95% de pureza (FAGRON, 2015).

Essa substancia tem sido amplamente utilizada em produtos dermatolégicos
e cosmeéticos — como perfumes, xampus, sabonetes, locbes corporais, cremes pos-
barba, produtos p6s-sol e cremes para bebés — e também em produtos de limpeza e
higiene devido as suas propriedades (DARRA et al.,, 2008). Estudos demonstram
gue o alfa-bisabolol atua como cicatrizante (VILLEGAS et al., 2001), anti-irritante
(ANDERSEN et al.,, 2006), bactericida (BREHM-STECHER; JOHNSON, 2003),
fungicida (PAULI, 2006), anti-inflamatério (JAKOVLEV; VON SCHLICHTEGROLL,
1969) e € um excelente protetor a toxicidade induzida por acido acetilsalicilico
(TORRADO et al., 1995).

Ainda acerca de suas propriedades, o a-bisabolol tem efeito citotéxico dose-
dependente nas células de glioblastoma® de ratos e humanos e ndo induz a
citotoxicidade em astrécitos’ normais, ainda que em condicdes drasticas de
tratamento. Na literatura, é possivel encontrar estudos que verificam a acéo
apoptdtica® seletiva do a-bisabolol sobre células humanas e células de glioblastoma.
Além disso, o alfa-bisabolol também foi capaz de promover a rapida morte do
carcinoma® pancreéatico. A baixa citotoxicidade frente aos fribloblastos'® sugere a
possibilidade de obtencdo de compostos derivados do a-bisabolol passiveis de
serem utilizados na quimioterapia (CAVALIERI et al., 2004; DARRA et al., 2008).

® Tumor com origem no cérebro ou na medula espinal (ABTA, 2015).

" Células cerebrais que desempenham fun¢des como a sustentacdo e a nutricAo dos
neurdnios (SOFRONIEW; VINTERS, 2010).

8 Apoptose € o termo designado a morte celular programada (GARAY et al., 2003)
° Tumor maligno originado dos epitélios de revestimento externo e interno (INCA, 2011).

1 célula constituinte do tecido conjuntivo que forma a substancia fundamental amorfa
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).
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2.2.3 Acido citrico

Os alfa-hidroxiacidos (AHAS) pertencem a um grupo especial de acidos
organicos nao toxicos encontrados em alimentos naturais e, muitas vezes, Sao
comercialmente referidos como "acidos de frutas" (VAN SCOTT; YU, 1989; SLAVIN,
1998). Com base na estrutura e funcdo, os AHAs podem ser classificados como a-
AHA, B-AHA e acido salicilico. Um dos representantes mais significativos dos -AHA
€ o0 acido citrico (KORNHAUSER; COELHO; HEARING, 2012).

O acido citrico — &cido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico — € um
metabdlito comum de plantas e animais, utilizado no setor alimenticio (60%) e
farmacéutico (10%). A acidez do &cido citrico é devida aos trés grupos carboxilas -
COOH que podem perder um proton em solu¢cdes. Como consequéncia um ion
citrato é formado. Os citratos sdo bons controladores de pH de solugbes &cidas
(FAO, 1999; VANDENBERGHE et al., 1999; CHAIR et al., 2012).

O &cido citrico pode ser extraido de frutos citricos, como lim&o ou abacaxi,
entretanto mais de 99% da producdo deste acido provém da fermentacao
microbiana. Um problema comum associado com os métodos de fermentagéo é a
cossintese do acido isocitrico, sendo necessaria a utilizagdo de técnicas de
cristalizacdo para separa-lo do acido citrico (FAO, 1999; VANDENBERGHE et al.,
1999; CHAIR et al., 2012).

O acido citrico é utilizado principalmente na indastria alimenticia devido ao
seu sabor agradavel e sua alta solubilidade em agua. As industrias de farmacos e de
cosmeéticos correspondem a 10% da utilizacdo deste acido. Nestes setores, o0 acido
citrico € empregado como fragrancia, agente quelante ou regulador de pH
(VANDENBERGHE et al., 1999; CHAIR et al., 2012).

Chair e colaboradores (2012) publicaram um artigo com estudo realizado in
vivo sobre os efeitos da utilizacdo de cremes dermatolégicos contendo diferentes
concentracbes de acido citrico. Amostras da pele foram analisadas e foi verificado
um aumento significativo da espessura da epiderme tratada. Os autores concluiram

que a utilizacéo do acido citrico induz a sintese de colageno.
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2.2.4 Resveratrol

O resveratrol é classificado como uma fitoalexina e € produzido por plantas
como Kojo-kon (Polygunum cuspidatum), Kashuwu (Polygunum multiflorum), uvas
(Vitis vinifera e Vitis labrusca), eucalipto, amendoim, amora (HILLIS; HART; YAZAKI,
1974; LANGCAKE; CORNFORD; PRYCE, 1979; KUBO et al., 1981; KIMURA et al.,
1983; ARCE et al., 1998). Na uva, especificamente, esta fitoalexina é sintetizada na
casca como resposta ao estresse causado por ataque fungico (Botytis cinerea,
Plasmopora vitcula), dano mecanico ou por irradiacdo de luz ultravioleta (SAUTTER
et al., 2005).

Dentre as diversas atividades biologicas exercidas pelo resveratrol, a sua
acado antioxidante merece destaque devido a relevancia para a presente pesquisa
(ARICHI et al.,, 1982; FRANKEL; WATERHOUSE; KINSELLA, 1993; BLOND;
DENIS; BEZARD, 1995; BELGUENDOUZ; FREMONT; LINARD, 1997,
CHANVITAYAPONGS; DRACZYNSKA-LUSIAK; SUN, 1997; FAUCONNEAU et al.,
1997; SUN et al, 1997 BELGUENDOUZ; FREMONT; GOZZELINO, 1998;
DRACZYNSKA-LUSIAK; DOUNG; SUN, 1998; FREMONT; BELGUENDOUZ;
DELPAL, 1999; GULCIN, 2010). Além disso, também s&o conhecidas as
propriedades anti-inflamatéria (PACE-ASCIAK et al., 1996; JANG et al.,, 1997;
ZBIKOWSKA et al.,, 1999), anticoagulante (KIMURA; OKUDA; ARICHI, 1985;
BERTELLI et al., 1995; PACE-ASCIAK et al., 1995; BERTELLI et al., 1996; PACE-
ASCIAK et al., 1996; JANG et al., 1997; ORSINI et al., 1997; ZBIKOWSKA et al.,
1999) e anticancerigena (JANG et al., 1997; UENOBE; NAKAMURA; MIYAZAWA,
1997; MGBONYEBI; RUSSO; RUSSO, 1998; CIOLINO; DASCHNER; CHAO YEH,
1998; CLEMENT et al., 1998; SUBBARAMAIAH et al., 1998; PINTO; GARCIA-
BARRADO; MACIAS, 1999; SCHNEIDER et al., 2000; STEWART; CHRISTMAN;
O'BRIAN, 2000).
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2.2.5 Oleo de semente de uva

A semente de uva € uma matriz complexa que consiste principalmente em
40% de fibras, 16% de Oleo, 11% de proteina, 7% de fendis e taninos, e 4-5% de
flavonoides (MURGA et al., 2000; NASSIRI-ASL; HOSSEINZADEH, 2009). Devido a
sua composicdo as atividades bioldégicas das sementes de uva sao vastas
(NOWSHEHRI; BHAT; SHAH, 2015).

Dentre as acdes, destacam-se as atividades antioxidante (SAKANO et al.,
2005; BAYDAR; OZKAN; YASAR, 2007; DU; GUO,; LOU, 2007; EL-ASHMAWY;
SALEH; SALAMA, 2007; ENGINAR et al.,, 2007; FURIGA; LONVAUD-FUNEL,;
BADET, 2009; LUTHER et al., 2007; MORIN et al., 2008; KAR et al., 2009;
GEORGIEV; ANANGA; TSOLOVA, 2014; ALI; BADR EL-DIN; ABOU-EL-MAGD,
2015; FURIGA; LONVAUD-FUNEL; BADET, 2015), antimicrobiana (BAYDAR et al.,
2006; RHODES et al., 2006; THEIVENDRAN; HETTIARACHCHY; JOHNSON, 2006;
SILVAN et al., 2013; MOLVA; BAYSAL, 2015), anti-inflamatéria (WANG et al.,
2010A; WANG et al., 2010B; TERRA et al., 2011; PALLARES et al., 2013; SANO;
TOKUTAKE; SEO, 2013; GEORGIEV et al., 2014), de protecdo da pele
(YAMAKOSHI et al., 2004; SKOVGAARD; JENSEN; SIGLER, 2006; COSTA et al.,
2012) e também anticancerigena (DINICOLA et al., 2010; UCHINO et al., 2010;
PARK et al., 2011; VAID; SINGH; KATIYAR; 2011; SHROTRIYA et al., 2012;.
PRASAD; KATIYAR, 2013; BAGCHIA et al., 2014; CHEAH; HOWARTH; BASTIAN,
2014; DERRY et al., 2014; DINICOLA et al., 2014; MOLLY et al., 2014;. OLAKU et
al., 2015; YEN et al., 2015; ZHU et al., 2015).

2.3 SISTEMAS DE LIBERACAO

De acordo com Assumpcao (2012), a pesquisa cientifica vem aperfeicoando
os sistemas de liberagdo controlada de farmacos uma vez que estes podem
contribuir significativamente para o avan¢o na saude humana. Ainda, a autora

ressalta que este campo de estudo representa uma fronteira de ciéncia que envolve
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diferentes aspectos multidisciplinares. Os sistemas de liberagdo, descritos na
literatura como drug delivery systems, buscam a veiculacdo de agentes bioativos na
forma de dispositivos, tais como as nanoparticulas (SAFARI; ZARNEGAR, 2014).

A nanotecnologia’* consiste no desenvolvimento, caracterizacéo e aplicagéo
de materiais em escala nanométrica (MORITZ; GESKE-MORITZ, 2013).
MIHRANYAN; FERRAZ; STRGMME (2012). Wang e colaboradores (2014) ressaltam
gue esta € uma das técnicas mais inovadoras do século atual e seu impacto ecoa na
sociedade muito além da ciéncia convencional. O principio da nanotecnologia
baseia-se na relacdo de superficie e volume dos materiais manipulados e, portanto,
estes interagem com o ambiente circundante diferentemente do que se tivessem
tamanhos maiores (NORONHA, 2012; BOIXEDA et al., 2015; SAFARI; ZARNEGAR,
2014). Por esta razdo, a nanotecnologia vem sendo amplamente utilizada como uma
alternativa de carreamento de substancias. Atualmente, ja € sabido que as
nanoparticulas podem ser projetadas e produzidas para reconhecer o alvo, liberar o
farmaco em resposta a um estimulo particular e, assim, proceder com vasta
seletividade e precisao terapéutica (AQIL et al., 2013; BOIXEDA et al., 2015).

Na literatura, € possivel encontrar a descricdo de diversos nanossistemas
que se diferenciam de acordo com sua composicdo. Dentre esses sistemas,
destacam-se os lipossomas, as nanoemulsdes, as nanoparticulas poliméricas e
lipidicas (SILVA, 2004; WANG et al, 2014). Os lipossomas sao estruturas
vesiculares compostas de membranas lipidicas em bicamada compostas por
fosfolipidios (Figura 2a) e a aplicacdo desses sistemas estende-se para uma
variedade de areas como a liberacdo de farmacos, cosméticos, agentes de
diagnéstico e na industria alimentar. As nanoemulsdes (Figura 2b) sdo dispersdes
compostas por dois liquidos imisciveis, como Oleo e &gua (O/A), que sé&o
estabilizados pela agdo de um sistema tensoativo (WANG et al., 2014). Conforme
Miiller (2007) e Wang e colaboradores (2014), as nanoparticulas lipidicas (Figura 2c)

sdo derivadas das emulsbes O/A, mas o 0Oleo é substituido por um lipideo sélido

O prefixo nano- vem do grego e significa "an&o". Um nandmetro (nm) equivale a
bilionésima parte de um metro (10'9 m). De acordo com Jornal Oficial da Unido Europeia, "um
nanomaterial deve ser constituido por 50 % ou mais de particulas compreendidas entre 1 nm e 100
nm" (EUR-Lex, 2011). Entretanto, neste trabalho sera utilizada a definigdo de Zur Mihlen; Schwarz;
Mehnert (1998) a qual determina que as dimensdes figuem em torno de 50 a 1000 nm. Esta
delimitagcdo é mais adequada, uma vez que é especifica para nanoparticulas lipidicas.
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(nanoparticulas lipidicas solidas). Ja as nanoparticulas poliméricas incluem as
nanocapsulas (Figura 2d), nas quais o involucro polimérico esté disposto ao redor de
um nucleo oleoso, e as nanoesferas (Figura 2e) que sao formadas por uma matriz

polimérica (Schaffazick et al., 2003).

Figura 2 — Esquema da supraestrutura de nanossistemas.

LIPiDIO

LIPiDIO

(LiQUIDO) (SOLIDO)

(a) lipossoma, (b) nanoemulséo, (c) nanoparticula lipidica sélida, (d) nanocapsula polimérica, e (e)
nanoesfera em matriz polimérica. Modificado de Wang et al. (2014) e Schaffazick et al. (2003).

Diversos estudos ja foram realizados acerca da utilizagdo de nanoestruturas
para a liberacdo de farmacos na pele. De acordo com Cevc; Vierl (2010),
desenvolver um produto nanotecnoldgico para uso epicutdneo é uma tarefa dificil
devido a complexa barreira formada pelas camadas da pele. Restaurar ou manter
essa barreira intacta, para evitar infeccoes e intoxicagdes, torna o trabalho ainda

mais complicado.

No caso da regido genital, a administracdo de medicamentos por via tdpica
ja € amplamente utilizada, como no caso de agentes bactericidas, fungicidas,
antiprotozoarios, antivirais, anti-inflamatorios, espermicidas, prostaglandinas e
esteroides. Entretanto, ainda s&o escassos o0s estudos da liberacdo de farmacos ou

outras substancias bioativas através de nanossistemas devido a especificidade de
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género e as variacoes ciclicas (VALENTA, 2005; FRANK et al., 2014, CARAMELLA
et al., 2015).

A via vaginal apresenta uma série de vantagens no que tange a liberacéo de
farmacos por possuir um rico suprimento de sangue, grande area superficial e por
sua posicao anatdbmica (VALENTA, 2005). Quando comparada com a cavidade oral,
a vagina pode ser uma alternativa mais adequada para a administracdo de
contraceptivos hormonais, por exemplo, ja que ndo ha interagcbes medicamentosas
observadas no trato gastrointestinal (VALENTA, 2005).

A concentracdo de estrégeno pode alterar a permeabilidade da membrana
vaginal, influenciando a farmacocinética dos medicamentos desenvolvidos para acao
sistémica (OKADA; YASHIKI; MIMA, 1983; ACATURK; ROBINSON, 1996). Além da
permeabilidade, a absorcdo de farmacos pode ser afetada com o volume de fluido
vaginal®®>. Para Valenta (2005) uma quantidade razoavel de humidade pode
favorecer a absorgédo, uma espessa camada de muco cervical pode ser considerada
uma barreira, e uma quantidade muito elevada de fluido vaginal pode levar a
remocao de farmacos. Ainda em relacdo a absor¢éo, a autora ressalta que o pH do

fluido também pode alterar a absorcao do farmaco.

2.3.1 Nanoparticulas lipidicas

As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) foram desenvolvidas no inicio dos
anos 1990 como alternativa para contornar as limitacdes apresentadas por outros
sistemas carreados, como lipossomas, nanoemulsdes e nanoparticulas poliméricas
(MULLER et al., 1996; MEHNERT; MADER, 2001; PARDEIKE; HOMMOSS;
MULLER, 2009). Essas particulas tém estrutura semelhante a das nanoemulsdes
O/A com substituicdo do oleo por um lipideo sélido, a temperatura ambiente.

De acordo com Zur Muhlen; Schwarz; Mehnert (1998), o diametro das NLS

fica em torno de 50 a 1000 nm, sao utilizados lipideos fisiologicamente compativeis

2 Uma mulher adulta produz cerca de 2 a 3 gramas de fluido vaginal por dia. Esta
quantidade diminui de acordo com a idade (MULLER, 1986).
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e, para estabilizar a dispersdo, tensoativos ndo téxicos para recobrir a superficie.
Como vantagens, as NLS apresentam alta biocompatibilidade, excelente
reprodutibilidade (mesmo quando diferentes métodos de preparacdo séo utilizados)
e dispensam a utlizacdo de solventes organicos. Em relacdo aos compostos
utilizados, as NLS tém baixa capacidade de carga’® e podem ocorrer perdas durante
o armazenamento (UNER, 2006).

Foi desenvolvida, entdo, uma segunda geracdo de nanoparticulas lipidicas,
os chamados carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), observado na Figura 3.
Essas particulas sdo produzidas a partir da mistura entre lipidios sélidos e lipidios
liguidos, como, por exemplo, as manteigas. Como vantagem apresentam as
seguintes caracteristicas: sdo pequenos em tamanho, estaveis, biocompativeis,

biodegradaveis e tém alta capacidade de carga (KHAN et al., 2012).

Figura 3 — Esquema da estrutura de carreadores lipidicos nanoestruturados.

LIPIDIO

SOLIDO+
LiQuipo

Particulas produzidas a partir da mistura entre lipidios soélidos e lipidios liquidos. figura: do autor.

Os métodos mais comuns para a obtencdo das NLS e dos CLN incluem a
homogeneizacdo a alta pressdo, a homogeneizacdo a frio, a homogeneizacdo a
guente ou ultrassom, inversdo de fase e evaporacdo do solvente/emulsificacédo
(DAS; CHAUDHURY, 2011). Dentre as técnicas citadas, vale destacar a

homogeneizagédo a alta pressdo como a mais rentavel devido a possibilidade de
producdo em maior escala (JENNING; LIPPACHER; GOHLA, 2002).

No que tange a liberacdo de farmacos de aplicacdo dérmica, tanto as NLS

como os CLN sdo muito bem tolerados. A estabilidade fisica das nanoparticulas

3 A capacidade de carga ou loading capacity é a porcentagem do ativo encapsulado em
relagdo a quantidade de lipidio empregado. No caso dos NLS, limita-se esse valor a cerca de 10% da
guantidade total de lipidios para que as condi¢cbes de estabilidade do sistema sejam asseguradas
(MULLER, MADER, GOHLA, 2000; SCHAFER-KORTING, MEHNERT, KORTING, 2007).
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lipidicas em produtos dérmicos foi provada em vérias formulagfes e de acordo com
Pardeike; Hommoss; Miller (2009) pode ser avaliada utilizando métodos ja bem
estabelecidos. De acordo com levantamento feito pelos autores, os dois primeiros
produtos cosméticos que continham nanoparticulas lipidicas foram introduzidos no
mercado em 2005 e cerca de trés anos depois, esse numero ja havia sido
multiplicado 15 vezes. Esses numeros representam o beneficio desses produtos
nesta area de aplicacdo. Dentre esses beneficios, vale destacar a melhora na
penetracdo das formulacdes na pele, aumentando a eficiéncia do tratamento e a
reducdo dos efeitos colaterais quando comparado com os tratamentos feitos de
forma sistémica (PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009).

2.4 MATERIAIS UTILIZADOS COMO MATRIZ LIPIDICA

Conforme supracitado, os CLN sdo constituidos por lipidios sélidos e
liquidos. No presente trabalho, além de estruturarem as nanoparticulas, esses
lipidios (manteiga de cacau e manteiga de cupuagu) atuam como hidratantes. Os
hidratantes sédo formula¢gBes concebidas para manter o teor de agua da pele entre
10 e 30 %. Quando deficiente em agua, a pele torna-se espessa, aspera ao toque e
rompe-se facilmente ao sofrer um trauma, facilitando a entrada de micro-organismos
(SPENCER, 1988; DRAELOS, 2000; FLYNN et al., 2001).

Para restabelecer a hidratacdo da pele, existem, basicamente, dois
mecanismos. O primeiro utiliza agentes umectantes, ou seja, substancias que
atraem a agua para a pele. Geralmente, sdo utilizados glicosaminoglicanos, tais
como o acido hialurénico. O segundo mecanismo emprega agentes oclusivos,
como substancias oleosas, que diminuem a evaporacdo da agua para a atmosfera
(BOISITS, 1986; BAKER, 1987; SPENCER, 1988; DRAELOS, 2000; FLYNN et al.,
2001).

Uma vez que os CLN sdo compostos por lipidios, o hidratante selecionado
para compor a formulacdo em desenvolvimento € um agente oclusivo. Sendo assim,
para estar em consonancia com o objetivo principal desta pesquisa (item 1.1.1), é de

fundamental importancia que esta substancia seja de origem vegetal.
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Com mais de 40 mil espécies de plantas diferentes, o Brasil € mundialmente
conhecido pela sua biodiversidade (OLIVEIRA et al.,, 2012). Os beneficios das
plantas nativas do Brasil sdo incansavelmente investigados e novos produtos
surgem a cada descoberta. No que tange a utilizacdo de manteigas vegetais como
agentes hidratantes, cabe ressaltar a ampla utilizacdo do cacau e do cupuacgu
SPENCER, 1988; DRAELOS, 2000; NOGUEIRA et al., 2008; DAVIS; PEREZ, 2009;
FLECK; NEWMAN, 2012; MOORE, 2012; YANG; ZOU, 2013; CASTRO et al., 2015).

2.4.1 Manteiga de cacau

O cacaueiro (Theobroma cacao) é uma arvore perene originaria da América
do Sul (ALMEIDA; VALLE, 2007). O cultivo de cacau representa uma das culturas
mais importantes do mundo, com uma producéo superior a 400 mil toneladas nos
anos de 2012 e 2013 (ICCO, 2013). Esta manteiga é altamente estavel, tem textura
suave e é rica em substancias antioxidantes, o que possibilita a sua utilizacdo nas
industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica (LIENDO; PADILHA; QUINTANA,
1997; INOVAM, 2015).

A manteiga de cacau € considerada o subproduto do cacau de maior
representatividade devido as suas caracteristicas fisico-quimicas. E composta por
um conjunto de &cidos graxos na forma de triacilglicerideos, que contém uma
molécula de glicerol (um alcool triidrico) e um a trés &cidos graxos ligados a essa
molécula. A manteiga de cacau pode apresentar, também, pequenos teores de
alcoois esteroides (LIPP; ANKLAM, 1998; CAMPOS et al.,, 2010). A Tabela 5
apresenta a composi¢cdo de acidos graxos para manteigas de cacau oriundas de

diferentes paises.

De acordo com os dados apresentados, a manteiga de cacau proveniente do
Brasil merece destaque por apresentar os mais altos niveis de acido oleico (6mega
9) e linoleico (bmega 6). Esses acidos graxos essenciais possuem diversos
mecanismos de protecdo a pele, seja pela acdo regeneradora do 6mega-9 ou da
melhora da funcao de barreira do 6mega-6 (DERMAGE, 2015).
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Tabela 5 — Composicéo de acidos graxos (%) de manteiga de cacau em alguns paises de origem.

Pais de Costa do

origem Equador Brasil Gana Marfim Malasia Java
Ac. palmitico 25,6 25,1 25,3 25,8 24,9 24,1
Ac. esteérico 36,0 33,3 37,6 36,9 37,4 37,3
Ac. oleico 34,6 36,5 32,7 32,9 33,5 34,3
Ac. linoleico 2,6 3,5 2,8 2,8 2,6 2,7
Ac. linolénico 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Ac. araquidico 1,0 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
Ac. beénico 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Fonte: Lipp; Anklam (1998).

Os beneficios da aplicacdo da manteiga de cacau diretamente sobre a pele
incluem a cicatrizacdo de queimaduras suaves, a desinfeccao de feridas e excelente
hidratacéo. A ingestdo do cacau tem sido associada ao aumento da capacidade de
fotoprotecdo contra a radiacdo ultravioleta e a ativacdo da circulagdo sanguinea
dérmica auxiliando na melhora de eritemas e feridas (DILLINGER et al., 2000;
MIDDLETON JR; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000; HEINRICH et al., 2006).

2.4.2 Manteiga de cupuacu

A éarvore do cupuacu (Theobroma grandiflorum) é tipica da floresta
amazonica, norte do Brasil. A polpa da fruta € muito apreciada pelo seu agradavel
sabor, sendo consumida como suco, sorvete, doce e geleia. Possui fragrancia
intensa e seus compostos volateis tém sido extensivamente analisados, assim como
a concentracao de vitamina C (CAVALCANTE, 1979; VIEIRA; TEIXEIRA; SILVA,
2000; QUIJANO; PINO, 2007; FLECK; NEWMAN, 2012).

A manteiga de cupuagu, extraida das sementes da fruta, € composta de
triglicerideos que possuem um equilibrio perfeito de &cidos graxos saturados e
insaturados. Essa estrutura confere a manteiga um baixo ponto de fuséo (entre 32 e

36 °C) e é devido a este fator que é rapidamente absorvida pela pele (NATURAL
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SOURCING, 2015). A propriedade de répida penetracdo transdérmica e a
capacidade de reter umidade fazem com que a manteiga de cupuacu seja
considerada um "super-hidratante” (YANG et al., 2003; NOGUEIRA et al., 2008).

Adicionalmente, a manteiga de cupuacu € rica em fitoesteroéis, os quais sao
benéficos para a pele seca e danificada, e polifenois, que combatem os danos
causados pelos radicais livres, e &cidos graxos, que protegem e hidratam a pele.
Assim como a fruta, a manteiga contém poderosos antioxidantes, especialmente o
beta-sitosterol, que tém sido utilizados para tratar dermatites e estimular o processo
de cicatrizagao (SILVA et al., 2008).

Um estudo envolvendo a utilizagdo da manteiga de cupuagu na producao de
nanoparticulas lipidicas visando a utilizacdo em produtos cosméticos foi publicado
por Colomé e colaboradores (2010). Foram avaliados diferentes métodos de
preparacdo (homogeneizagcdo a alta pressao e emulsificagdo-evaporacdo do
solvente) com diferentes concentracdes da manteiga, bem como as caracteristicas
fisico-quimicas e a estabilidade dessas particulas nomeadas de "Theospheres”. Os
autores descrevem que obtiveram sucesso com ambas as técnicas de preparacédo e

que as formulacbes com até 10% (p/v) de lipidio apresentaram melhores resultados.

2.5 CONTROLE DE QUALIDADE DE SISTEMAS NANOESTRUTURADOS

O desenvolvimento de produtos cosmeéticos ou farmacéuticos requer a
garantia da estabilidade fisico-quimica de seus componentes durante a vida de
prateleira. Diversos ensaios laboratoriais permitem caracterizar 0os nanossistemas a
fim de verificar a estabilidade das formulacdes. A selecdo das técnicas de
caracterizacdo e de estabilidade de nanoparticulas varia conforme a composicéo
das formula¢des (SCHAFFAZICK et al., 2003; NOHYNEK et al., 2010; WU; ZHANG,;
WATANABE, 2011).

No Brasil, 0 6rgdo que regulamenta e fiscaliza todos os setores relacionados
a produtos e servicos que possam afetar a saude da populacédo brasileira € a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). No "Guia de Estabilidade de
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Produtos Cosméticos" desenvolvido pela agéncia, € possivel encontrar subsidios e
diretrizes para a producdo de produtos cosméticos (ANVISA, 2004). Os estudos

descritos neste guia séao divididos em:

e Estabilidade Preliminar que consiste em testes realizados na fase inicial

do desenvolvimento do produto, auxiliando na triagem das formulacdes;

e Estabilidade Acelerada que auxilia na determinagéo da estabilidade da

formulagéo selecionada previamente; e

e Teste de Prateleira utilizado para avaliar o comportamento do produto

em condi¢des normais de armazenamento.

No presente trabalho, ndo foram realizados os testes de Estabilidade
Preliminar, uma vez que os materiais e as concentracdes utilizadas sdo baseados

em estudos publicados por outros autores.

Os principais métodos utilizados na caracterizacdo das formulacbes
desenvolvidas e para averiguar a estabilidade fisica das formulacbes € a
determinacdo do tamanho de particula e a distribuicdo do tamanho. A técnica
de difracdo de laser € empregada para avaliar a distribuicdo de diametro e detectar a
presenca de populacdes micrométricas presentes nas formulacdes nanotecnoldgicas
desenvolvidas. A Espectroscopia de Correlagdo de Fétons (PCS), também
conhecida como Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), para a determinacdo do
tamanho e distribuicdo de particulas nanométricas suspensas em um meio liquido.
Com os dados obtidos, obtém-se o indice de Polidisperséo (PDI). Se o valor do PDI
estiver entre 0,1 a 0,25, a amostra apresenta uma distribuicdo estreita de tamanhos.
Enquanto que valores acima de 0,5 referem-se a uma distribuicdo ampla
(PATRAVALE; DATE; KULKARNI, 2004).

A carga superficial da particula também influencia a estabilidade da
formulacdo. A determinacdo desta carga € realizada a partir da medicdo do
Potencial Zeta que € avaliado a partir da mobilidade eletroforética das particulas
suspensas no meio (WU; ZHANG; WATANABE, 2011). Em geral, um valor absoluto
acima de 60 mV produz excelente estabilidade, em torno de 30 gera boa

estabilidade, 20 pode ser aceitavel em curto prazo e abaixo de 5 mV resulta em
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rapida agregacao de particulas. Cabe ressaltar que esta regra € valida apenas para
a estabilizacdo eletrostatica pura ou em combinacao com surfactantes de baixo peso
molecular (MISHRA et al., 2009).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é amplamente
empregada na avaliagdo da estabilidade quimica. Esta técnica fornece uma analise
guantitativa precisa acerca das substancias bioativas incorporadas nas formulagdes
desenvolvidas e de seus produtos de degradacdo. Outras técnicas, como a
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), também
podem avaliar a estabilidade quimica, entretanto elas ndo sdo tdo sensiveis quanto
a CLAE. Portanto, ndo sdo amplamente utilizadas para determinar a estabilidade de
substancias encapsuladas em nanoparticulas (WU; ZHANG; WATANABE, 2011).

Além da determinacdo da estabilidade quimica, a CLAE também é utilizada
na avaliacdo qualitativa e quantitativa das substancias. Com os dados gerados, 0s
cromatogramas, obtém-se a "impressao digital" dos constituintes dos nanossistemas
e, assim, torna-se possivel a determinacdo do teor dos principais componentes
da formulacao (TONHL et al., 2002).

Quando se trata de formulagBes cosméticas ou farmacéuticas, ferramentas
adicionais de caracterizacdo podem ser necessarias, bem como ensaios in vitro ou
in vivo (WU; ZHANG; WATANABE, 2011). No caso de produtos de uso tépico, esses
testes auxiliam na elucidacdo da interacdo das substancias com a pele. Desde os
anos 1980, técnicas e metodologias alternativas vém sendo criadas a fim de diminuir
0 uso e o sofrimento de animais em ensaios pré-clinicos. Entretanto, até o presente
momento, nem todas estdo validadas, pois os resultados obtidos foram divergentes
entre os laboratérios (ANVISA, 2016). No presente estudo, foram utilizadas somente

técnicas in vitro.

As andlises de lavabilidade, permeacdo e penetracdo revelam as
caracteristicas da interacdo entre a formulacdo proposta e a pele em um
determinado intervalo de tempo. Na lavabilidade, um componente ativo € retirado
(lavado) por uma solucdo tampdo a qual € quantificada, determinando a taxa de
adesao deste ativo sobre a pele. A permeacédo indica a quantidade de componente
ativo que ultrapassou as camadas superficiais (como o0 estrato coérneo),

consideradas as principais barreiras de protecéo da pele (BARRY, 1983). Por sua
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vez, a penetracao determina a quantidade de componente ativo que fica retida no
interior de uma determinada camada da pele (SKELLY et al., 1987).

Para verificar o potencial irritante de produtos cosméticos, utiliza-se o HET-
CAM. Descrito no Guia de Avaliacdo de Seguranca de Produtos Cosméticos
elaborado pela ANVISA, este é um teste in vitro realizado em ovos embrionados de
galinha (em inglés, hen's egg test — HET) o qual utiliza a membrana corio-alantoide
(em inglés, chorioallantoic membrane — CAM). Apds a aplicacdo do produto, sdo
observados os efeitos irritantes (hemorragia, coagulacdo e vasoconstricdo)
causados na membrana (ANVISA, 2003; KATZER et al., 2014).

2.6 IMPREGNACAO DE SUBSTANCIAS EM TEXTEIS

O setor téxtil esta cada vez mais interessado em desenvolver tecidos
caracterizados por diferentes propriedades. Nos ultimos anos, pesquisadores tém
investigado a utilizacao de téxteis funcionais nas areas da saude, higiene e beleza.
Os tecidos que possuem em sua composicédo elementos de cuidados com o corpo,
fitness e saude sao classificados como "téxteis cosméticos". Quando em contato
com o0 corpo, os tecidos liberam ingredientes ativos que sdo gradativamente
absorvidos pela pele (FISHER, 2002; ANON, 2005; CZAJKA, 2005; KAN; YUEN,
2005; WANG; CHEN, 2005; CHENG et al., 2010; SINGH; VARUN; BEHERA, 2011,
BHARGAVA; JAHAN, 2012).

Para alcancar este efeito funcional, a nanotecnologia pode ser considerada
uma alternativa viavel uma vez que aumenta a durabilidade dos componentes —
principalmente de substancias volateis, como os 6leos essenciais — e possibilita uma
liberagdo controlada dos ingredientes ativos. Diversos estudos vém sendo feitos
sobre a impregnacéo de nanoparticulas em téxteis (ABOU-OKEIL et al., 2012). Para
aumentar a eficacia da incorporagcéo dessas substancias, € imprescindivel conhecer
o substrato com o qual se deseja trabalhar. De acordo com Alcantara; Daltin (1996),
a propriedade do fio que constitui tecido, por exemplo, carater hidrofilico (algodéo)
ou hidrofébico (polipropileno) afeta diretamente também na adsor¢do de

substancias.
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O téxtil selecionado para os estudos do presente trabalho é o tecido
naotecido (TNT). Esses materiais sdo amplamente empregados em estruturas para
uso higiénico devido a sua capacidade de absorcdo de fluidos, descartabilidade,
conforto e facilidade de fabricacdo do produto absorvente. Apesar de serem
constituidos de fibras ou fibrilas, os TNT diferem-se dos tecidos téxteis, pois suas
fibras ndo séo tricotadas, tecidas ou entrancadas (DRELICH, 1981; PURDY, 1983;
ALCANTARA; DALTIN, 1996; HUTTEN, 2007). De acordo com a NBR-13370:2002,
0 nédotecido é uma "estrutura plana, flexivel e porosa, constituida de véu ou manta
de fibras, ou filamentos, orientados direcionalmente ou ao acaso, consolidada por
processo mecanico (friccdo) e/ou quimico (adesdo) e/ou térmico (coesao), ou
combinac¢des destes"” (ABNT, 2002, p. 4).

A incorporacdo de substancias no TNT ja € conhecida em curativos para
queimaduras (VARLEY; BARNETT,; SCALES, 1981; YANG; LIN, 2004; CHEN et al.,
2005; CHEN; LEE, 2008; HONG et al., 2008; ABOU-OKEIL et al., 2012; CHINTA et
al., 2012). Entretanto, a ampla utilizacdo deste material no setor de higiene vem
impulsionando novos estudos de impregnacao para aplicacdo em outros produtos
como absorventes higiénicos, lencos umedecidos, fraldas e palmilhas (UNITIKA
LTD, 1993A; UNITIKA LTD, 1993B; CORD CONTRACT RESEARCH UND
DEVELOPMENT GMBH, 2000; GRAY; MINOGUCHI; P&G, 2000; BOH; KNEZ,
2007; MIBELLE AG, 2008; ABIGO MEDICAL AB et al., 2009; AHAMED et al., 2012;
SHENZHEN YANQIAN TECHNOLOGY CO LTD, 2013; Vi F47 3 LA AR A ],

2013; P&G, 2014).

Na literatura, diversos métodos de impregnacado ja foram descritos. Até o
momento, ndo foi encontrado um método especifico para incorporacdo de
nanoparticulas lipidicas em TNT. Sendo assim, foi feita uma breve revisdo de
publicacdes cuja metodologia abrange diferentes substancias, substratos e formas
de aplicacdo. Boh; Knez (2007) impregnaram TNT com microcapsulas com a
utilizacdo de uma bacia de impregnacgéo (banho) sem demais detalhes acerca da
metodologia. Abou-Okeil e colaboradores (2012) mantiveram amostras de TNT em
uma solucédo de nanoparticulas de prata durante 30 minutos. Transcorrido o tempo
de banho, as amostras foram prensadas entre dois papéis-filtro para remover o
excesso de solucao e foram secas por 5 minutos a uma temperatura de 100 °C. De

acordo as conclusdes, ambas as técnicas obtiveram resultados satisfatorios.
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Assumpgdo (2012) utilizou o banho como método para impregnar
nanoparticulas em téxteis. Amostras de algoddo e poliéster foram imersas em
dispersdes aquosas e mantidas sob agitacdo magnéticas em diferentes tempos:
0,25; 0,5; 2,5; 6 e 24 horas. Posteriormente, os tecidos foram secos a temperatura
ambiente por 24 horas. Como a quantidade do ativo ndo variou com o aumento do
tempo de imerséao, foi determinado que 0,25 horas eram suficientes para impregnar

as nanoparticulas nos tecidos.

Para a impregnacao de microcapsulas, Rossi (2012) adaptou o processo de
tingimento de tecidos por esgotamento descrito por Salem (2010). As amostras de
algodao e poliéster foram imersas em solugcdo aquosa e mantidas sob agitacdo
mecanica de 200 rpm por 2, 4 e 24 horas. ApOs a impregnacao, os tecidos foram
secos em dessecador por 24 horas. Em andlise realizada por MEV, foi determinado

que o tempo de banho necessario para impregnar as microcapsulas era de 24 horas.

Forgearini (2014) avaliou a aspersdao como meétodo para impregnar uma
suspensdo de nanocdpsulas em algoddo e poliéster. As formulacdes foram
borrifadas 1, 3 e 5 vezes sobre as amostras de tecidos a fim de determinar a melhor
quantidade impregnada apés aplicacdo. A quantidade tedrica de ativo foi feita pela
verificacdo da massa dos tecidos — antes e depois da aplicacdo do produto — e pela
densidade relativa das formulacbes. Feitas as andlises, determinou-se que 3

borrifadas eram suficientes para impregnar a suspenséao nos tecidos.

Na patente depositada por Falkowski e colaboradores (2011), sugere-se que
a micro- ou nanoemulsao aquosa contendo substancias benéficas para a pele seja
pulverizada diretamente sobre o téxtil. Os autores recomendam a utilizacdo de uma
pressdo inferior a 200 bar (2900,75 psi). Beretta e colaboradores (2016)
pulverizaram uma formulagdo de microcdpsulas diluida em &agua e resina

diretamente sobre as amostras com uma pressao de 2 a 3 bar (30 a 43 psi).

Alguns autores ainda sugerem um tratamento preliminar do tecido naotecido
a fim de remover substancias residuais (GUPTA, 2002). Yang e colaboradores
(2003), Yang; Lin (2004) e Abou-Okeil e colaboradores (2012) utilizaram &agua
destilada e ultrassom para lavar o tecido ndotecido o qual foi seco sob pressdo
reduzida. Chen e colaboradores (2005) e Chen e colaboradores (2006) lavaram o
ndotecido em solucdo de 95% de alcool durante uma noite antes de utilizd-lo nos

ensaios. Os autores ndo especificaram o método de secagem.
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3 MATERIAIS E METODOS

Embora existam diversas opcbes para a higienizacdo da regido intima
feminina, alguns produtos disponiveis no mercado possuem em sua COMpPOSIcao
substancias cujos possiveis efeitos no organismo ainda sdo questionados e
estudados por pesquisadores. Assim, no presente trabalho foi proposto o
desenvolvimento de uma formulacdo de base nanotecnoldgica constituida de
substancias de origem vegetal, bem como sua aplicacdo nos produtos finais. A
metodologia utilizada consiste na obtencdo, caracterizacdo e aplicacdo de
carreadores lipidicos nanoestruturados em produtos para a higiene intima feminina
(Figura 4).

Figura 4 — Fluxograma das etapas contempladas nos procedimentos experimentais.
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Fonte: do autor.
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Foram realizados estudos preliminares da composi¢ao a fim de determinar
0S componentes a serem utilizados na formulagdo. Tanto as composicdes
preliminares, quanto a final foram submetidas a ensaios de caracterizacdo e de
estabilidade. Para o desenvolvimento da cobertura dos protetores diarios, foi
realizada a caracterizacdo de produtos similares (protetores diarios disponiveis no
mercado) e do material utilizado na presente pesquisa. Por fim, a aplicagcdo da
substancia desenvolvida no material foi realizada a partir de uma série de ensaios
para determinar 0 método que estivesse em consonancia com a proposta deste

trabalho.

3.1 TESTE PILOTO: PRODUCAO DE DISPERSOES AQUOSAS DE CLN
UTILIZANDO COMO MATRIZ LIPIDICA MANTEIGA DE CACAU OU
MANTEIGA DE CUPUACU

Como estudo preliminar, foram avaliadas duas formulacées de dispersdes
aquosas de CLN. A primeira composi¢cdo tem como matriz lipidica a manteiga de
cacau (Theobroma cacao L.), adquirida na empresa Delaware (Porto Alegre, RS), e
a segunda, a manteiga de cupuacu (Theobroma grandiflorum), da empresa Inovam
(Porto Velho, RO). Como substancia ativa de ambas as formulacdes, utilizou-se o
0leo de melaleuca (Melaleuca alternifolia), da empresa Sigma Aldrich (Sao Paulo,
SP). Além desses componentes, foram acrescentados: &cido citrico (CRQ -
Diadema, SP), como regulador de pH; hidroxitolueno butilado (Delaware — Porto
Alegre, RS), como antioxidante; polissorbato 80 (Henrifarma — S&o Paulo, SP), como
agente tensoativo; imidazolinidil ureia (Alpha Quimica — S&o Paulo, SP), como
conservante; e agua destilada. Vale ressaltar que os aditivos supracitados
(hidroxitolueno butilado, polissorbato 80 e imidazolinidil ureia) constam no
Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira e, portanto, estdo autorizados a
serem utilizados (ANVISA, 2012). A concentracdo de cada componente foi
determinada a partir de estudos realizados por outros autores conforme consta na
Tabela 6.
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Tabela 6 — Teste piloto: concentracdo dos componentes das formulacdes de CLN.

Fase Componente Conc. (%p/v) Autor
Manteiga de Cacau 8 Bueno, et al. (2013)

Lipidica Manteiga de Cupuacu 8 Colomé, et al. (2010)
Hidroxitolueno butilado (BHT) 0,05 Bueno, et al. (2013)
Oleo de Melaleuca 1,5 Univ Northwest A & F (2012)
Polissorbato 80 (Tween 80) 2 Bueno et al. (2013)

Aquosa Imidazolinidil Uréia 0,1 Beraldo (2013)
H,0 g.s.p. 100 -

- Acido citrico 1 Medicis Pharm Corp, et al. (2014)

Fonte: do autor.

Para a obtencéo das dispers@es aquosas de CLN foi utilizado o método de
homogeneizacdo a alta pressdo conforme descrito por Colomé e colaboradores
(2010), Assumpcéo (2012), Bueno e colaboradores (2013) e Svetlichny e
colaboradores (2015). O processo foi seccionado em quatro etapas: (i) preparacao
da fase oleosa, (ii) preparacdo da fase aquosa, (iii) homogeneizacdo da formulacéo

e (iv) adicdo do &cido citrico.

A fase oleosa (i) foi obtida colocando-se, primeiramente, a manteiga de
cacau em banho-maria a uma temperatura de 40 'C até a sua completa fuséo. A
seguir, mantendo-se a temperatura constante, acrescentou-se o hidroxitolueno
butilado (BHT), o qual permaneceu em agitador magnético até que estivesse
totalmente dissolvido na manteiga de cacau. Por fim, foi adicionado o 6leo de

melaleuca.

A fase aquosa (i) iniciou com a dissolucéo do Tween 80 em 4gua destilada a
uma temperatura de 40 'C. Entdo, a temperatura foi elevada para 45-50 C e
acrescentou-se a imidazolinidil ureia. A solucdo permaneceu em agitador magnético

até que todos os componentes estivessem homogeneamente dispersos.

Na etapa seguinte (iii), a fase aquosa foi vertida na fase oleosa e a
homogeneizagao da solucéo foi realizada no dispersor Ultraturrax T25, da empresa
Ika, Alemanha. Foi necesséario um ciclo de 11000 rpm durante 1 min, seguido por
outro ciclo de 13000 rpm por mais 1 min. Deste processo resultou uma emulséo
grosseira. A emulsao obtida foi submetida a homogeneizacao a alta presséo (Panda

2K NS1001L, Niro Soavi, Italia). Foram empregados 3 ciclos utilizando-se uma
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pressdo de 220 bar. Para a obtencéo das dispersées de CLN com a manteiga de
cupuagu como matriz lipidica, foram repetidas as etapas i, ii e iii.

Como o efeito do acido citrico era desconhecido, este regulador de pH foi
adicionado (iii) a uma fracdo de cada emulsdo para fins de comparacdo. As
amostras foram denominadas como nanocarreadores lipidicos de Theobroma cacao
L. (NLC), nanocarreadores lipidicos de Theobroma cacao L. com acido citrico
(NLCc), nanocarreadores lipidicos de Theobroma grandiflorum (NLG),
nanocarreadores lipidicos de Theobroma grandiflorum com acido citrico (NLGc). As
andlises para caracterizacdo e determinacdo da estabilidade fisico-quimica das
quatro formulacdes foram realizadas conforme descrito nos itens 3.4.1 Determinacéo
do pH, 3.4.2 Determinacdo do didmetro de particula, 3.4.3 Potencial zeta e 3.4.4
Estabilidade das dispersdes de CLN.

3.2 PRODUGCAO DA DISPERSAO AQUOSA DE CLN ALFA-B*

A partir das andlises realizadas com as dispersées supracitadas (NLC,
NLCc, NLG e NLGc), a formulacdo foi otimizada no intuito de ampliar suas

propriedades benéficas para a saude intima feminina (Tabela 7).

Tabela 7 — Concentracdo dos componentes da dispersdo aquosa de CLN Alfa-b.

Fase Componente Conc. (%p/v)

Manteiga de Cupuagu 8

BHT 0,05
Lipidica 3

Oleo de Melaleuca 1,5

a-Bisabolol 0,15

Tween 80 2
Aguosa Imidazolinidil Uréia 0,1

H,0O g.s.p. 100
- Acido citrico 1

Traduzido de Pohlmann, Paese, Guterres (2016).

* As informacdes contidas neste item estdo publicadas em Pohlmann, Paese, Guterres
(20186).
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Foi determinada a utilizacdo da manteiga de cupuagu como matriz lipidica e
foi adicionado o alfa-bisabolol (Fagron — Sdo Paulo, SP) como mais um componente
ativo. Essa formulacéo foi denominada "Alfa-b". A concentracéo do alfa-bisabolol foi
determinada com base na patente de Feedback Trayer SL (2010). A disperséo
aquosa de CLN Alfa-b foi obtida pelo método de homogeneizacédo a alta pressao
seguindo a metodologia descrita no item 3.1.

3.3 PRODUCAO DA DISPERSAO AQUOSA DE CLN PHEETOCARE

ApoGs analisar a dispersdo com alfa-bisabolol, a formulagdo foi otimizada
para ampliar ainda mais suas propriedades benéficas para a saude intima feminina
(Tabela 8). Para tanto, foram incorporados o resveratrol (Reativo — Porto Alegre, RS)
e 0 Oleo de semente de uva (Delaware — Porto Alegre, RS). A concentracao dos
componentes ativos acrescentados foi determinada com base em Coradini e
colaboradores (2015). Essa formulacao foi denominada "Pheetocare”. A disperséo
aguosa de CLN Pheetocare foi obtida pelo método de homogeneizacdo a alta
pressdo seguindo a metodologia descrita no item 3.1. Entretanto, a etapa de
homogeneizagdo a alta presséo foi realizada no equipamento Emulsiflex-C3, da

Avestin (Canada). Foram empregados 3 ciclos a uma pressao de 500 bar.

Tabela 8 — Concentracdo dos componentes da disperséo aquosa de CLN Pheetocare.

Fase Componente Conc. (%p/v)
Manteiga de Cupuacu 8
BHT 0,05
Oleo de Melaleuca 1,5

Lipidica a-Bisabolol 0,15
Resveratrol 0,05

Oleo de semente de uva 1,6

Etanol 7,89

Tween 80 2
Aquosa Imidazolinidil Uréia 0,1

H,O g.s.p. 100
- Acido citrico g.s. 4,0

Fonte: do autor.
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3.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS FORMULACOES

3.4.1 Determinacéo do pH

A andlise de pH das dispersdes foi realizada utilizando-se o pHmetro
Digimed (modelo DM-22) previamente calibrado com tampéo 4,0 e 7,0. A medigéo
foi feita diretamente nas suspensdes nos tempos 0, 7, 15 e 30 dias. As amostras
permaneceram em ambiente controlado, ao abrigo da luz, com Umidade Relativa de
65 £ 5% e temperatura de 25 = 2 °C.

3.4.2 Determinacado do diametro de particula

A distribuicdo de tamanho de particula foi obtida por difratometria de laser
(equipamento Mastersizer® 2000, Malvern). Foram utilizados como parametros o
indice de refracdo das manteigas de 1,47 e um espectro de leitura entre 0,02 e 2000

pm.

O diametro baseado no volume (dsz) foi utilizado como diametro médio.
Medidas do diametro de particulas correspondentes a 10%, 50% e 90% da
distribuicdo acumulada (do 1, dos € doo, respectivamente) também foram realizadas.
Por meio dessas medidas foi realizada a determinacdo do span, definido como uma
medida da dispersdo granulométrica, sendo calculado pela equacdo 1 (CHEN;
DAVIS, 2002):

doo—d
span = 0,9~ 40,1

1)

do,s

As formulagdes propostas tiveram seu z-average e indice de polidisperséo
(PDI) determinados por meio de espalhamento de luz dinamico (DLS). Ambas as

anélises foram realizadas no equipamento Zetasizer® nano-ZS (modelo ZEN 3600,
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Malvern) apoés diluicdo das dispersdes 1000 vezes (v/v) em agua destilada filtrada
por membrana de 0,45 um Millipore®.

3.4.3 Potencial zeta

O potencial zeta das formulacdes contendo o0s nanocarreadores foi
determinado pelo equipamento (Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600, Malvern)
que faz a medida da mobilidade eletroforética. As dispersdes foram diluidas 1000
vezes (v/v) em solugdo de NaCl 10 mM filtrado (membrana de 0,45 pm Millipore®).

Os resultados foram obtidos pela média de trés determinacdes.

3.4.4 Estabilidade das dispersdes de CLN

As dispersdes de CLN (NLC, NLCc, NLG e NLGc) foram avaliadas quanto a
estabilidade com base no diametro médio de particula (medido por difratometria de
laser e espalhamento de luz dindmico), bem como potencial zeta e pH nos tempos 0,
15 e 30 dias. A dispersdo de CLN Alfa-b foi submetida & mesma avaliacéo,
entretanto, nos tempos 0, 7, 15 e 30 dias. Ja para a dispersao de CLN Pheetocare

foi avaliada nos tempos, 0, 7, 14, 21 e 28 dias.

As formulacdes ficaram armazenadas em camara climatica modelo
MA835/F-172, marca Marconi Equipamentos para Laboratérios Ltda. De acordo com
as diretrizes para ensaios de Estabilidade Acelerada do Guia de Estabilidade de
Produtos Cosmeéticos (ANVISA, 2004), as formulacdes devem permanecer em
ambiente controlado com Umidade Relativa de 65 + 5% e temperatura de 37 = 2 °C.
Entretanto, o parametro da temperatura foi alterado para 25 = 2 °C, ja que a
manteiga de cupuacu possui ponto de fusdo de 33 °C e temperaturas elevadas

poderiam alterar principalmente parametros fisicos das formulagées.
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3.4.5 Teor de resveratrol na dispersdo aquosa de CLN Pheetocare

O teor de resveratrol foi determinado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). O método analitico empregado para quantificacdo do resveratrol
empregou fase mével acetonitrila:agua (1:1) acidificada a pH 3,0 com acido acético
10% contendo perclorato de tetrabutilaménio (0,05 % p/v), vazdo de 0,6 mL/min e
comprimento de onda de deteccéo de 305 nm; coluna RP-18 (150 mm X 4,6 mm X 5

um, 110 A), com pré-coluna.

Para esse experimento foi realizado uma curva de resveratrol em acetonitrila
na concentracdo de 2,5 a 12,5 pg/mL, a qual se mostrou linear (r? = 0,9992). Esses
valores foram utilizados para determinar o teor de resveratrol na dispersao aguosa
de CLN Pheetocare durante a andlise de estabilidade, realizada em triplicata de

lotes nos tempos de 0, 7, 14, 21 e 28 dias.

Para os experimentos de lavabilidade, permeacdo e penetracdo de
resveratrol na mucosa vaginal suina o mesmo método analitico foi empregado.
Porém, a curva de resveratrol foi obtida no tampéo utilizado nos experimentos, a
linearidade foi comprovada na faixa de 0,1 a 2,5 pg/mL (r? = 0,9951) com baixo limite

de deteccéo e quantificacdo: 0,011 e 0,037 pg/mL, respectivamente.

3.5 PRODUCAO E ESTABILIDADE DO SABONETE

Para a producao do sabonete, lauril éter sulfosuccinato de sédio (Delaware —
Porto Alegre, RS), como tensoativo, e hidroxietilcelulose (Delaware — Porto Alegre,
RS), como espessante, foram incorporados a dispersédo aquosa de CLN Pheetocare.
Para identificar o comportamento dos CLN frente a esse incremento, trés
formulacbes com diferentes concentracdes de lauril éter sulfosuccinato de sodio (1,
2 e 5 % [p/p]) foram avaliadas quanto a estabilidade com base na distribuicdo do
tamanho de particula (medido por difratometria de laser) nos tempos 0, 15 e 30 dias.

A concentracao da hidroxietilcelulose foi mantida em 0,5 % (p/p).
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3.6 ENSAIOS IN VITRO DA DISPERSAO AQUOSA DE CLN PHEETOCARE

3.6.1 Analise da lavabilidade em mucosa vaginal suina

O ensaio de lavabilidade foi realizado conforme metodologia descrita por
Frank e colaboradores (2014). Para tanto, foram utilizadas mucosas vaginais frescas
de suinos. Essas mucosas foram obtidas por meio de doacdo do Frigorifico

Borrussia, localizado em Osorio, RS.

Uma célula de Franz adaptada (Figura 5), com 2,5 mL de solu¢do tampéao
(pH 4,0) no meio receptor, foi montada utilizando a mucosa vaginal como
membrana. Sobre a mucosa foram aplicados 100 pL da formulacdo e mantidos por
60 min para que a adesividade fosse avaliada posteriormente (CONTRI et al., 2014).
Apés esse intervalo de tempo, a camara doadora recebeu uma corrente da solugéo
tampao pH 4,0 (mantido sob agitacdo constante a 37°C) a um fluxo de 0,2 mL/min

mantido por uma bomba de fluxo (modelo 420, Kontron Instruments, Milao, I).

O valor do fluxo, bem como o pH e a temperatura da solucdo tampao foram
ajustados de forma a simular a acado de remocéao do fluido vaginal (VALENTA et al.,
2005). A solugcéo de lavagem foi coletada a cada 10 min durante 1 hora e, em

seguida, a cada 30 min durante 4 horas, totalizando 5 horas de experimento.

Figura 5 — Desenho esquematico da célula de Franz utilizada na analise de lavabilidade.

MEIO

.....................

RECEPTOR .- |
Fonte: do autor.
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Além disso, apos o tempo final de experimento (300 min), foi coletada uma
amostra de 1 mL do meio receptor da célula de Franz. Desta forma, foi possivel
guantificar a permeacao do resveratrol durante a andalise de lavabilidade. Ainda, a
mucosa foi tratada com acetonitrila para total extracdo do resveratrol e determinacgéao

da quantidade de substancia ativa penetrada e retida na mucosa.

Como controle, repetiu-se a analise de lavabilidade utilizando uma solugéo
(denominada RESV) contendo resveratrol livre como marcador. Para a preparacao
da solucdo RESV, 10 mg de resveratrol e 2,5 mL de etanol foram adicionados em
baldo volumétrico de 25 mL, o qual permaneceu em ultrassom por 60 segundos. E
entdo, completou-se o baldo volumétrico com solucéo tampéao pH 4,0. O resveratrol
foi quantificado seguindo metodologia analitica descrita no item 3.4.5 Teor de
resveratrol na dispersao aquosa de CLN Pheetocare.

Para comparar as formulagcbes contendo resveratrol encapsulado ou na
forma livre a &rea sob a curva (AUC) obtida entre os tempos 20 e 240 minutos foi

calculada pelo método trapezoidal.

3.6.2 Analise da permeacdo em mucosa vaginal suina

Semelhantemente, para o ensaio de permeacado, também foi utilizada uma
célula de Franz adaptada (Figura 6), com 2,5 mL de solucédo tampé&o (pH 4,0) no
meio receptor. A célula foi montada com mucosa vaginal fresca, sobre a qual foram
aplicados 100 pL da formulacdo. A célula de Franz permaneceu em banho a 37°C e

agitacdo constante.

Uma quantidade de 40pL de solucdo tampédo do meio receptor foram
coletadas a cada 30 min, durante 4 horas. Em seguida, mais duas coletas foram
feitas com intervalo de 60 minutos e a ultima coleta foi realizada apoés 120 minutos,
totalizando 8 horas de experimento. A determinagao da duracao deste experimento
ultrapassou o tempo de 4 horas, considerado adequado para permanéncia com o
mesmo absorvente higiénico (FEBRASGO, 2009). Essa deciséo permitiu verificar as

consequéncias de um uso prolongado quanto a seguranc¢a da formulagcéo proposta.

67



Figura 6 — Desenho esquematico da célula de Franz utilizada na andlise de permeacéo.

MEIO
DOADOR

FLUIDO

MEIO

Fonte: do autor.

Apés cada coleta, a solucdo tampdao foi imediatamente reposta (40 uL) de
modo que a condicdo sink™® do experimento fosse mantida. O resveratrol foi

quantificado seguindo metodologia analitica descrita no item 3.4.5.

Como controle, repetiu-se a analise de permeacdo utilizando a solucéo
RESV, a qual contém resveratrol livre como marcador. A solucdo controle foi
preparada conforme relatado na andlise de lavabilidade (item 3.6.1).

3.6.3 Analise da penetragcdo em mucosa vaginal suina

O teor do resveratrol penetrado foi quantificado diretamente da mucosa
vaginal utilizada para o experimento de permeacdo (FRANK et al., 2014). Apés o
tempo final de 480 minutos de experimento a mucosa vaginal foi removida da célula
de Franz e tratada com 4 mL de acetonitrila durante 2 minutos. Em seguida, essas
amostras foram mantidas em ultrassom durante 15 minutos a temperatura ambiente
e submetidas a centrifugacdo para separar os residuos de tecido a partir do
sobrenadante. O fluido resultante foi filtrado por uma membrana de 0,45 pm
Millipore® e submetidos a quantificagéo utilizando metodologia analitica descrita no

item 3.4.5.

1o Condicao definida como 5 a 10 vezes do volume de saturacdo dentro de uma faixa de 500
a 100 mL (ABDOU, 1989).
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3.6.4 Anédlise estatistica

Os resultados obtidos nos diversos experimentos foram analisados
estatisticamente por meio do teste de analise de variancia (ANOVA), que permite
identificar a existéncia (ou ndo) de diferencas significativas entre as médias dos
valores observados em um conjunto de amostra. O nivel de significAncia utilizado foi
a = 0,05. Quando identificadas diferengas significativas (a < 0,05) para as analises
experimentais realizadas, aplicou-se a comparacdo multipla de médias para
identificar quais os grupos de médias que diferem estatisticamente dos demais. Para
tanto, foi utilizado o teste Pos-Hoc de Tukey (a = 0,05). Todas as analises

estatisticas foram efetuadas com ajuda do software IBM® SPSS® Statistics 24.0.

3.6.5 Ensaio de irritacdo em modelo de HET-CAM

A metodologia utilizada para avaliar o potencial de irritacdo da disperséo de
CLN Pheetocare por HET-CAM foi descrita por Katzer e colaboradores (2014). O
teste foi realizado em ovos no décimo dia de encubacgdo, os quais foram doados
pelo Departamento de Zootecnica (Faculdade de Agronomia, UFRGS). O ensaio é
baseado na observacdo de fenbmenos de alteragcéo circulatéria como hemorragia,
vasoconstricdo e coagulacao, resultando em uma escala que considera o potencial

de irritacdo da formulagéo.

As cascas dos ovos foram abertas onde ha a camara de ar, a membrana
interna foi removida e 300 pL da formulacdo foram aplicados diretamente sobre a
membrana corio-alantdide (n = 5). Considerando a opacidade da formulacéo, a
membrana corio-alantdide foi lavada com uma solucéo salina 20 segundos apos a
aplicacao e, entdo, o tempo da primeira ocorréncia de fendmenos de irritacdo foi
monitorado durante 300 segundos. Como controle positivo, foram testados 0,1 M
NaOH, que provoca hemorragia e coagulagéo, e 0,1 % de lauril sulfato de sédio, que

provoca vasoconstricdo. Para o controle negativo, foi utilizado 0,9 % de NacCl.
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A escala de irritagéao (El) foi determinada de acordo com a equagao 2:

5 (301—-t hemorragia) n 7 (301—t vasoconstricio) + 9 (301-t coagulagio)
300 300 300

El =

2)

As observacbes foram classificadas como n&o irritantes (0 - 0,9);
ligeiramente irritante (1 - 4,9); moderadamente irritante (5 - 8,9); e extremamente
irritante (9 - 21).

3.7 CARACTERIZACAO DO TECIDO NAOTECIDO (TNT)™®

A caracterizacdo do TNT teve como ponto de partida a analise da
composi¢do quimica, morfologia e taxa de capilaridade da cobertura de 6 protetores
diarios disponiveis no mercado. Esse estudo possibilitou estabelecer um parametro

de comparacao acerca das caracteristicas do produto desenvolvido nesta pesquisa.

A analise da composicdo quimica foi realizada por Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier com Reflectancia Total Atenuada
(FTIR/ATR). Para tanto, foi utilizado o equipamento modelo Spectrum 100, marca
Perkin-Elmer®, foram feitas 16 leituras cumulativas de cada amostra de material, em

uma faixa de frequéncia entre 4000-650 cm™, no modo de transmiss&o.

A morfologia das coberturas foi analisada por meio de imagens obtidas pelo
Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV). Foi utilizado o equipamento modelo TM
3000, marca Hitachi®. Foram feitas ampliacdes de 50 e 250 vezes. Essas imagens
possibilitaram averiguar aspectos relacionados com a estrutura e fabricacdo dos

materiais utilizados nos protetores diarios.

Dentre os ensaios elaborados pela ABNT para a absorcdo de agua, a taxa
de capilaridade mostrou-se adequada para avaliar este parametro nos tecidos
naotecidos. Tendo em vista que este material esta diretamente em contato com a
pele, & de fundamental importancia que o liquido (seja muco, urina, sangue ou suor)

flua rapidamente através da estrutura do tecido néotecido, evitando o acumulo de

% As informacdes contidas neste item estdo publicadas em Pohlmann (2016) e em
Pohlmann, Paese, Guterres (2016).

70



umidade na regido. A medicdo da taxa de capilaridade foi realizada com base na
NBR-13735:2006 (ABNT, 2006). Neste método, amostras de TNT foram
parcialmente imersas em agua destilada e, durantes os tempos de 10, 30 e 60

segundos, registrou-se a altura do liquido na secdo emersa do tecido.

Depois de realizadas as andlises nas coberturas dos protetores diarios
disponiveis no mercado, a caracterizacdo foi feita no TNT que servira como
substrato para aplicacdo das formulagbes desenvolvidas na presente pesquisa. O

tecido foi adquirido da empresa Omega Fraldas, em Porto Alegre.

3.8 IMPREGNACAO DAS DISPERSOES AQUOSAS DE CLN NO TNTY

Conforme relatado no item 2.6, ndo hd um método especifico para a
incorporacdo de nanoparticulas lipidicas em tecido néotecido. Desta forma, foi
necessario testar diferentes processos a fim de verificar aquele mais adequado para

a proposta desta pesquisa.

O procedimento de impregnacao teve inicio com o tratamento prévio do
tecido naotecido. O tecido foi preparado conforme diretrizes da NBR-13735:2006.
Assim, amostras de tecido com dimensfes de 30 x 100 mm foram divididas em
grupos identificados para posterior avaliacdo. O grupo 1 ndo passou por tratamento;
o grupo 2 foi lavado com agua destilada em ultrassom durante 12 horas (YANG et
al., 2003; YANG,; LIN, 2004; ABOU-OKEIL et al., 2012); e o grupo 3 foi lavado com
solucéo de alcool 95% em agitador magnético durante 12 horas (CHEN et al., 2005
e CHEN et al., 2006). Todas as amostras permaneceram em temperatura ambiente
durante 24 horas para, entdo, serem submetidas aos mesmos processos de
impregnacao. Desta forma, torna-se possivel avaliar se o tratamento prévio resulta

em diferencas na incorporacao dos carreadores lipidicos nanoestruturados no TNT.

O primeiro método de impregnagdo foi o banho de imersédo realizado
conforme descrito por Assumpcao (2012) e Rossi (2012). As amostras de TNT foram

imersas em 50 mL de dispersdo aquosa de CLN e mantidas sob agitacdo magnética.

7 As informacdes contidas neste item estdo publicadas em Pohlmann, Paese, Guterres
(20186).
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Para Assumpcédo (2012), o tempo necessario para impregnacédo foi de 0,25 horas,
enguanto que para Rossi (2012), 24 horas.

O segundo método ensaiado foi aspersao por ar comprimido (BERETTA et
al., 2016). Para tanto, a formulacéo foi utilizada com sua concentracdo original e 8
mL foram aspergidos sobre as amostras com uma pressao de 116 psi (8 bar). As

amostras foram secas em temperatura ambiente por 24 horas.

Os procedimentos de impregnacao foram realizados utilizando os CLN e os
CLN Pheetocare. Para fins de comparacdo amostras de TNT também foram
impregnadas com suspensdes de controle, as quais continham os ingredientes
ativos livres dos CLN Alfa-b (manteiga de cupuacu, 6leo de melaleuca, alfa-bisabolol
e acido citrico) e dos CLN Pheetocare (manteiga de cupuacu, 6leo de melaleuca,

alfa-bisabolol, acido citrico, resveratrol e 6leo de semente de uva).

A impregnagdo do TNT com a dispersdo aquosa de CLN Pheetocare
possibilita a obtencdo de um absorvente intimo cuja interface (tela polimérica, vide
Figura 1) € enriquecida com componentes que ajudam na manutencdo da saude
intima e do bem estar da mulher. Para a producdo dos lencos umedecidos, cujo
substrato para impregnacdo também é o TNT, foi utilizada a formulacdo do

sabonete, conforme descrito a seguir.

3.9 PRODUCAO DOS LENCOS UMEDECIDOS

Para a producédo dos lencos umedecidos, a formulacdo de sabonete mais
estavel (indicada no item 4.4 Producéo e estabilidade do sabonete) foi impregnada
no tecido naotecido. O procedimento de impregnacdo foi realizado conforme o
método mais adequado para os materiais utilizados nesta pesquisa, conforme

descrito no item 4.8 Impregnacao da dispersédo aquosa de CLN Pheetocare no TNT.

Ap6s verificar a viabilidade da produgcdo de uma dispersdo aquosa de CLN
com propriedades de origem vegetal, bem como o método mais adequado para
impregnacdo dessa formulagcdo em produtos para higiene intima feminina, foram
desenvolvidas as embalagens do sabonete, dos protetores diarios e dos lencos
umedecidos. Para a criacdo deste material gréafico, foram utilizados como referéncia
aspectos relacionados a mulher e a natureza conforme consta no Apéndice A.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TESTE PILOTO: CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA E ESTABILIDADE
DAS DISPERSOES AQUOSAS DE CLN

A composicdo das dispersdes de CLN a ser empregada nos produtos
desenvolvidos neste trabalho teve como ponto de partida a selecdo da manteiga
(cacau ou cupuagu) e a utilizagdo, ou ndo, de &cido citrico. Sendo assim, foram
conduzidos testes de estabilidade nos tempos 0, 15 e 30 dias, a fim de avaliar as

caracteristicas fisico-quimicas de diferentes formulacdes.

A Tabela 9 relaciona as caracteristicas de diametro médio e span das
formulacBes de carreadores lipidicos nanoestruturados. O didmetro médio baseado
no volume (D [4,3]) foi utilizado como parametro para avaliagdo da distribuicdo de
tamanho médio das particulas e o span como representativo da distribuicdo

granulométrica.

Tabela 9 — Didmetro médio das particulas e distribuicdo granulométrica das formulacdes NLC, NLCc,

NLG e NLGc.
0 dias 15 dias 30 dias
D [4,3] (hm) span D [4,3] (hm) span D [4,3] (hnm) span
NLC 195+0,57 1,860,002 200 1,860,005 199+0,57 1,860,002
NLCc 193 1,85+0,003 196 1,87+0,008 198+0,57 1,87+0,004
NLG 185+0,57 1,78+0,004 207+0,57 2,01+0,004 186+0,57 1,78+0,001
NLGc 187+0,57 1,80+0,001 210+0,57 2,04+0,004 186+0,57 1,78+0,001

Obs: As analises foram realizadas nos tempos de 0, 15 e 30 dias. Os resultados representam a média
e o desvio padrdo da medida de 3 lotes. A sigla D [4,3] refere-se ao didametro médio baseado no
volume e o valor é dado é nanémetros. O span refere-se a distribuicdo granulométrica. A sigla NLC
refere-se aos nanocarreadores lipidicos de Theobroma cacao L.; NLCc, nanocarreadores lipidicos de
Theobroma cacao L. com &cido citrico; NLG, nanocarreadores lipidicos de Theobroma grandiflorum; e
NLGc, nanocarreadores lipidicos de Theobroma grandiflorum com &cido citrico. Fonte do autor.

Os valores de diametro médio (D [4,3]) obtidos com o teste de estabilidade
confirmam que, durante o periodo analisado, as particulas da formulagdo se mantém
estaveis e em escala nanométrica, ou seja, entre 50 e 1000 nm (ZUR MUHLEN;
SCHWARZ; MEHNERT, 1998). Essa informacao é corroborada pela Figura 7. Além
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disso, esses valores estdo muito préximos aos resultados descritos por autores que
também produziram nanoparticulas lipidicas: Colomé e colaboradores (2010)
obtiveram particulas com 144 nm; Assumpc¢ao (2012), 133 nm; e Svetlichny e
colaboradores (2015), 130 nm.

A distribuicdo do tamanho de particulas dos nanocarreadores lipidicos foi
determinada por difratometria de laser (Figura 7a) e por espalhamento de luz
dindmico (Figura 7b). As formulacdes produzidas com manteiga de cacau, com e
sem acido citrico, apresentaram um diametro médio estavel ao longo do tempo: a

distribuicdo permaneceu monomodal, sem a presenca de populacdes micrométricas.

Figura 7 — Distribuicdo do tamanho de particula dos nanocarreadores lipidicos de manteiga de cacau.
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O diametro médio determinado por difratometria de laser (a), sempre inferior a 1 um, indica que nao
h& presenca de populagdes micrométricas. E a técnica de espalhamento de luz (b), em escala
nanomeétrica, indica que o diametro médio permaneceu estavel durante o periodo de analise. As
formulag8es com &cido citrico (NLCc) e sem acido citrico (NLC) foram avaliadas apés 0, 15 e 30 dias
do preparo. Os resultados representam a média da medida de 3 lotes. Fonte do autor.
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Os nanocarreadores lipidicos produzidos com manteiga de cupuagu também

tiveram a distribuicdo do tamanho de particulas avaliada por difratometria de laser e

espalhamento de luz (Figura 8). As formula¢cbes apresentaram um diametro médio

estavel ao longo do tempo: a distribuicdo permaneceu monomodal, sem a presenca

de populagbes micrométricas.

Figura 8 — Distribuicdo do tamanho de particula dos nanocarreadores lipidicos de manteiga de

cupuagu.
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O diametro médio determinado por difratometria de laser (a), sempre inferior a 1 um, indica que nao
h& presenca de populagdes micrométricas. E a técnica de espalhamento de luz (b), em escala
nanomeétrica, indica que o diametro médio permaneceu estavel durante o periodo de analise. As
formulac6es com &cido citrico (NLGc) e sem acido citrico (NLG) foram avaliadas apés 0, 15 e 30 dias
do preparo. Os resultados representam a média da medida de 3 lotes. Fonte do autor.
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Depois de avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas das formulagbes com
dois tipos diferentes de manteiga, selecionou-se a manteiga de cupuagu como
componente do carreador lipidico nanoestruturado a ser utilizado nesta pesquisa.
Conforme descrito nos itens 2.4.1 e 2.4.2, ambas as manteigas possuem em sua
composicdo substancias com acgédo hidratante. Entretanto, no que tange produtos
para higiene intima feminina, até o presente momento, foi depositada uma patente
que utiliza a manteiga de cacau (SOLAGRAN LTD, 2000) e ainda néo ha registro da
utilizacdo da manteiga de cupuacu®®. Portanto, este dado representa um fator de

inovacédo da formulagéo proposta na presente pesquisa.

Quanto aos demais componentes, a adicdo de &cido citrico néo
comprometeu a estabilidade das formulacdes. Sendo assim, esta substancia foi
incorporada a solucéo para atuar como regulador de pH. Além do &cido citrico, foi
acrescentado o alfa-bisabolol, pois as propriedades deste alcool sesquiterpeno,
descritas no item 2.2.2, enriquecem as caracteristicas dos produtos de higiene

intima feminina em desenvolvimento.

4.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E ESTABILIDADE DA DISPERSAO
AQUOSA DE CLN ALFA-B*

Depois de definir a manteiga de cupuacu como matriz lipidica e de
incrementar a formulagédo com alfa-bisabolol, foi realizada uma série de ensaios para
avaliar as caracteristicas fisico-quimicas da dispersdo aquosa de CLN denominado

Alfa-b. A Tabela 10 apresenta os dados referentes a estabilidade dessa formulacao.

® para a obtencdo desses dados, foi utilizado o banco de patentes Derwent Innovations
IndexSM. As palavras-chaves utilizadas foram: hygiene, cacao, gradiflorum. A busca foi efetuada em
14/08/2015.

¥ As informacdes contidas neste item estdo publicadas em Pohlmann, Paese, Guterres
(20186).
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Tabela 10 — Estabilidade fisico-quimica da dispers&o de CLN Alfa-b.

D [4,3] (nm) span PZ (mV) z-average (nm) PDI pH

0 dias 195,5+27,22  1,94+0,12 -8,37+0,74 169+4,22 0,15+0,03 2,28+0,15
7 dias 200+22,86 1,97+0,09 -7,03+0,99 173,5+6,30 0,15+0,02 2,54+0,06
15dias  193,5¥27,07 1,95+0,12 -7,42+0,89 167,06+4,20 0,15+0,02 2,26%0,18
30dias 191,5+24,82  1,91+0,16 -6,09+0,95 169,3+2,47 0,17+0,006  2,48+0,02

Obs: As andlises foram realizadas nos tempos de 0, 15 e 30 dias. Os resultados representam a média
e o desvio padrao da medida de 3 lotes. Traduzido de Pohlmann, Paese, Guterres (2016).

De acordo com os dados obtidos por difratometria de laser, pode-se
observar que ndo houve uma variacao significativa ao longo do periodo de analise,
sendo um indicio de boa estabilidade do sistema. O didmetro médio baseado no
volume (D[4,3]) e o span apresentam uma distribuicio monomodal, sem a presenca

de populacbes micrométricas, dado que € corroborado pela Figura 9.

Figura 9 — Distribuicdo do tamanho de particula por difratometria de laser da disperséo de CLN Alfa-b.
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As formulag8es foram avaliadas apos 0, 7, 15 e 30 dias do preparo. Os resultados representam a
média da medida de 3 lotes. Traduzido de Pohimann, Paese, Guterres (2016).

O valor do pH apresentou uma variagcdo pouco significativa durante as
quatro analises realizadas. De acordo com Cruz (2009), o valor do pH da regido
intima feminina influencia na luta contra micro-organismos prejudiciais a saude.
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Durante o periodo em que a mulher ndo estd menstruada, o pH vulvovaginal deve
permanecer entre 3,5 e 4,5. Como as medi¢cdes ficaram em torno de 2,4, uma nova
formulacdo, denominada CLN Pheetocare (item 4.3), contendo menor quantidade de

acido citrico foi produzida e avaliada.

Quanto ao diametro de particulas (z-average), verificado por espalhamento
de luz dindmico, as formulacbes apresentaram, em média, 170 nm e indice de
polidispersao (PDI) de 0,15, indicando homogeneidade na distribuicdo de tamanho

de particulas das amostras.

O valor do potencial zeta das formulacdes variou de -8,37 a -6,09 mV
durante o periodo das analises. De acordo com Schaffazick e colaboradores (2003),
valores absolutos entre 5 e 20 mV sao aceitaveis a curto prazo, mas podem resultar
em rapida agregacao de particulas. Esse resultado pode ser observado no gréafico
obtido por espalhamento de luz (Figura 10), no qual a andlise da distribuicdo do
tamanho de particula realizada aos 30 dias apresenta uma distribuicdo bimodal
indicando a presenca de populacdes micrométricas. O estudo de estabilidade foi
realizado para conhecer o intervalo de tempo maximo entre a producdo e a

aplicacé@o dos carreadores lipidicos nanoestruturados no tecido.

Figura 10 — Distribuicdo do tamanho de particula por espalhamento de luz da dispersdo aquosa de
CLN Alfa-b.
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As formulag8es foram avaliadas apos 0, 7, 15 e 30 dias do preparo. Os resultados representam a
média da medida de 3 lotes. O gréafico gerado aos 30 dias apresenta uma distribuicdo bimodal (pico
indicado pela seta), a qual representa a presenc¢a de populagdes micrométricas. Traduzido de
Pohlmann, Paese, Guterres (2016).
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4.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E ESTABILIDADE DA DISPERSAO
AQUOSA DE CLN PHEETOCARE

Como formulacéo final proposta nesta pesquisa ficou determinada que a
matriz lipidica fosse de manteiga de cupuacu e que 0s componentes ativos seriam 0
Oleo de melaleuca, o alfa-bisabolol, o 6leo de semente de uva, o resveratrol e o
acido citrico. Os ensaios apresentados nesta secdo referem-se a avaliagdo das
caracteristicas fisico-quimicas da dispersdo aquosa denominada Pheetocare. Para
andlise da estabilidade das particulas, foram realizadas medidas de diametro médio
(difracdo de laser e espalhamento de luz dinamico), span, indice de polidispersao
(PDI), pH e teor da formulacdo durante os tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias (Tabela 11).

Todas as analises foram executadas por triplicata de lote.

Tabela 11 — Estabilidade fisico-quimica da dispersdo aquosa de CLN Pheetocare.

D [4,3] (nm) span z-average (nm) PDI pH Teor
0 dias 27445 1,71+0,14 158,5+1,9 0,15+0,02 4,41+0,09 0,44+0,08
7 dias 26018 1,58+0,08 171,7£12,3 0,22+0,01 4,37+0,05 0,44+0,08
14 dias 23815 1,73+0,17 165,1+6,7 0,19+0,03  4,36+0,04 0,39+0,03
21 dias 241+4 1,68+0,12 168,0+13,9 0,20+0,04  4,35+0,04 0,38%0,03
28 dias 250+7 1,78+0,24 163,3+15,6 0,20+0,08  4,40+0,08 0,39+0,04

As andlises foram realizadas nos tempos de 0, 7, 14, 21 e 28 dias. Os resultados representam a
média e o desvio padrdo da medida de 3 lotes.

O valor de diametro médio baseado no volume (D [4,3]) obtido no dia 0 (274
+ 5 nm) indica que as particulas da formulagdo se mantém estaveis e em escala
nanomeétrica, ou seja, entre 50 e 1000 nm. Além disso, esse valor também esta

préximo ao obtido por Colomé e colaboradores (2010): 144 + 4 nm.

Quanto ao indice de polidispersdo (PDI), o valor obtido na primeira analise
(dia 0) foi de 0,15 £ 0,02. Assim como o diametro médio baseado no volume (D
[4.3]), o PDI também estda proximo ao valor apresentado por Colomé e
colaboradores (2010), o qual foi de aproximadamente 0,2, indicando que a

formulag&o desenvolvida apresenta distribuicdo de didmetro estreita.
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Observa-se que o valor do teor de resveratrol apresentou pouca variagao
permanecendo em torno de 0,4 mg/mL. Esse resultado indica a presenca do
componente ativo durante o periodo de armazenamento. De acordo com os dados
obtidos por difratometria de laser, pode-se observar que ndo houve uma variacao
significativa ao longo do periodo de andlise, sendo um indicio de estabilidade fisica
do sistema. O diametro médio baseado no volume (D[4,3]) e 0 span apresentam
uma distribuicdo majoritariamente monomodal, indicando a presenca da populacao

nanometrica, dado observado na Figura 10.

Figura 11 — Distribuicdo do tamanho de particula por difratometria de laser da dispersdo aquosa de
CLN Pheetocare
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As formulagbes foram avaliadas ap0s 0, 7, 14, 21 e 28 dias do preparo. Os resultados representam a
média da medida de 3 lotes. Fonte: do autor.

O valor do pH foi constante ao longo do intervalo de tempo analisado,
permanecendo em torno de 4,37. De acordo com Cruz (2009), esse valor é
satisfatorio para aplicagdo em produtos para higiene intima feminina, o qual deve se
manter entre 3,5 e 4,5. Portanto, a concentracdo determinada esta de acordo com a
proposta do trabalho.

O z-average verificado pela técnica de espalhamento de luz dinamico foi, em
média, 165 nm = 10 e indice de polidispersdo (PDI) de 0,19 + 0,04, indicando
homogeneidade na distribuicdo de tamanho de particulas das amostras. Essa

7

informacédo € corroborada pelo grafico da distribuicdo do tamanho de particula
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(Figura 12), o qual indica a presenca da populacdo nanométrica durante todo o
periodo de andlise.

Figura 12 — Distribuicdo do tamanho de particula por espalhamento de luz da dispersao aquosa de
CLN Pheetocare.
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As formula¢des foram avaliadas apés 0, 7, 14, 21 e 28 dias do preparo. Os resultados representam a
média da medida de 3 lotes. Fonte: do autor.

O estudo da estabilidade da dispersdo aquosa de CLN Pheetocare
demonstrou que dentro do periodo avaliado (28 dias) ndo houve alteracdo das
caracteristicas fisico-quimicas da formulacéo.

4.4 PRODUCAO E ESTABILIDADE DO SABONETE

Para a producdo do sabonete, foram incorporados a dispersdo aquosa de
CLN Pheetocare 0,5 % (p/p) de hidroxietilcelulose e diferentes concentragbes de
lauril éter sufosuccinato de sodio. A determinagcéo da concentracdo mais adequada
foi determinada pela analise da estabilidade com base na distribuicdo do tamanho
de particula (medido por difratometria de laser). Essa analise teve o intuito de
verificar se havia, ou ndo, presenca de populagdo micrométrica no sabonete.
Amostras contendo 1, 2 e 5 % (p/p) de tensoativo foram avaliadas nos tempos 0, 15
e 30 dias (Figura 13).
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Figura 13 — Distribuicdo do tamanho de particula por difratometria de laser da formulacdo do
sabonete.
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Os resultados representam a estabilidade da formulag&o contendo 1 % (a), 2 % (b) e 5 % (c) [p/p] de
lauril éter sulfossuccinato de sddio. As formulagdes foram avaliadas nos tempos 0, 15 e 30 dias.
Fonte: do autor.

As trés formulacbes apresentam uma distribuicdo bimodal indicando a
presenca tanto dos carreadores lipidicos nanoestruturados (cujas propriedades
fisico-quimicas se mantiveram durante os 30 dias de andlise), quanto de uma

populacdo micrométrica.
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Por estar presente desde a primeira andlise (dia 0), associa-se esta
configuracdo a caracteristicas dos componentes incorporados a dispersdo. Essa
constatacdo € corroborada pelo grafico de distribuicdo do tamanho de particula de
uma formulacdo do sabonete sem a dispersdo aquosa de CLN Pheetocare no qual

se observa apenas a populagcdo micrométrica (Figura 14).
Figura 14 — Distribuicdo do tamanho de particula por difratometria de laser da formulacdo do
sabonete sem a dispersdo aquosa de CLN Pheetocare.
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O grafico corresponde a média de trés analises da formulag&o contendo 0,5 % (p/p) de
hidroxietilcelulose e 5 % (p/p) de lauril éter sulfossuccinato de soédio diluidos em agua. Fonte: do
autor.

De acordo com Emfal (2015) e Mapric (2016), a concentracao usual do lauril
éter sulfossuccinato de sédio em formulacdes de xampus e sabonetes liquidos varia
entre 8 e 30% (p/p). Portanto, no intuito de se aproximar mais com a concentracao
recomendada da literatura e, a0 mesmo tempo, sem comprometer a integridade
estrutural das particulas, ficou estabelecido que a concentracdo de 5 % (p/p) deste

tensoativo € a adequada para integrar a formulacdo do sabonete.

4.5 ENSAIOS IN VITRO DA DISPERSAO AQUOSA DE CLN PHEETOCARE
4.5.1 Analise dalavabilidade em mucosa vaginal suina

Com a analise de variancia (ANOVA) utilizada no experimento de

lavabilidade das amostras de CLN Pheetocare e de solugdo RESV, foi possivel
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identificar diferencgas significativas (p < 0,02) entre as formulagbes para os tempos
de 10 e 120 min (Figura 15). O resultado obtido com a quantificacdo do teor por
CLAE indica que as duas formulacdes apresentam caracteristicas diferentes no que

tange a adesividade na mucosa vaginal.

Figura 15 — Porcentagem de resveratrol lavado durante o experimento.
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Foram consideradas diferengas significativas para um valor-p < 0,02. A sigla RESV refere-se a
solucao contendo resveratrol livre; CLN refere-se a dispersdo aquosa de CLN Pheetocare. Valores
obtidos com a média de 3 amostras (n = 3). Fonte: do autor.

O perfil de resveratrol lavado para a dispersao aquosa de CLN Pheetocare
foi significativamente menor que o perfil de resveratrol livre. Ao comparar as AUC
obtidas, observa-se diferenca na quantidade percentual de resveratrol lavado, a
formulacdo contendo o resveratrol encapsulado apresentou AUC de 5489,59 +
879,03, j& o resveratrol livre apresentou AUC estatisticamente superior (p < 0.04):
13509,47 + 3130,20. Isso quer dizer que quando o resveratrol estd contido em
nanoparticulas permanece mais tempo em contato com a mucosa vaginal do que na

sua forma livre, uma vez que o resveratrol € menos lavado durante o experimento.

Um dos aspectos importantes para determinacdo da adesividade de
formulagBes na mucosa é a presenca do fluxo, que é o responsavel pela remocao
das formulagbes (VALENTA et al., 2005; NEVES et al., 2015). Nesse sentido, o
trabalho de Frank e colaboradores (2014) demonstra que nanocapsulas poliméricas

interagem de maneira mais eficiente com a mucosa vaginal do que em comparagao
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com o farmaco livre. De maneira semelhante, Contri e colaboradores (2014)
observaram o mesmo efeito em pele suina. Recentemente, Chaves e colaboradores
(2017) avaliaram a influéncia da carga de superficie de nanocapsulas produzidas
com diferentes polimeros (poly(e-caprolactone) e Eudragit® RS 100) e observaram
que nanocapsulas de Eudragit RS apresentaram melhor adesividade a mucosa
sublingual. Os autores atribuem esse resultado a interagdo do grupamento catiénico
gue esse polimero apresenta. Ainda, Frank e colaboradores (2017) observaram que
para o farmaco interagir de maneira mais eficiente com a mucosa ele precisa
apresentar uma alta taxa de encapsulacdo, ou seja, o farmaco deve estar contido
nas nanocapsulas poliméricas, caso contrario ele tende a se comportar como

farmaco livre.

Embora os trabalhos acima citados tenham utilizado outros tipos de
nanoparticulas, de maneira similar os resultados obtidos na presente pesquisa
também apontam a capacidade de adesdo da formulacdo proposta sobre a mucosa.
Este resultado pode ser explicado pela constituicdo da dispersdo aquosa que possui,
além da matriz lipidica, componentes como o 6leo essencial de melaleuca e o 6leo
de semente de uva. A lipofilicidade desses ativos faz com que a dispersdo nao
ultrapasse o0 epitélio estratificado pavimentoso, permanecendo, em maior
guantidade, retida nas camadas mais superficiais da mucosa. Por se tratar de um
insumo cosmeético, este € um resultado positivo uma vez que deve ter alta eficacia
na pele e baixa toxicidade sistémica (LEONARDI, 2004).

Apo6s 4 horas de experimento, uma aliquota de 1 mL do meio receptor
(contendo a solugéo tampéo pH 4,0) foi coletada e quantificada em CLAE, conforme
a metodologia previamente descrita (item 3.4.5). A Figura 16 demonstra a
guantidade de resveratrol que permeou através da mucosa vaginal quando o fluxo

vaginal foi levado em consideracao.

Observa-se que a dispersdo aquosa de CLN Pheetocare apresenta valores
de permeacdo mais baixos do que a formulagéo livre RESV. Esse resultado
satisfatorio incrementa o jA exposto na Figura 15, pois ndo h& intencdo que os
ingredientes ativos da formulacdo proposta atinjam camadas mais profundas da

mucosa, como o carion papilar, bem como as camadas muscular e adventicia.

85



Figura 16 — Permeacéo de resveratrol levando em consideracéo o fluido vaginal aos 240 minutos de

experimento.
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A sigla RESV refere-se a solugdo contendo resveratrol livre; CLN refere-se a disperséo aquosa de
CLN Pheetocare. Valores obtidos com a média de 3 amostras (n = 3). Fonte: do autor.

4.5.2 Analise da permeacdo em mucosa vaginal suina

A avaliacdo da permeacao in vitro a mucosa vaginal possibilitou gerar perfis
da dispersdo aquosa de CLN Pheetocare e da solucdo controle RESV (Figura 17). O
tempo de duracdo do experimento foi de 8 horas. Esse valor corresponde ao dobro
do indicado para a permanéncia com o mesmo absorvente (FEBRASGO, 2009) e foi

determinado no intuito de avaliar a seguranca do sistema proposto.

Os dados obtidos com a analise de variancia indicam que foram encontradas
diferencas significativas (p < 0,99) entre as formulacdes para os tempos de 300, 360
e 480 min. A quantificacdo do teor de resveratrol por CLAE demonstrou que para
todos os intervalos de tempo obteve-se um percentual maior de resveratrol para a
solugcdo controle RESV. Esse resultado é positivo, pois indica a seguranca da
dispersédo aquosa de CLN Pheetocare. Conforme discutido anteriormente, a intengéo
na presente pesquisa € que este insumo permaneca aderido a camada mais
superficial da mucosa. No trabalho de Frank e colaboradores (2014), por exemplo,
foi constatada uma maior interacdo das nanocapsulas poliméricas com a mucosa.
Para os referidos autores, esse era um resultado almejado, uma vez que era
desenvolvido um medicamento, e esperado, ja que havia hidrogel de quitosana
incorporado a formulagéo.
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Figura 17 — Porcentagem de resveratrol permeado durante o experimento.
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Diferencas estatisticas foram encontradas para um valor- p < 0,99. A sigla RESV refere-se a solugao
contendo resveratrol livre; CLN refere-se a dispersédo aquosa de CLN Pheetocare. Valores obtidos
com a média de 3 amostras (n = 3). Fonte: do autor.

A Tabela 12 apresenta a quantificacdo de resveratrol (em pg) aos 240
minutos em ambos 0s experimentos de lavabilidade e permeacdo levando em
consideracao o fluxo do fluido vaginal. Os dados obtidos com a andlise de variancia
indicam que foram encontradas diferencas significativas (p < 0,387) entre as
formulacbes em relacdo a permeacdo da solucdo controle (RESV). Quando
comparados com a solucdo controle (RESV), os dados obtidos com a dispersao
aguosa de CLN Pheetocare indicam tanto uma baixa lavabilidade, e
consequentemente alta adesdo, como uma baixa permeacédo. Esses indicadores séo
satisfatérios uma vez que estdo em consonancia com 0s objetivos propostos nesta

pesquisa.

Tabela 12 — Quantidade de resveratrol lavado e permeado ap6s 240 min.

Lavabilidade Permeacao
CLN Pheetocare 0,62+0,03 pg de resveratrol 0,83+0,12 ug de resveratrol
RESV 2,02+0,58 ug de resveratrol 2,2340,21 pg de resveratrol

Diferengas estatisticas foram encontradas para um valor-p<0,387. A sigla RESV refere-se a solugao
contendo resveratrol livre; CLN refere-se a dispersédo aquosa de CLN Pheetocare. Valores obtidos
com a média de 3 amostras (n = 3). Fonte: do autor.
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4.5.3 Analise da penetracdo em mucosa vaginal suina

A penetracdo in vitro na mucosa foi determinada pela técnica de corte do
tecido vaginal e posterior extracdo e quantificacdo de resveratrol. Nesse
experimento, foram utilizados os mesmos substratos submetidos a analise de
lavabilidade e permeacéo (itens 4.5.1 e 4.5.2, respectivamente) quando a presenca
do fluxo vaginal era levada em consideracdo ou ndo. A Figura 18 apresenta as

quantidades totais de resveratrol penetradas no tecido.

Figura 18 — Quantidade de resveratrol penetrada.
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Os graficos representam os dados obtidos apds o experimento de lavabilidade (a) e apds o
experimento de permeacdo (b). A sigla RESV refere-se a solugdo contendo resveratrol livre; CLN
refere-se a dispersdo aquosa de CLN Pheetocare. Valores obtidos com a média de 3 amostras (n =
3). Fonte: do autor.

Ao comparar os graficos de penetracdo, observa-se que apdés o0 experimento
de permeacéo (Figura 18b) uma quantidade maior de resveratrol foi quantificada na
mucosa vaginal. Esse resultado pode ser explicado por dois motivos: (i) o tempo de
duracdo do experimento de permeacdo foi superior ao de lavabilidade; e (ii) o
experimento de lavabilidade apresentou valores menores de resveratrol penetrado,
pois, neste caso, leva-se em consideracdo a acédo de remocéao das formulacdes pelo
fluido vaginal. Neste sentido, jA era esperado que as quantidades de resveratrol
penetrado fossem divergentes. Os dados obtidos com a andlise de variancia néao
indicaram diferencas significativas (p < 0,144) entre as formulagcbes nos

experimentos realizados.
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N&o obstante, também era esperado que a quantidade de resveratrol contido
na dispersédo aquosa de CLN Pheetocare fosse inferior & quantidade contida na
solucédo controle RESV. Esse resultado confirma que a dispersdo aquosa de CLN
Pheetocare permanece, em maior parte, aderido a camada mais externa da mucosa
vaginal, conforme discutido no item 4.5.1. Sendo assim, de acordo com os dados
obtidos in vitro, esta formulacdo pode ser considerada segura para a aplicagdo em

produtos de higiene intima feminina.

4.5.4 Ensaio deirritacdo em modelo de HET-CAM

O ensaio de irritacdo em modelo de HET-CAM teve inicio com a avaliacéo

dos controles positivos: NaOH (Figura 19) e lauril sulfato de sédio.

Figura 19 — Hemorragia e coagulacdo provocados pela aplicacdo de NaOH em membrana corio-

alantoide.
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Fonte: do autor.

A avaliacdo de irritabilidade da dispersdo de CLN Pheetocare ndo causou
nenhum dos fendmenos observados com os controles positivos (Figura 20). Por sua
vez, tanto o sabonete, quanto a respectiva solugdo controle, provocaram

vasoconstricdo e hemorragia (Figura 21).
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Figura 20 — Avaliacéo da irritabilidade da dispersdo aquosa CLN Pheetocare.

ApOs a abertura da casca do ovo (a), a dispersdo aquosa de CLN Pheetocare foi aplicada
diretamente sobre a membrana cério-alantoide (b). Depois de 20 segundos, a formulacéo foi lavada
com solucao salina e ndo foram observados fendmenos vasculares (c). Fonte: do autor.

Figura 21 — Avaliacdo da irritabilidade da formulagéo do sabonete.

ApOs a abertura da casca do ovo (a), o sabonete e a solucéo controle foram aplicados diretamente
sobre a membrana coério-alantdide. Na imagem (b), é possivel observar a ocorréncia de
vasoconstricdo. Fonte: do autor.

A Tabela 13 apresenta a pontuagdo e a classificacdo de cada produto
testado. O resultado foi expresso como a média dos valores obtidos em 5 ovos

analisados por produto.
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Tabela 13 — Pontuagéo e classifica¢do de irritabilidade (HET-CAM).

Produto testado Pontuacéo Classificacao
NaOH 13,47+0,20 Extremamente irritante
LSS 6,18+0,04 Moderadamente irritante
NaCl 0,07+0,00 Né&o irritante

CLN Pheetocare 0,07+0,00 N&o irritante
Sabonete 9,00+0,35 Extremamente irritante
Sabonete (controle) 9,48+0,37 Extremamente irritante

A pontuagéo refere-se a média a média dos valores obtidos em 5 ovos analisados por produto.
Siglas: NaOH, hidroxido de sédio; LSS, lauril éter sulfato de sédio, NaCL, cloreto de sddio.

De acordo com a pontuacao obtida, a dispersdo aquosa de CLN Pheetocare
foi classificada como néo irritante. Por se tratar de uma plataforma para aplicacéo
em diferentes sistemas (como absorventes e lencos umedecidos) é fundamental
esta formulacdo ndo seja irritante. Diferentemente, os resultados obtidos com o

sabonete e seu respectivo controle foram considerados extremamente irritantes.

O ensaio de irritacdo em modelo HET-CAM é um método in vitro que foi
desenvolvido para substituir o teste de Draize?®. Sendo assim, este é um
procedimento que busca avaliar o potencial de irritacdo de componentes e
formulacdes, principalmente, quando aplicados sobre o globo ocular. Entretanto, o

HET-CAM também pode ser empregado para testes de irritacdo em pele e mucosa.

Além disso, os tensoativos anidnicos utilizados para limpar superficies, como
pele e cabelo, sdo conhecidamente irritantes. Nesta pesquisa, foi selecionado um
tensoativo que € amplamente empregado em formulacdes para peles sensiveis e de
bebés. Ainda que presente, o potencial de irritacdo do lauril éter sulfosuccinato de
sodio é inferior a outros tensoativos (NOVAERA, 2016).

N&o obstante, é sabido que a hidroxietilcelulose, utilizada como espessante,
pode causar irritacdo moderada quando em contato com os olhos (DENVER-COTIA,
2002). Portanto, 0 que causa essa irritacdo constatada no teste com o sabonete sao
0 tensoativo e 0 espessante e nao a dispersao aquosa de CLN Pheetocare que esta

sendo proposta.

% O teste de Draize é um método in vivo que avalia o potencial de irritacdo de substancias e
formulac6es aplicando-as diretamente sobre o globo ocular de coelhos conscientes.
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4.6 CARACTERIZACAO DO TECIDO NAOTECIDO#

Para a realizacdo dos ensaios de caracterizacdo dos protetores diarios
disponiveis no mercado, foi necessario separar a tela polimérica dos produtos. Dos
sete protetores analisados, a maioria (amostras 2, 3, 5 e 6) apresenta apenas alguns
pontos de adesdo entre a cobertura e o nlcleo absorvente, o qual era mais espesso
e pouco compactado. Essas caracteristicas dificultaram o processo de separacao e
as amostras de tela polimérica ficaram contaminadas com o material absorvente
(celulose). Apenas as amostras 1 e 4 possuem 0 nlcleo mais compacto e

homogéneo.

Com as amostras de tela polimérica separadas da estrutura dos protetores
diarios, foi realizada a analise dos grupamentos quimicos presentes por FTIR/ATR
(Figura 22). De acordo com os espectros gerados, as amostras 1, 3, 4, 5 e 6 sé@o
compostas de polipropileno cuja formula quimica é (CsHg)n. Os espectros obtidos
com as andlises das amostras 2 e 6 indicam a presenca de celulose (provavelmente,

residuo do nucleo absorvente) cuja formula quimica é (CgH100s)n.

As analises por MEV possibilitaram identificar aspectos relacionados com a
morfologia das telas poliméricas. As fotomicrografias (Figura 23), com ampliacdes de
50 e 250 vezes, revelam placas de material agregado, aparentemente fundido. Essa
caracteristica indica que os tecidos foram fabricados pelo processo de fiacao
continua (spunbond) e consolidacdo térmica por pontos (pointbonding), conforme
descrito por Gupta; Smith (2002).

Observa-se, também, que as amostras apresentam contaminagdo por
pequenas particulas, entretanto, apenas pela morfologia, ndo € possivel afirmar que
se trata de poeira ou da celulose proveniente do nucleo absorvente. Além disso, com
excecdo da amostra 1, todas as outras possuem fibras de algodéo entrelacadas em
sua estrutura. As fibras de algodao tém um formato achatado e irregular (Figura 24),

sendo facil perceber sua presenca em meio as fibras regulares do poliéster.

2 As informacdes contidas neste item estdo publicadas em Pohlmann (2016) e em
Pohlmann, Paese, Guterres (2016).
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Figura 22 — Espectros gerados pela andlise por FTIR/ATR das telas polimérica de protetores diarios disponiveis no mercado.
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Os espectros indicam que o material utilizado como tela polimérica nesses produtos é constituida de polipropileno (PP). Nas amostras 2 e 6, sdo observados picos
que correspondem a celulose (material do nicleo absorvente). A interpretacéo foi feita com base no esquema elaborado por Lopes; Fascio (2004) e é corroborada
pelo espectro de celulose e de PP utilizados como referéncia. Traduzido de Pohimann (2016).
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Figura 23 — Fotomicrografias de telas polimérica dos protetores diarios disponiveis no mercado.
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As setas indicam as fibras de algodao entrelacadas ao polipropileno e os circulos, particulas
contaminantes. Traduzido de Pohlmann (2016).
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Figura 24 — Fotomicrografia de fibras de algodéo.

T —— S
Diferentemente das fibras sintéticas, as fibras de algodao possuem um formato achatado e irregular.
Adaptado de Rossi (2012).

7z

De acordo com Alcantara e Daltin (1996), o algodao é constituido
basicamente de celulose, a qual possui um nimero muito grande de hidroxilas, o
que propicia uma grande capacidade de absorver agua e um carater hidrofilico.
Portanto, acredita-se que a incorporacdo deste material tem o intuito de melhorar

tanto no aspecto tétil, guanto na absorc¢éo dos fluidos corporais.

Para a medicdo da taxa de capilaridade, as amostras de TNT foram
parcialmente imersas em agua destilada e, durantes os tempos de 10, 30 e 60
segundos, registrou-se a altura do liquido na secdo emersa do tecido. Foram
ensaiados 3 corpos de prova para cada amostra. Os graficos apresentados na

Figura 25 apresentam a média dos resultados obtidos.

De maneira geral, as amostras 1 e 2 apresentaram melhores resultados
guanto a taxa de capilaridade, chegando a absorver até 1,66 mm em 60 s. A altura
méaxima atingida nas demais amostras foi de 0,66 mm. Acredita-se que esse
resultado se deve ao fato da amostra 2 apresentar em sua composi¢cado elementos
que possam interferir na absorcdo de agua. Entretanto, ndo foi possivel estabelecer
uma relacdo entre a composicdo da amostra 1 e a quantidade de agua absorvida.
Além disso, observa-se que ndo ha um padrdo para a absorcédo por capilaridade dos

materiais avaliados.
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Figura 25 — Medicdo (em mm) da taxa de capilaridade da tela polimérica de protetores diarios

disponiveis no mercado.
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A medicao foi realizada nos tempos 10, 30 e 60 segundos. Cada barra corresponde a média de 3
amostras. Traduzido de Pohimann (2016).

Depois de realizadas as andlises nas coberturas dos protetores diarios
disponiveis no mercado, a caracterizagao foi feita no TNT que serviu como substrato

para aplicacdo das formulacdes desenvolvidas na presente pesquisa.

O espectro gerado por FTIR/ATR (Figura 26) € muito semelhante aos
espectros gerados para as coberturas das amostras 1, 3, 4, 5 e 6 (Figura 22),
indicando que o TNT é composto de polipropileno.

Figura 26 — Espectro gerado pela analise por FTIR do tecido naotecido.
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Interpretacéo feita com base no esquema elaborado por Lopes; Fascio (2004). Traduzido de
Pohlmann, Paese, Guterres (2016).
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A partir das fotomicrografias com ampliacbes de 50 (Figura 27a) e 250 vezes
(Figura 27b), pode-se constatar que, assim como as imagens das telas poliméricas
dos produtos disponiveis no mercado (Figura 23), o material analisado também é
fabricado pelos processos de fiagdo continua (spunbond) e de consolidacéo térmica
por pontos (pointbonding) descritos por Gupta; Smith (2002). Ndo foram observadas
particulas contaminantes ou fibras de algoddo. Sendo assim, as caracteristicas
fisico-quimicas do TNT utilizado no desenvolvimento desta pesquisa assemelham-se

as da amostra 1.

Figura 27 — Fotomicrografias do TNT utilizado no desenvolvimento deste trabalho.

As imagens foram obtidas com ampliacdo de 50 (a) e 250 (b) vezes. Observam-se placas de
consolidagdo do material caracterizando o processo de fabricagao. Além disso, ndo ha fibras de
algodéo ou particulas de celulose entrelagcadas a estrutura do material. Traduzido de Pohimann,

Paese, Guterres (2016).

Para fins comparativos, a taxa de capilaridade do tecido né&otecido foi
realizada em seis amostras, sendo trés no sentido longitudinal e trés no sentido
transversal (Figura 28). Independentemente do sentido ensaiado, a agua nao foi
absorvida pelo tecido naotecido. Esse fato pode estar relacionado com a auséncia
de fibras de algoddo ou de particulas de celulose na estrutura do material. Ou,
ainda, a algum processo de acabamento que o tecido pode ter recebido durante sua
fabricacéo.

Feitas as andlises de caracterizacdo fisico-quimica dos materiais, a etapa
seguinte foi a impregnacdo da dispersdo aquosa de carreadores lipidicos

nanoestruturados no tecido naotecido.

97



Figura 28 — Sentidos (longitudinal e transversal) das amostras para a medicdo da taxa de

capilaridade.
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Fonte: do autor.

4.7 IMPREGNACAO DA DISPERSAO DE CLN ALFA-B NO TNT

ApoOs a preparacao da dispersao de CLN Alfa-b, a formulacéo foi impregnada
no tecido ndotecido. Como nao ha descrito na literatura um método especifico para a
impregnacao deste tipo de suspensdo em TNT, foram realizados diferentes ensaios
a fim de verificar se ha diferenca na adeséo.

As amostras foram separadas em trés grupos: o primeiro grupo néo recebeu
tratamento; o segundo grupo permaneceu durante 12 horas imerso em agua e
ultrassom; e o terceiro grupo permaneceu durante 12 horas imerso em &alcool sob
agitacdo magnética. Depois deste procedimento, as amostras foram secas por 24
horas a temperatura ambiente. A seguir, foram submetidas a trés processos de
impregnacado dos CLN Alfa-b: imersdo durante 15 min; imerséo durante 24 horas; e
aspersao. Para fins de comparacdo, amostras passaram pelos mesmos tratamentos
prévios e foram impregnadas com uma suspensao controle a qual possui 0s mesmo
componentes dos CLN Alfa-b, mas que nado foi submetido & homogeneizagédo. A
comparacao entre a dispersdo CLN e a suspensao controle tem como intuito verificar

se a nanotecnologia oferece vantagens para impregnacgéo no TNT.

As fotomicrografias, obtidas com 50 e 400 vezes de aumento, indicaram a

presenca da disperséo nas fibras do TNT (Figura 29).
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Figura 29 — Fotomicrografias das amostras de TNT (com aumentos de 50 e 400 vezes) depois passarem por diferentes métodos de impregnacao das
dispersbes de CLN Alfa-b.
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Traduzido de Pohlmann, Paese, Guterres (2016).
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Observa-se que a formulagcdo apresentou-se em forma de filme e
aglomerados sobre as fibras. A desestruturacdo dos nanocarreadores, formando
esse filme, pode ser atribuida a técnica de MEV. Esse equipamento utiliza um feixe
de elétrons de pequeno diametro para explorar a superficie da amostra, ponto a
ponto, por linhas sucessivas e transmite o sinal do detector a uma tela catddica cuja
varredura estd perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente (DEDAVID;
GOMES; MACHADO, 2007). Quando o feixe de elétrons incidiu sobre os
nanocarreadores — que sdo constituidos de manteiga de cupuacu e fundem quando
expostos a uma temperatura superior a 33 °C — pode ter ocorrido a desestruturacao

desses nanocarreadoes formando o filme sobre as fibras.

Além disso, ha uma quantidade menor de formulacdo nas amostras que
foram impregnadas por imersédo de 15 min, quando comparadas aos outros métodos
de impregnacédo. Por sua vez, as amostras impregnadas por aspersao apresentaram
maior quantidade de carreadores lipidicos nanoestruturados aderidos nas fibras,

mesmo nas amostras que nao foram tratadas previamente.

As amostras tiveram sua massa medida em balanca digital com precisdo de
0,0001 g antes e ap6s a impregnacao. Esse procedimento permitiu verificar a massa
adquirida de cada amostra frente aos diferentes métodos de tratamento e
impregnacdo. Na Figura 30, sdo observados os graficos que representam a massa
das amostras de tecido ndotecido ap6s a impregnacdo com a dispersao aquosa de

CLN Alfa-b (a) e com a suspenséo controle (b).

De maneira geral, pode-se observar que, independentemente do tratamento
prévio, as amostras impregnadas com CLN Alfa-b apresentaram um resultado mais
homogéneo (Figura 30a). Diferentemente do que € observado no grafico das
amostras impregnadas com a suspensao controle (Figura 30b), no qual é perceptivel

um melhor resultado nas amostras tratadas com alcool e agitagcdo magnética.

Entretanto, ndo é possivel afirmar que a massa adquirida das amostras
impregnadas com solucdo controle foi superior & massa das amostras impregnadas
com CLN Alfa-b. Ainda que as amostras que nao passaram por tratamento e
aguelas que foram agitadas em alcool apresentam os maiores valores (Figura 30b),
as amostras que foram submetidas a ultrassom em agua (Figura 30b) adquiriram
menos massa quando comparadas as amostras impregnadas com CLN Alfa-b

(Figura 30a).
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Figura 30 — Massa adquirida das amostras de tecido ndotecido apés impregnagédo com CLN Alfa-b

versus massa adquirida das amostras impregnadas com suspenséo controle.
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Os gréaficos indicam a massa adquirida apés impregnacgédo com a disperséo aquosa de CLN Alfa-b (a)
e com a suspenséo controle (b). Ambas as formulacdes possuem como ingredientes ativos manteiga
de cupuacu, 6leo de melaleuca, alfa-bisabolol e 4cido citrico. Cada barra corresponde a média da
massa de trés amostras. Traduzido de Pohlmann, Paese, Guterres (2016).

Quanto ao tratamento prévio, os resultados da medicdo de massa nao
permitem determinar o método mais adequado. Ao comparar as amostras que foram
tratadas com alcool, por exemplo, os resultados da impregnacdo com CLN Alfa-b e

com a solucéo controle foram antagonicos.

No que tange o método de impregnacdo, nas amostras impregnadas com
CLN Alfa-b, o melhor resultado foi obtido com a imersdo de 24 horas, seguido da
aspersdo. Quanto as amostras impregnadas com a solugdo controle, o melhor

resultado foi a aspersao, seguido da imerséo de 24 horas.

Conforme descrito no item 4.6 (Caracterizacdo do tecido naotecido), os
ensaios para medicdo da taxa de capilaridade das amostras de TNT puro néo
registraram a absorcao de agua. Ja nas amostras apos a impregnacao, tanto com os
CLN Alfa-b quanto com a suspensao controle, constata-se a capacidade de
absorcdo de agua pelo tecido (Figura 31). Além da presenca de grupamento apolar
(lipofilico) na estrutura da manteiga de cupuacgu, ha também um grupamento polar
(hidrofilico). Portanto, acredita-se que a absorcdo de agua apds a impregnacao

tenha sido em decorréncia desta caracteristica anfifilica da manteiga de cupuacu.
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Figura 31 — Medicdo (em mm) da taxa de capilaridade das amostras de tecido néotecido apds serem

impregnados com a dispersé@o aquosa de CLN Alfa-B versus a capilaridade das amostras

impregnadas com a suspensao controle.
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O gréfico (a) corresponde a impregnacao feita por imersao de 15 min; o gréfico (b), a impregnacéo
por imersé&o de 24 h; e o grafico (c), a impregnagéo por aspersdo. Nos eixos horizontais, o0 espago do
TNT Puro refere-se a taxa de capilaridade do tecido antes da impregnagédo (0 mm). As medicdes
foram feitas nos tempos 10, 30 e 60 segundos. Cada barra corresponde a média da massa de trés
amostras. Traduzido de Pohlmann, Paese, Guterres (2016).
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De maneira geral, observa-se que as amostras impregnadas com os CLN
Alfa-b apresentam resultados melhores em relacdo as amostras impregnadas com a
suspensao controle. Considerando apenas as amostras impregnadas por CLN Alfa-
b, os melhores resultados foram obtidos com a utilizacdo da imersdo de 15 min,
engquanto que os piores resultados foram os obtidos com a aspersdo. Ainda assim,
essa diferenca (0,19 mm) pode ser considerada irrisoria, mesmo em termos

relativos, podendo, inclusive, ser decorrente de eventuais erros de medicao.

Ainda sobre as amostras impregnadas com CLN Alfa-b, a avaliacdo visual
feita através das fotomicrografias revelar uma quantidade maior de material
impregnado nas amostras tratadas com agua e ultrassom. Este fato é corroborado
pela verificacdo da diferenca de massa antes e apds a impregnacdo, no qual se
observa uma maior quantidade de CLN Alfa-b nas amostras que foram tratadas com
agua e ultrassom e impregnadas por imersao (15 min e 24 horas). Mesmo assim,
ndo houve uma melhora significativa na absor¢cdo de agua entre as amostras que

nao receberam tratamento e aquelas que foram tratadas antes da impregnacao.

Quanto as amostras impregnadas com a suspensao controle, ndo ha relacéo
entre 0 maior valor de massa adquirida (em todos 0s processos de impregnacéo
cujas amostras foram tratadas com alcool e agitacdo magnética) e a maior
quantidade de agua absorvida (amostras sem tratamento e/ou submetidas a
ultrassom em agua impregnadas por imersdo de 24 horas). Além disso, ap0s o
periodo de 24 horas para a secagem das amostras impregnadas, verificou-se que a
suspensao controle ndo estava distribuida homogeneamente sobre as amostras e as
partes com maior concentracao de suspensao permaneciam umidas. Diferentemente
do que ocorreu com as amostras impregnadas com CLN Alfa-b (Figura 32). Esse
resultado confirma o beneficio trazido pela utilizagdo da nanotecnologia: a

viabilizagéo da incorporacao de substancias lipofilicas em meio aquoso.

Assim, foi considerado que o procedimento mais adequado para a
impregnacdo do TNT com a dispersdo aquosa de CLN Alfa-b é a aspersdo sem

qualquer tratamento prévio nas amostras.
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Figura 32 — Amostras impregnadas com a dispersdo aquosa CLN Alfa-b e com a suspenséo controle.

Ap0s a impregnagédo, as amostras apresentaram a disperséo aquosa de CLN Alfa-b distribuida
homogeneamente sobre toda a superficie (a). Diferentemente do ocorrido pela impregnag¢do com a
suspenséo controle (b) que resultou em partes com maior concentragdo da formulacao (indicado
pelas setas). Fonte: do autor.

4.8 IMPREGNACAO DA DISPERSAO AQUOSA DE CLN PHEETOCARE NO TNT

A impregnacao do TNT com a dispersédo aquosa de CLN Pheetocare seguiu
0s mesmos procedimentos descritos no item 4.7. Nesta etapa, amostras também
foram impregnadas com uma suspensdo controle, a qual era constituida de
manteiga de cupuacgu, alfa-bisabolol, 6leo de melaleuca, resveratrol e 6leo de
semente de uva. Foram avaliadas a massa adquirida e a capilaridade das amostras
impregnadas com ambas as formulacdes.

A massa adquirida foi obtida a partir da diferenca entre a massa das
amostras antes e apds a impregnacdo. A medigao foi realizada com a utilizacdo de
uma balanca digital com precisdo de 0,0001 g. Na Figura 33, sdo observados 0s
graficos que representam a massa das amostras de tecido ndotecido apés a
impregnacdo com a dispersdo aquosa de CLN Pheetocare (a) e com a suspenséo

controle (b).
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Figura 33 — Massa adquirida das amostras de tecido ndotecido apés impregnacdao com CLN

Pheetocare versus massa adquirida das amostras impregnadas com suspensao controle.
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Os gréficos indicam a massa adquirida ap6s impregnagdo com a dispersédo aquosa de CLN
Pheetocare (a) e com a suspenséo controle (b). Ambas as formula¢des possuem como ingredientes
ativos manteiga de cupuacu, 6leo de melaleuca, alfa-bisabolol, acido citrico, resveratrol e dleo de
semente de uva. Cada barra corresponde a média da massa de trés amostras. Fonte: do autor.

Observa-se que as amostras impregnadas com CLN Pheetocare
apresentaram um resultado mais homogéneo (Figura 33a). Ao contrario do que
acontece com as amostras impregnadas com a suspensao controle (Figura 33b), no
qual o grafico indica um resultado melhor nas amostras tratadas previamente com
alcool e agitacdo magnética. Esse resultado é semelhante com o obtido com a
dispersdo de CLN Alfa-b e respectiva suspensdo controle. Entretanto,
diferentemente do resultado obtido anteriormente, a massa adquirida de todas as
amostras impregnadas com a suspensao controle foi superior @ massa das amostras

impregnadas com CLN Pheetocare.

No que tange o tratamento prévio, para as amostras impregnadas com CLN
Pheetocare, o ideal é ndo tratar as amostras. Enquanto que na impregnagdo com a

suspensao agquosa, o indicado é o tratamento com alcool e agitagdo magnética.

Quanto ao método de impregnacéo, nas amostras impregnadas com CLN
Pheetocare, a diferenga entre as técnicas é ténue sendo irrisoria a diferenca entre
elas. O mesmo acontece com as amostras impregnadas com a solucdo controle.
Apesar de os graficos apresentarem um resultado heterogéneo, pode-se

desconsiderar a diferenca relativa entre as técnicas.
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Figura 34 — Medicdo (em mm) da taxa de capilaridade das amostras de tecido ndotecido apés serem

impregnados com a dispersdo aquosa de CLN Pheetocare versus a capilaridade das

amostras impregnadas com a suspensao controle.
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O gréfico (a) corresponde a impregnacao feita por imersao de 15 min; o gréfico (b), a impregnacéo
por imersdo de 24 h; e o gréfico (c), a impregnacao por aspersao. Nos eixos horizontais, o espac¢o do
TNT Puro refere-se a taxa de capilaridade do tecido antes da impregnacédo (0 mm). As medi¢cbes
foram feitas nos tempos 10, 30 e 60 segundos. Cada barra corresponde a média da massa de trés
amostras. Fonte: do autor.
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A Figura 34 apresenta o resultado das medi¢des da taxa de capilaridade das
amostras impregnadas com CLN Pheetocare e com a suspensdo controle. Ao
comparar com o TNT puro, observa-se a capacidade de absorcédo de agua garantida

pela caracteristica anfifilica da manteiga de cupuacu.

Semelhantemente ao ocorrido com as amostras impregnadas com a
dispersédo CLN Alfa-b, as amostras impregnadas com CLN Pheetocare
apresentaram uma taxa de capilaridade superior as amostras impregnadas com a
suspensao controle. Ao avaliar apenas as amostras impregnadas com CLN
Pheetocare, o melhor resultado foi obtido por imersdo de 24 horas. Ainda assim, a

diferenca em relacdo aos outros métodos € irriséria (0,07 mm), sendo, portanto,

desconsiderada.

As amostras impregnadas com a suspensao controle também apresentaram
partes com maior acumulo de material diferentemente das amostras impregnadas

com CLN Pheetocare.

Assim, foi considerado que o procedimento mais adequado para a
impregnacdo do TNT com a dispersdo aquosa de CLN Pheetocare € a aspersao
sem qualquer tratamento prévio nas amostras. De mais a mais, no que tange a
viabilizacdo do beneficiamento das coberturas para producdo em larga escala, a
incorporacdo de um processo de tratamento prévio aumenta o custo financeiro

podendo, inclusive, se tornar inexequivel.

4.9 PRODUCAO DOS LENCOS UMEDECIDOS

Os lengos umedecidos foram produzidos a partir do TNT impregnado com a
mesma formulacédo utilizada para a producdo do sabonete: dispersdo aquosa de
CLN Pheetocare incorporada com 5 % (p/p) de lauril éter sulfossuccinato de sodio e
0,5 % (p/p) de hidroxietilcelulose. O procedimento de impregnacéo considerado mais
adequado é a aspersao, conforme descrito no item 4.8 Impregnacao da disperséo
aquosa de CLN Pheetocare no TNT. Apesar de a formulagdo conter lauril éter

sulfossuccinato de soédio, a presenca de lipidio (proveniente da manteiga de
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cupuagu) e de Oleos (6leo de melaleuca e 6leo de semente de uva) impede a
formacgéo de grande quantidade de espuma, possibilitando a utilizacdo deste método

de impregnacao com a formulacéo do sabonete.

Para o presente trabalho, indica-se que o0s lencos umedecidos sejam
acondicionados em embalagens de aluminio seladas individualmente. Essas
embalagens tém como vantagem a protecao contra oxidacédo, acao dos raios UV,
contaminagdo microbiolégica, bem como evita a entrada ou, como no caso do
produto proposto neste trabalho, saida de umidade (ABAL, 2016). Portanto, torna-se
dispensavel a incorporacdo de um agente umectante, pois essa embalagem permite

a manutencao das propriedades da formulagcédo impregnada por mais tempo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A microbiota vulvovaginal tem suma importancia na manutencdo da saude
intima feminina. Diversos fatores interferem no equilibrio deste sistema, incluindo a
variacdo hormonal, pH, deficiéncia imunoldgica e as praticas de higiene da regido.
Artigos de higiene especificos para 0 uso ginecoldgico — tais como protetores
diarios, sabonete e lencos umedecidos — estdo disponiveis no mercado, entretanto
estudos demonstram a presenca de substancias cujos efeitos no organismo ainda

sao questionados e estudados.

A utilizacdo de substancias de origem vegetal aliada a nanotecnologia
fornece subsidios para o desenvolvimento de uma linha de produtos com alto
potencial inovador e benéfica a salude e ao bem-estar da mulher. A revisdo de
patentes e de metodologias para a obtencdo de carreadores lipidicos
nanoestruturados e de impregnacao de substancias em tecidos forneceram dados
imprescindiveis para a realizacdo desta pesquisa. Assim, foram executados ensaios
para a determinacdo de uma metodologia que contemple o0s requisitos necessarios

para o desenvolvimento deste trabalho.

No teste piloto para a determinagdo dos constituintes da formulagéo, os
carreadores lipidicos nanoestruturados preparados com manteiga de cacau e
manteiga de cupuacu apresentaram diametro médio estavel durante os testes de
estabilidade. Sendo assim, as formulagbes foram preparadas com a manteiga de
cupuacu. Este componente, ndo somente estrutura os carreadores, mas também
atua como um poderoso hidratante ja que € composto por acidos graxos saturados e

insaturados.

Ainda, constatou-se que a adicdo de &cido citrico ndo compromete a
estabilidade das suspensdes. Portanto essa substancia foi incorporada a formulagéao
para atuar como regulador de pH. Foi acrescentado, também, o alfa-bisabolol, pois
suas propriedades (cicatrizante, bactericida, fungicida, anti-inflamatério, etc.)
enriguecem as caracteristicas dos produtos de higiene intima feminina em

desenvolvimento.

A segunda formulag&o, contendo alfa-bisabolol, foi denominada Alfa-b. Essa

dispersdo foi submetida a analises fisico-quimicas e de estabilidade. Durante o
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periodo de avaliacdo, o diametro das particulas e o indice de polidispersao obtidos
indicaram homogeneidade na distribuicdo de tamanho de particulas das amostras. O
valor do pH nao sofreu uma variacéo significativa, se mantendo em torno de 2,4. A
quantidade desta substancia utilizada no presente trabalho foi determinada com
base na formulacdo proposta por Medicis Pharm Corp et al. (2014). Entretanto,
devido a interagdo com as demais substancias ativas, o pH ficou abaixo dos valores

indicados na literatura (entre 3,5 e 4,5).

Com os dados obtidos por difratometria de laser, pode-se observar que néo
houve uma variacédo significativa da distribuicdo do tamanho de particula ao longo do
periodo de analise, sendo um indicio de boa estabilidade do sistema. Entretanto,
guando analisadas por espalhamento de luz, verificou-se que o valor absoluto do
potencial zeta manteve-se baixo. Sendo assim, a formulacédo Alfa-b € considerada

fisicamente estavel até 15 dias apds sua preparacao.

A terceira e Ultima bateria de ensaios caracterizou a dispersao aquosa que
foi denominada CLN Pheetocare. Essa formulacdo foi produzida com 6leo essencial
de melaleuca, alfa-bisabolol e acido citrico (g.s.p. pH 4,0). Foram incorporados o
0leo de semente de uva (devido a sua capacidade antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatoria e de protecdo da pele) e o resveratrol que, além da ag¢do antioxidante,
também possibilitou a determinacao do teor por CLAE.

Os dados obtidos por difratometria de laser indicaram boa estabilidade do
sistema ao longo do periodo analisado. O valor do pH se manteve em torno de 4,37,
0 qual é satisfatorio para aplicacdo em produtos para higiene intima feminina. Os
resultados da analise feita por espalhamento de Iluz dindmico indicaram
homogeneidade na distribuicAo de tamanho de particulas das amostras. A
quantificacdo de resveratrol por CLAE indicou a presenca do componente ativo

durante as analises.

Depois de definida a composi¢ao da dispersdo aquosa, a etapa seguinte foi
a incorporagdo de um agente tensoativo e de um espessante a fim de se obter a
formulacdo do sabonete. Como espessante, foram utilizados 0,5 % (p/p) de
hidroxietilcelulose. A estabilidade do sabonete contendo diferentes concentracdes de
lauril éter sulfosuccinato de sodio, como tensoativo, foi avaliada por difratometria de
laser. Ao final das analises, ficou estabelecido que a concentracdo de 5 % (p/p)

deste tensoativo é a adequada para integrar a formulacdo do sabonete.
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Além da caracterizagdo fisico-quimica da dispersdo aquosa de CLN
Pheetocare e da estabilidade do sabonete, foram realizados ensaios pré-clinicos a
fim de verificar a interacdo da formulacdo com a mucosa vaginal, bem como seu
potencial irritativo. Os testes foram executados com a formulacdo nanoparticulada e

comparadas com formulacdes controle.

As analises in vitro de lavabilidade, permeacdo e penetracdo em mucosa
vaginal de suino indicaram que a dispersao aguosa de CLN Pheetocare permanece,
em maior parte, aderida a camada mais externa da mucosa vaginal. Portanto, pode
ser considerada segura para a aplicacdo em produtos de higiene intima feminina.
Nos ensaios de irritabilidade em modelo de HET-CAM, a disperséo aquosa de CLN
Pheetocare foi classificada como néo irritante. O mesmo n&o aconteceu com o
sabonete, o qual foi considerado extremamente irritante. Constatou-se que 0sS

agentes irritantes sdo o tensoativo e o espessante incorporados a formulacéo.

Antes da impregnacdo da dispersao no TNT, foram realizados ensaios de
caracterizacdo para verificar a morfologia, a composi¢cdo do material e a taxa de

capilaridade. Este estudo partiu da analise de similares disponiveis no mercado.

A partir dos espectros gerados por FTIR/ATR, constatou-se que as amostras
1, 3, 4,5 e 6 sdo compostas de polipropileno. Os espectros das amostras 2 e 6
indicam a presenca de celulose (provavelmente, residuo do ndcleo absorvente).
Com as fotomicrografias obtidas por MEV, verificou-se que as telas poliméricas sao
fabricadas pelo processo de fiacdo continua (spunbond) e consolidagcdo térmica por
pontos (pointbonding). Além disso, observou-se a presenca de particulas
contaminantes e de fibras de algodado na maioria das amostras. A determinacao da

taxa de capilaridade ndo resultou em um padréo para a absorcéo de agua.

Os mesmos ensaios foram executados no tecido n&otecido que foi utilizado
para a producdo dos artigos de higiene intima. O espectro gerado pela analise por
FTIR/ATR indica que o material € composto de polipropileno. As fotomicrografias
obtidas por MEV revelam que o TNT é fabricado pelo processo de fiagdo continua
(spunbond) e consolidacdo térmica por pontos (pointbonding). N&o foram
observadas particulas contaminantes ou fibras de algod&o. Assim, conclui-se que o
tecido possui caracteristicas semelhantes as telas poliméricas dos produtos

disponiveis no mercado, sendo plausivel sua utilizagdo nas etapas de impregnacéo
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deste trabalho. Na determinacdo da taxa de capilaridade no TNT puro, n&o foi
verificada absorcéo de agua pelo tecido.

As amostras de TNT foram submetidas a tratamentos prévios e a diferentes
procedimentos de impregnacdo com CLN Alfa-b e CLN Pheetocare. Os resultados
obtidos pela medicdo de massa adquirida, fotomicrografias por MEV e medicao da
taxa de capilaridade indicaram que para ambas as formulagbes o método mais
indicado € a impregnacao por aspersdao sem a necessidade de tratar as amostras

previamente.

Para a producdo dos lencos umedecidos foi utilizada a formulagdo do
sabonete (dispersdo aquosa de CLN Pheetocare incorporada com lauril éter
sufossuccinato de sédio e hidroxietilcelulose). A impregnacéo da formulacdo no TNT
seguiu o procedimento considerado mais adequado conforme supracitado: aspersao

sem necessidade de tratamento prévio do TNT.

Os resultados obtidos demonstram que os objetivos da presente pesquisa
foram alcancados. Foi possivel, ndo somente, desenvolver e caracterizar uma
dispersdo aquosa de CLN contendo substancias de origem vegetal, mas também
verificar a viabilidade da impregnacdo dessa formulacdo em TNT. Esse resultado
possibilita o enriquecimento da cobertura de absorventes intimos com uma
formulacdo que visa a saude e ao bem estar da mulher. Ndo obstante, juntamente
com a producdo do sabonete, a impregnacdo possibilitou o desenvolvimento dos
lencos umedecidos. Esse trabalho teve, como foco central, a saude intima feminina.
Entretanto, tendo em vista as propriedades dos componentes incorporados a
formulacdo da dispersdo aquosa de CLN Pheetocare, demais desdobramentos

podem ser considerados conforme descrito a seguir.
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5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Verificar demais potencialidade de aplicacdo da formulacdo
desenvolvida, tais como produtos para uso cutaneo em geral e palmilhas

para calcados;

e Avaliar a impregnacao da dispersdo aquosa de CLN Pheetocare em
outros substratos, como tecidos de algodado e espumas de poliuretano

visando ampliar a abrangéncia de aplicacéo;

e Estudar outros métodos de impregnacdo considerando aspectos

econdmicos no que tange a producdo em larga escala;

e Realizar estudos microbiologicos para avaliar a eficacia dos
componentes ativos quanto as propriedades previamente descritas na

literatura;

e Executar ensaios in vivo no intuito de se obter dados fidedignos quanto a

interacdo da dispersao aquosa de CLN Pheetocare com a pele.
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APENDICE A — CONFIGURACAO DAS EMBALAGENS DE SABONETE,
PROTETOR DIARIO E LENCO UMEDECIDO CONTENDO A DISPERSAO
AQUOSA DE CLN PHEETOCARE?

Desde os anos 1960, discute-se a existéncia de elementos essenciais
determinando a relagdo entre individuos de sexos diferentes. No que tange produtos
de higiene pessoal, percebe-se o investimento na promocéo de solucdes diferentes
para homens e mulheres (SILVA, 2010). Nesse processo, a embalagem é
considerada de extrema importancia, pois além dos aspectos préaticos e
ergondmicos, deve "comunicar de forma eficiente aquilo que se pretende transmitir
aos consumidores para conquistar sua simpatia e adesao” (MESTRINER, 2002. p.
3). Para alcancar os objetivos almejados, o design mostra-se como uma ferramenta
relevante, pois auxilia na definicdo das formas, cores e texturas e articula valores

simbdlicos atrelados aos significados que formam as culturas (ONO, 2006).

Silva (2010) realizou um estudo no qual compara embalagens de
desodorante direcionadas para o publico feminino e para o publico masculino. A
autora constata que o discurso utilizado por diferentes marcas reproduz a ideia de
que as atitudes femininas estdo circunscritas a manutencdo de sua boa aparéncia.
Sendo assim, no que tange os aspectos graficos, sdo recorrentes as cores mais
claras, muitas vezes com utilizacdo de cores pastéis em dégradé sobre fundo
branco. Os elementos decorativos remetem a flores e vegetais e a tipografia é sutil.
Quanto a configuracdo glifica, sdo empregadas curvas suaves e linhas com boa
continuidade.

Como o foco da presente pesquisa também é a producdo de artigos para
higiene intima feminina, as informa¢bes apresentadas por Silva (2010) foram
utilizadas na conceituacdo das embalagens. Assim, foram desenvolvidas
embalagens para o sabonete, para o0s protetores diarios e para 0s lencos
umedecidos. Nao obstante, também foi criado um selo com a informacéo
"Nanoparticulas Pheetocare" que indica a presenca da dispersédo aquosa de CLN na

composic¢ao dos produtos.

2 As imagens contidas neste item estdo em processo de registro de desenho industrial
(protocolos INPI: BR 30 2016 005349 9 e BR 30 2016 005351 0).
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Para o selo (Figura 35), a intengéo era utilizar o formato esférico/circular dos
carreadores lipidicos. Como os componentes ativos da formulagdo proposta séo
provenientes de plantas, optou-se por incrementar o formato arredondado com
grafismos estilizados de formas organicas a fim de remeter a natureza. Também
para este fim, a cor empregada foi um tom esverdeado (CMYK: 90, 0, 54, O;
PANTONE®: P 130-7U) que “"esta simbolicamente ligado a campos e arvores [e]
lembram a tranquilidade, natureza, satde" (ALVARENGA; SIMOES, 2009). Ja para
a tipografia, utilizada para escrever "COM NANOPARTICULAS PHEETOCARE",
foram selecionadas as fontes Gadugi® e Castle T®. Ambas as fontes s&o regulares e
sem serifa, as quais sdo indicadas para titulos, pois chama atencdo para cada
palavra (PRINTI, 2016).

Figura 35 — Selo para indicar a presenca da dispersdo aquosa de CLN Pheetocare.
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As quatro versdes apresentadas sugerem o uso do selo na sua configuracao normal (a); ainda
colorido, porém em negativo (b); a versao preto e branco normal (c); e a versédo preto e branco
negativa (d).
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As embalagens do sabonete (Figura 36), dos protetores diarios (Figura 37) e
dos lencos umedecidos (Figura 38) foram configuradas de forma a manter uma

coeréncia entre os trés produtos. Como diagnosticado por Silva (2010), os produtos
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de higiene feminina apresentam formas suaves e florais. Assim, a silhueta feminina
foi estilizada e utilizada como elemento grafico principal e o fundo foi preenchido
com uma textura floral. As cores aplicadas sdo o magenta (CMYK: 0, 100, O, O;
PANTONE®: Process Magenta C) e o lilas (CMYK: 14, 63, 0, 0; PANTONE®: 2067
CP).

De acordo com Alvarenga; Simdes (2009), tons de rosa estdo associados
com o feminino devido a flor de mesmo nome e o lilas por dar ideia de frescor e
equilibrio, j& que é o resultado da mistura entre uma cor quente (vermelho) e uma
cor fria (azul). Na silhueta, foi aplicado um preenchimento gradiente que vai do lilas
ao mesmo tom esverdeado utilizado no selo para que todos os elementos da
embalagem representem uma unidade visual. O produto esta enunciado pela
Baskerville Win95BT®. Esta é uma fonte serifada que, apesar de ndo ser designada

para este fim, foi escolhida por suas caracteristicas estéticas.

Figura 36 — Configuracdo da embalagem do sabonete para uso intimo.
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cupuacu, 6leo de
semente de uva,
oleo de melaleuca,
alfa-bisabolol,
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Na parte anterior (a), uma imagem estilizada faz referéncia ao corpo feminino; na parte posterior (b),
inclui o selo indicando a incorporacéo das nanoparticulas Pheetocare, bem como os ingredientes
ativos da formulag&o. Fonte: do autor.
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Figura 37 — Configuracdo da embalagem dos protetores diarios.
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Fonte: do autor.

Figura 38 — Configuracdo da embalagem dos lengcos umedecidos.
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de cupuagu, 6leo de semente
de uva, dleo de melaleuca,
alfa-bisabolol, resveratrol e
acido citrico.
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Fonte: do autor.
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