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RESUMO

As emulsdes sdo sistemas constituidos por dois liquidos imisciveis, termodinamicamente
instaveis e com diametro de particula maior que 200 nm. Devido a propriedades sensoriais
agradaveis como, baixa irritabilidade, otima hidratacdo, espalhabilidade, além de maior
penetracdo dos ativos na pele, elas tém atraido a atengdo de varios ramos de estudo. Sendo
assim, este trabalho objetiva formular e caracterizar emulsdes de colageno extraido de
residuos do beneficiamento de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) para incorporagao de
extrato aquoso de folhas secas de quebra-pedra (Phyllanthus niruri). O colageno foi extraido
das escamas desmineralizadas de Tildpia pelo método enzimdtico e o extrato aquoso de
quebra-pedra foi obtido das folhas secas utilizando extrator acelerado por solvente
pressurizado (ASE). Emulsdes estaveis foram obtidas combinando 6leo de girassol, mono-
oleato de sorbitano e polisorbato 80 através do método de alta energia utilizando ultrassom de
ponteira. A estabilidade foi avaliada por analise macroscopica, centrifugacao, pH, potencial
zeta, polidispersividade e condutividade elétrica. O valor de EHL requerido para o 6leo de
girassol foi estudado e definido igual a 7,0. Para determinar a melhor formulagdo, um
diagrama ternario foi construido, constatando que o experimento de niimero 29 (80% de agua,
10% de tensoativo e 10% de 6leo) apresentou maior estabilidade. Ensaios primarios de
emulsdes contendo diferentes concentragdes de coldgeno (0,1%; 0,25%; 0,5%; 0,75% e 1%)
foram realizados. Formulacdes contendo 0,1% e 0,5% obtiveram O6tima estabilidade
macroscopica mesmo apos a centrifugacdo, porém o tamanho de gota apresentou valores de
634,6 e 715,1 nm, respectivamente. Varias outras emulsoes foram formuladas até chegar a
emulsao F’1, na qual foi adicionada de extrato aquoso de Phyllanthus niruri. Nesta emulsao,
além dos testes de estabilidade, foi realizado a atividade citotoxica frente a linhas tumorais de
colon do utero, préstata, leucemia e astrocitoma. Estes estudos de atividade in vitro,
mostraram atividade, porém torna-se necessario rever os testes com concentragdes maiores,

visando melhorar sua acao citotoxica.

Palavras-chave: Phyllanthus niruri; Oreochromis niloticus; colageno.



ABSTRACT

Emulsions are systems composed of two immiscible liquids, thermodynamically unstable and
with a particle diameter greater than 200 nm. Due to the pleasant sensory properties, low
irritability, optimum moisturizing, spreadability, in addition to rapid penetration of skin
images, they have attention of the various areas of study. Therefore, this work presents
collagen emulsions extracted from Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) processing residues
for the incorporation of aqueous extracts of dry leaves the Phyllanthus niruri. Collagen was
extracted from the demineralized Tilapia scales by the enzyme method and by the aqueous
extract of Phyllanthus niruri, being used as an aqueous extractor of pressurized solvent (ASE).
Stable emulsions with the combination of olive oil, sorbitan monooleate and polysorbate 80
by the high energy method using tip ultrasound. The stability was analysed by macroscopic,
centrifugation, pH, zeta potential, polydispersity and electrical conductivity. The EHL value
required for sunflower oil is studied and recorded equal to 7.0. To determine thebest
formulation, a ternary diagram was constructed,noting that the experimente 29 (80% water,
10% surfactant and 10% oil), showed greater stability. Primary testes the emulsion containing
collagen (0.1%, 0.25%, 0.5%, 0.75% and 1%) were done. The emulsions containing 0.1% and
0.5% obtained the highest macroscopic stability, even after centrifugation, but the size was
634.6 and 715.1 nm, respectively. Several other emulsions were formulated until arrive an F'l
emulsion, added to the aqueous Phyllanthus extract. In this emulsion, in addition to the
stability tests, cytotoxic activity was carried out against tumor lines of the uterine colon,
prostate, leukemia and astrocytoma. This in vitro activity studies, showed activity, however, it
i1s necessary to review tests with higher concentrations, aiming to improve their cytotoxic

action.

Keywords: Phyllanthus niruri; Oreochromis niloticus; collagen.
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1 INTRODUCAO

Os residuos sdo produzidos em todos os estagios da vida humana, variando em
funcdo das praticas de consumo e dos métodos de producao tanto em termos de composicao
como de volume (NOGUEIRA; CAPAZ, 2012). Como exemplo de residuos so6lidos da
agroindustria, tém-se os provindos do processamento do pescado, tais como as escamas,
carcaca, pele e visceras. Estes residuos podem representar 8 a 16% no caso de pescado
eviscerado e de 60 a 72% no caso da produgdo de fil¢ sem pele (KUBITZA; CAMPQOS, 2018).
Em nivel mundial, a produgdo da pesca de captura foi de 93,4 milhdes de toneladas no ano de
2014 (FAO, 2016), sendo assim, aproximadamente 67 milhdes de toneladas de residuos foram
gerados para produzir filé de peixe.

Visando agregar valor a estes rejeitos, a extragao de substincias que compdem
esses subprodutos tem-se mostrado promissora. O coldgeno pode ser extraido da pele e das
escamas de peixe por via dcida, salina ou enzimatica. Esta proteina possui diversas utilidades
na induastria alimenticia, farmacé€utica, cosmética e por isso estudos para a otimizagdo da sua
extracao tem chamado atengdo da comunidade cientifica (SILVA e PENNA, 2012).

Produtos emulsionados sdo bastante empregados na industria cosmética e
farmacéutica devido a veiculagdo de principios ativos tanto lipofilico como hidrofilico na
mesma formulacao e a facilidade da aplicagdo destes produtos de uso topico (MADAAN et al.,
2014). Apresentam como vantagens a solubilizagao de drogas hidrofobicas ou soluveis em
6leo, melhoram a absor¢ao topica de drogas e mascaram o sabor ¢ o odor desagradaveis das
drogas (KALE e DEORE, 2016).

Como principios ativos nestas emulsdes, substancias de origem vegetal
apresentam grande aceitacdo do publico consumidor além de diversas propriedades
terapéuticas. Como exemplo, a planta Phyllanthus niruri, popularmente conhecida como
Quebra-pedra, que apresentou em estudos, atividade hipolipidémica (KHANNA, RIZVI E
CHANDER, 2002), antiviral (WANG, CHENG, LI, MENG E MALIK, 1994), antioxidante
(HARISH; SHIVANANDAPPA, 2006), anticancer (LEE et al., 2016). Sao responsdveis por
essas propriedades varias moléculas bioativas, como lignanas, filantina, hipofilantina,
flavondides, glicosideos e taninos, que demonstraram estarem presentes nos extratos de P.
niruri (PATEL et al., 2011).

No presente trabalho, residuos de escamas de Tilapia do Nilo (Oreochromis

nilotcus) foram usados como fonte de matéria-prima para obtencdo de colageno por via
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enzimatica como possibilidade de uso em emulsdes com bioativo de extrato aquoso de

Quebra-pedra (Phyllanthus niruri) para potencial aplicagdo topica.



13

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tilapia: producio e residuos

A produgdo da Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) foi observada desde a era
do antigo Egito, como descrito em uma tumba egipcia que remonta a mais de 4000 anos, que
mostrou os peixes mantidos em lagoas ornamentais. Embora a distribuicio mundial
significativa de tilapias, principalmente Oreochromis mossambicus, tenha ocorrido durante as
décadas de 1940 e 1950, a distribuicdo da tilapia do Nilo comecou a ocorrer mais
intensamente durante a década de 1960 até a década de 1980 (FAO, 2018).

Originaria das bacias do Rio Nilo, Niger, Chade e¢ dos lagos do centro-oeste
africano, pertence a ordem dos Perciformes e a familia Cichlidae (VICENTE; ELIAS;
FONSECA-ALVES, 2014), ¢ uma espécie de pequeno a médio porte, caracterizada pela
coloracdo geral cinza prateado no dorso e branca no ventre, com riscos escuros verticais ao

longo do corpo e nas nadadeiras, como observado na Figura 1 (UFRJ, 2018).

Figura 1- Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

"""""

Fonte: FAO (2013).

Apresenta caracteristicas importantes para a aquicultura pois pode habitar regides
tropicais e subtropicais, em dguas com temperaturas variando em uma escala maxima de §-42
° C e em médias de 135-33 ° C. Pode sobreviver também em habitats de dgua salgada, porém
¢ encontrado em grande variedade de locais de d4gua doce (FISHBASE, 2018).

Esta espécie ndo apresenta espinhos em forma de “Y”’, o que torna o filé de tildpia
apropriado para a industria. A sua carne possui 6tima qualidade, favorecendo a aceitacdo pelo
mercado consumidor. Portanto, estas qualidades associadas ao fato da tilapia aceitar
facilmente dietas artificiais e sua excelente adaptagdo a diferentes habitats, fazem com que

esta espécie apresente grande potencial aquicola (OLIVEIRA, 2016).
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Atualmente ¢ o peixe mais cultivado no Brasil e o quarto no mundo segundo a
Organizagdo das Na¢des Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO, 2016). Na Figura

2, observa-se os paises mais importantes na producdo de Tilapia do Nilo.

Figura 2-Principais paises produtores de Tilapia

- WA e

Fonte: FAO (2006).

Na Figura 3, observa-se o crescimento da produ¢ao de pescado no mundo de 1984
até 2015, tendo a China como lider do ranking com uma producao de mais de 5 milhdes de
toneladas, seguida da Indonésia com 3,5 milhdes de toneladas. O Brasil ocupa o sexto lugar,
com uma producdo de 1 milhdo de toneladas.

Em 2015, 219.000 toneladas foram abatidas e vendidas, de acordo com o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Este numero aumentou 9,7% em
comparacao a 2014 e quase 10 vezes desde 1998, quando 30.000 toneladas foram vendidas

(OLIVEIRA, 2016).

Figura 3- Produgao de Tilapia no mundo

] e 2 & )
FELLFSS LT FFF LSS
0 (lonladas)
m China Sre—— ' S00.000
B [ndonésia L0000
m Egito 1L 200,000
B Tailandia 2 D000
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[ ] ._alwan e
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5 S00.000

Fonte: Global Acquaculture Alliance e Embrapa (2016).
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Sendo assim, uma enorme quantidade de producdo de Tilapia e seu consumo,
resulta na producao também de uma grande quantidade de residuo.

Os residuos da industria de peixe apresentam uma composi¢ao rica em compostos
organicos € inorganicos, 0 que gera preocupacao relativa aos potenciais impactos ambientais
negativos decorrentes da disposi¢do deste material diretamente no ambiente ou oferecido in
natura aos peixes cultivados (FELTES et al, 2010).

Culturalmente, o residuo ¢ mal aproveitado e, portanto, ndo valorizado. O descarte
indiscriminado do residuo no solo pode causar poluicao do ar, poluicao das 4guas superficiais,
além de polui¢do do solo e aguas subterraneas (OETTERER; BORGHESI; FERRAZ, 2018).

Diante desta producdo em larga escala tanto de paises desenvolvidos como
subdesenvolvidos, todos enfrentam a questdo de como promover o aproveitamento integral do
pescado cultivado, uma vez que o aproveitamento ou nao dos subprodutos e residuos do
processamento traz importantes consequéncias econdmicas e ambientais (NOGUEIRA;
CAPAZ, 2012).

O ideal seria a utilizagdo da matéria- -prima, em toda a sua escala, evitando-se a
propria formagdo do residuo; ou entdo, havendo residuo, este deve ser minimizado ou
transformado em coprodutos (OETTERER; BORGHESI; FERRAZ, 2018).

Sendo assim, diversas possibilidades de transformacao foram desenvolvidas como
producdo de farinha, embutidos, empanados, carne mecanicamente separada, couro entre
outros. A escolha dos processos de reaproveitamento a serem adotados deve levar em
consideracdo as particularidades de cada empreendimento, as perspectivas regionais €, acima
de tudo, a viabilidade economica dos processos, que deve ser determinada através de um
estudo criterioso do investimento necessario ¢ do retorno que os mesmos proporcionarao ao
empreendimento (KUBITZA; CAMPOS, 2018).

Todavia, novas pesquisas tém sido propostas para extrair desses subprodutos
matérias de alto valor agregado como coldgeno, gelatina, hidroxiapatita, acido hialurénico e
outros, transformando esses residuos em matéria-prima, e conferindo um alto valor de retorno

a esses produtos resultantes da extracao.

2.2 Colageno: estrutura e aplicacio

O colageno ¢ a principal proteina estrutural do tecido conjuntivo dos vertebrados,

constituindo cerce de 30% da proteina total animal (CHUAYCHAN; BENJAKUL;
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KISHIMURA, 2015). E encontrada principalmente em tecidos fibrosos, como pele, ligamento
e tenddo na forma de fibrilas alongadas e também ¢ abundante na cornea, vasos sanguineos,
osso e cartilagem (BHAGWAT; DANDGE, 2018).

A molécula de colageno ¢ formada por trés cadeias polipeptidicas, denominadas
de cadeias a, que se arranjam em uma conformacdo de tripla hélice estabilizadas por pontes
de hidrogénio interdadeias, conferindo ao colageno caracteristicas como rigidez, forma de
bastdo e alta estabilidade (ATAYDE, 2011).

O arranjo singular de aminoacidos leva a formagdo da estrutura helicoidal tripla
do colageno. A glicina ¢ repetida a cada terceiro local na ordem, permitindo o fechamento das
cadeias em forma de hélice. Na unidade repetitiva de Gly-X-Y, cerca de 35% das posi¢des nao
glicinicas sdo envolvidas por prolina que € quase exclusivamente encontrada na posicao X
enquanto que as posi¢cdes Y sdo predominantemente ocupadas por hidroxiprolina, como
observado na Figura 4 (BHAGWAT; DANDGE, 2018). As cadeias o possuem ainda em suas
terminagdes uma sequéncia de 15 a 20 aminoacidos denominados telopeptideos, que ¢ a

extensao nao colagenosa da molécula (ATAYDE, 2011).

Figura 4 - Estrutura do colageno

Fonte: ISIC (2017).

O processo de sintese do colageno ocorre principalmente durante o preparo da
regeneracdo ¢ do desenvolvimento do tecido embriondrio (PENNA; SILVA, 2012). As

moléculas de colageno sdo secretadas pelos fibroblastos para matriz extracelular na forma de
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procolageno soluvel, que possui duas estruturas globulares de peptideos contendo nitrogénio e
carbono terminais (ATAYDE, 2011).

Na matriz extracelular, ocorre a acdo das C- e N-peptidases, para clivar as duas
estruturas globulares ligadas as extremidades do procolageno. A agdo dessas enzimas ¢
necessaria para iniciar o processo de fibrilogénese (producao de colageno) com a formacao do
tropocolageno, que comeca a se unir com outras moléculas de tropocolageno, formando as
fibrilas (PENNA; SILVA, 2012).

As moléculas de tropocolageno unem-se na forma de conformagdo torsa por meio
de associagdes lado a lado, estabilizadas primeiramente pelas interagdes hidrofobicas e
eletrostaticas (PENNA; SILVA, 2012).

As fibrilas de coldgeno sdo compostas de agregados de moléculas de colageno ao
longo de um eixo paralelo, mas cujas extremidades sdo igualmente sobrepostas para produzir
bandas de 70 nm. O conjunto de fibrilas forma as fibras de colageno, que se organizam em
feixes (PENNA; SILVA, 2012). O esquema simplificado da formacao das fibras de colageno

¢ demonstrado na Figura 5.

Figura 5 - Esquema de formagao da fibra de colageno.

> Agregacéo
Formacao de microfibrilas lateral
A
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Tropocolageno

Agregacao
longitudinal

Ligagbes cruzadas =R i

Fibra de colageno

Fonte: Atayde (2011).
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Segundo Kozlowska et al. (2015), atualmente existem 29 tipos de coldgenos que
se diferenciam pela sequéncia de aminoacidos, estrutura e fungdo. O colageno do tipo I € o
mais comum nos vertebrados e estd presente nos ossos, tendoes, ligamentos e outros 6rgdos
desempenhando a fungdo estrutural, contribuindo para a forma e a propriedade mecanica dos
tecidos.

Pode ser obtido de diversos animais (bovinos, suinos, peixes etc). No Brasil a
maior parte € proveniente dos residuos do processamento da carne, em func¢do da elevada
producdo brasileira para exportacdo (PENNA; SILVA, 2012).

O colageno apresenta grande biodisponibilidade e propriedades como
biocompatibilidade, ndo toxicidade e ndo antigenicidade, que atraem o interesse das industrias
de alimentos, cosméticos, biomateriais e farmacéuticas (KOZLOWSKA ET AL, 2015).

O colageno tem sido considerado um excelente biomaterial para o
desenvolvimento de sistemas de curativos e construcdes de engenharia tecidual. Para
aplicacdes médicas; Os coldgenos sdo relatados para serem processados em varias formas, tais
como folhas, tubos, filmes, esponjas, membranas, compdsitos e dispersdes (BHAGWAT;

DANDGE, 2018).

2.3 Género Phyllanthus

O género Phyllanthus pertencente a familia Phyllanthaceae, compreende cerca de
800 espécies espalhadas nas regides tropicais e subtropicais do mundo. A diversidade nas
Américas ¢ alta, compreendendo em torno de 200 espécies e o Brasil com importante centro
de diversidade da espécie, com mais de 100 espécies distribuidas em diferentes regioes
(NASCIMENTO, 2008).

Entre os representantes do género utilizado como planta medicinal, destaca-se a
espécie conhecida como quebra-pedra, nome cientifico Phyllanthus niruri, reconhecida
popularmente por suas propriedades diuréticas, utilizada bastante no tratamento de calculos

renais (NISHIURA et al., 2004).

2.3.1 Phyllanthus niruti

Phyllanthus niruri ¢ uma planta herbacea encontrada em regides tropicais e

subtropicais, glabra, com até 80 cm de altura, caules simples ou ramificados, os principais
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delgados e sem folhas, com ramos ou ramulos laterais filiformes, estes portando folhas como

pode ser observado na Figura 6 (ANVISA, 2018).

Figura 6- Phyllanthus niruri (quebra-pedra)

Fonte: Flora of Qatar (2014).

Existem muitas espécies comercializadas como quebra-pedra, mas ndo se tratam
do Phyllanthus niruri. Uma delas € Phyllanthus tenellus, que apresentam caracteristicas
morfoldgicas semelhantes (SIQUEIRA, 2012).

Esta planta estd presente na medicina popular brasileira e de outros paises, usada
comumente pela infusdo de varias partes da planta no tratamento de doencas como disturbios
renais urinarios, intestinais e diabetes (SIQUEIRA, 2012).

Estudos e testes clinicos comprovam que Phyllanthus niruri possui propriedades
medicinais para as quais ja vinha sendo utilizada pela medicina tradicional
(BAGALKOTKAR et al., 2006; PATEL et al., 2011) e essas propriedades sdo referentes aos
composto presentes nestes extratos como flavondides, lignanas, alcaldides, taninos e entre
outros (PATEL et al, 2011).

Muitas atividades farmacoldgicas da espécie Phyllanthus niruri foram descritas.
Pucci e colaboradores (2018) comprovou que a ingestdo de Pniruri ¢ segura e nao causa
efeitos adversos significativos nos parametros metabolicos séricos, causando um aumento da
excre¢do urindria de magnésio e potassio, contribuindo para a eliminacdo dos célculos
urindrios.

Navarro e colaboradores (2017) mostraram as evidéncias dos potenciais efeitos
dos extratos de P. niruri no combate a doengas relacionadas ao intestino, considerando que

esses polifendis contidos nos extratos sdo metabolizados pelo intestino. Outro trabalho foi
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apresentado por Mediani e colaboradores (2017) foram correlacionados com atividades
antioxidantes e inibidoras a-glucosidase.

Mostofa e colaboradores (2017) mostrou que as folhas possuem atividade
antinflamatéria e promovem a prote¢do da ulcera, verificado pela regeneracdo da camada
mucosa e prevencdo substancial da formacdo de hemorragia e edema. Alguns dos

componentes quimicos da Phyllanthus niruri sdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Componentes quimicos da Phyllanthus niruri

CLASSE COMPOSTO

ALCALOIDES 4-metoxi-norsecurinina, alosecurinina,

Nirurina, norsecurining, securinina

ESTEROIS p-sitosterol, estradiol
FLAVONOIDES astragalina, (-)-epigalocatequina,

(-)-epigalocatequina-3-O-galato,
eriodictiol-7-O-a-L-ramnopiranosideo,
kaempferol-4’-0-a-L-ramnopiranosideo,
galocatequina, miricetrina, niruriflavona,
orientina, orientina-2"-O-ramnosideo, quercetina,
quercetina-3-0-B-D-glucopiranosil-(1->2)-p-D-
xilopiranosideo, quercetina-3-0-glucosideo,

quercitrina, rutina, vitexina-2"-O-ramnosideo

LIGNANAS 4-hidroxisecolintetralina, filantina, filnirurina,
filtetralina, hidroxinirantina, hinoquinina,
hipofilantina, isolintetralina, linantina, lintetralina,
neonirtetralina, nirantina, nirfilina, nirtetralina,

secoisolariciresinol trimetil eter, sesamin-4-ol

TANINOS acido repandusinico A, p-glicogalina,
HIDROLISAVEIS corilagina, filantusiina D, geraniina,

Isocorilagina

TERPENOS filantenol filantenona, filanteol, limoneno,

lupeol, p-cimeno

OUTROS I-0-galoil-6-0-luteoil-a-D-glucopiranosideo,
acido carboxilico da brevifolina, acido eldgico,
acido galico, brevifolina, filangina, nirurisideo,

metil- brevifolinacarboxilato

Fonte: Adaptado de Souza (2017).
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Devido a vasta aplicabilidade desta planta, estudos continuam sendo feitos para
produzir firmacos e cosméticos que contenham esses ativos responsaveis por fungdes

terapéuticas.

2.4 Emulsao

Emulsdes sdo sistemas coloidais formados por uma fase liquida dispersa em outra
fase liquida imiscivel, como exemplo 4gua e oOleo, utilizando cisalhamento mecanico
(MCCLEMENTS; JAFARI, 2018). Sao termodinamicamente instaveis devido a diferenga nas
interagdes entre as duas fases (tensdo interfacial). Esta tensdo pode ser reduzida, adicionando
moléculas de carater anfifilico a superficie, os tensoativos, que sao soliveis em uma das duas
fases (MASON, 2006; PEREIRA, 2015; KALE, 2016).

Este sistema apresenta uma fase continua e outra dispersa. A diferenca de fases
esta relacionada com a natureza do tensoativos empregado na elaboracao da emulsdao. Caso o
surfactante seja solivel na fase oleosa, esta serd a fase continua (fase externa) e a fase aquosa
sera a fase dispersa (gotas esféricas e pequenas). Um sistema denominado O/A ocorre quando
a fase oleosa esta dispersa na fase aquosa, € um sistema A/O ocorre quando a fase aquosa esta

dispersa na fase oleosa como mostrado na Figura 7 (YUKUYAMA, 2015; PEREIRA, 2015).

Figura 7 - Tipos de emulsao
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Fonte: Adaptado Silva et al. (2015).

Segundo a teoria da tensdo superficial, quando sdo adicionados produtos
emulsionantes ou surfactantes, estes diminuem a tensdo entre as superficies dos liquidos

imisciveis, diminuindo a forca repelente entre eles e reduzindo a atragdo das moléculas do
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mesmo liquido (KALE; DEORE, 2016).

As emulsdes sdo classificadas principalmente de acordo com o tamanho de
particula e a estabilidade termodindmica. Todavia, outras caracteristicas sdo analisadas como
exemplo, quantidade de fases, viscosidade, modo de preparagdo, tensdo interfacial e etc.

Sendo assim, podem ser categorizadas em emulsdes, microemulsdes e
nanoemulsdes (KOMAIKO; MCCLEMENT, 2016). Na Tabela 2, tém-se a classificacdo de

emulsoes e suas caracteristicas.

Tabela 2 - Tipos de emulsoes.

Tipo de emulsao Tamanho de particula Estabilidade
Emulsao > 200 nm Instavel
Nanoemulsiao <200 nm Instavel
Microemulsio <100 nm Estavel

Fonte: Adaptado Komaiko e Mcclement (2016).

As emulsdes convencionais sao dispersdoes de dois liquidos imisciveis, formado
por cisalhamento mecanico e surfactantes. Escolha do surfactante ¢ realizada com base no
balango hidrofilico-lipofilico (HLB). Surfactantes com valores baixos de HLB sao utilizados
para formar a emulsao A/O e os de alto valor de HLB s3o usados para formar emulsdes O/A
(KALE; DEORE, 2016).

Microemulsdes (MEs) sdo sistemas termodinamicamente estaveis, transparentes e
de baixa viscosidade, formado por particulas de tamanho nanométrico com didmetro
aproximadamente de 1 a 100 nm, geralmente de 10 a 50 nm, dispersas em uma fase continua
de um solvente imiscivel com a fase dispersa (SILVA et al, 2015).

Nanoemulsdes sao muito semelhantes as microemulsdes que sdo dispersdes de
escala nanométrica, mas obtidas por for¢ga mecanica, ao contrario de microemulsdes, que se
formam espontaneamente, ¢ necessario fornecer energia ao sistema para que sejam formadas e
sdo cineticamente estaveis em grande escala de tempo (MCCLEMENTS, 2012; GUPTA et al,
2016; (KALE; DEORE, 2016).

Na Figura 8, observamos a aparéncia dos trés tipos de emulsdes, emulsdo
convencional, microemulsdo e nanoemulsdo. As emulsdes convencionais possuem um aspecto
leitoso, devido ao tamanho de particula ndo ser tdo baixo, diferente das microemulsdes e
nanoemulsdes que sdo de escala nanométrica e por isso sdo opticamente transparentes ou

translucidas.
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Figura 8 - Emulsdo (a), microemulsao (b) e nanoemulsdo (c)

(a)

Fonte: Adaptado Kale e Deore (2016).

Provavelmente, a consideracio mais importante em relacdo as emulsdes
farmacéuticas e cosméticas ¢ a estabilidade do produto. A estabilidade de uma emulsdo
farmacéutica caracteriza-se pela auséncia de coalescéncia de fase, auséncia de creaming e

manutencao da aparéncia, odor, cor e outros propriedades (Figura 9) (MADAAN et al, 2014).

Figura 9 — Fatores de instabilidade de emulsoes.
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“Creaming” Quebra

Fonte: Madaan et al (2014).

Creaming pode ser definido como o movimento ascendente dos globulos
dispersos para formar uma camada espessa na superficie da emulsdo. As colisdes entre gotas
podem resultar em floculagdo, que pode levar a coalescéncia em globulos maiores.
Eventualmente, a fase dispersa pode se tornar a fase continua, separada da dispersao média
por uma unica interface. Neste caso, tem-se a emulsdo totalmente separada (quebra)

(FRANZOL e REZENDE, 2015; Silva et al, 2015).
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2.4.1 Emulsoes e suas aplicacoes

As emulsdes tém grandes vantagens como excelente meio de solubilizacdo de
drogas hidrofobicas ou soluveis em oleo, aumentam a absor¢do de drogas, melhoram a
absorgdo topica de drogas, mascaram o sabor e o odor desagradaveis das drogas e melhoram a
palatabilidade dos 6leos (KALE ¢ DEORE, 2016).

Segundo Silva et al (2015), devido estas caracteristicas, elas sdao usadas em
diferentes tipos de industrias. As emulsdes preparadas com componentes biocompativeis tém
sua principal aplica¢do nas industrias farmacé€utica e de cosméticos. A utilizagdo das emulsdes
na tecnologia farmacéutica € relativamente recente e tem despertado grande interesse como
sistema de liberacao de fArmacos no organismo. Este interesse justifica-se, pela facilidade de
sua preparagao e por apresentarem elevadas taxas de difusao e penetracdo na pele.

Também sdo utilizadas na liberacao de compostos flavorizantes e conservantes, na
solubilizacdo e estabilizagdo de nutrientes, em sistemas antimicrobianos, em analises
quimicas de alimentos, em tintas e entre outras. (SILVA et al, 2015; TADROS, 2009)

A utilizacao acima descrita de emulsdes em processos industriais justifica também
a vasta quantidade de pesquisa basicas que sao realizadas com o objetivo de compreender as
origens da instabilidade de emulsdes e desenvolvimento de métodos para evitar sua quebra e
seus efeitos de instabilidade em curto e, principalmente, longo prazo.

Sendo assim, utilizar produto emulsificado adicionado em sua formulagdo com
compostos ativos, neste caso, extrato aquoso de Phyllanthus niruri, pode ter melhor resultado

devido a melhor dispersdo e transporte através da pele desses ativos.

2.5 Pele

A pele ¢ o maior orgdo do corpo humano e a principal barreira fisica contra o
meio externo. Desempenha fungdes protetoras, metabdlicas, sensoriais e imunoldgicas e para
tal, a pele deve manter sua propria capacidade de auto-reparacdo e integridade funcional
(MICHALUN, 2010).

A pele consiste em uma barreira eficiente, porém pode ser penetrada por
substancias pequenas, no caso de moléculas hidrofilicas ocorre difusdo profunda na pele e no
caso de moléculas lipofilicas pelo estrato corneo (SOUZA, 2003).

E formada por um conjunto de tecidos complexos e especializados. As principais
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camadas da pele sdo a epiderme, derme e a hipoderme representadas na Figura 10.

Figura 10 — Estrutura da Pele.
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Fonte: Adaptado Enciclopédia Britanica (2010).

A pele consiste em uma barreira eficiente, porém pode ser penetrada por
substancias pequenas, no caso de moléculas hidrofilicas ocorre difusdo profunda na pele e no
caso de moléculas lipofilicas pelo estrato corneo (SOUZA, 2003).

Denomina-se penetragdo cutanea quando o ativo passa somente pelo estrato
corneo, e permeacdo cutdnea quando o ativo atravessa a epiderme e atinge a derme, ou seja, as
vias transdérmicas (LEONARDI, 2008).

Existem trés mecanismos primdrios de absorcao topica de farmacos: Transcelular
(através dos cornedcitos e da bicamada lipidica), Intracelular (através da solubilizagdo na
bicamada lipidica extracelular) e Folicular (através dos foliculos pilosos ou glandulas
sudoriparas) (BECK; GUTERRES; POHLMANN, 2011).

Diversos produtos topicos ja sdo usados ha anos para administrar medicagdo para
dor e combate a infec¢do para um local afetado do corpo. Novas tecnologias agora permitem
que outros tipos medicamentos sejam absorvidos pela pele. Estes podem ser usados para tratar

ndo apenas as areas afetadas (por exemplo, a pele), mas todo o corpo. (SHAIK et al, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Producao de emulsoes de colageno obtidas através de residuos do beneficiamento
da Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), e do extrato de Quebra-pedra (Phyllanthus

niruri), visando potencial utilizagdo como antioxidante/anticancer para uso topico.

3.2 Objetivos Especificos

Caracterizar as escamas utilizadas como matérias-primas para a extracao do colageno;

Extrair o colageno presente nas escamas da tilapia por via enzimatica;

Caracterizar o colageno obtido através de andlises morfoldgicas, estruturais, térmicas e de
estabilidade;

Extrair o extrato aquoso das folhas secas de Phyllanthus niruri;

Caracterizar o extrato aquoso por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas;

Avaliar a atividade antioxidante pelo método de ensaio do DPPH e ABTS do extrato aquoso
de Phyllanthus niruri;

Desenvolver emulsao a base de colageno tendo como ativo extrato aquoso de Phyllanthus
niruri;

Caracterizar a emulsdo obtida através de analises organolépticas, fisicas e funcionais;

Verificar o potencial citotoxico in vitro de extrato, substancia pura e formulagdes em
linhagens de células tumorais e ndo tumoral;

Determinar a atividade antioxidante na emulsdo com extrato de quebra-pedra pelo método

ABTS.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Matéria-prima

A pele de tilapia foi fornecida pela empresa Valpex, em Fortaleza, Ceard. As
folhas secas e trituradas de Phyllanthus niruri foram fornecidas pelo Laboratério Multiusudrio
de Quimica de Produtos Naturais (LMQPN), situado na Embrapa Agroindustria Tropical, em
Fortaleza, CE. Todos os reagentes foram utilizados sem nenhuma purificacdo adicional e
como recebidos do fornecedor. Projeto envolvido de ntimero A3B1887 PC Tecnologia do

Pescado.

4.2 Métodos

4.2.1 Pré-tratamento da pele de Tilapia do Nilo

As peles de tilapia foram colocadas em liquidificador industrial e trituradas para
separar as escamas da pele. Posteriormente, as escamas foram lavadas diversas vezes com
agua de torneira e destilada, com posterior secagem ao sol. Apds essa etapa, o material foi
moido em moinho criogénico. Em seguida, 500 g de escamas moidas foram postas em reator
sob agitacdao constante, a 4 ° C, durante 24 horas juntamente com solu¢dao de NaOH 0,1 M
para retirada das proteinas ndo-colagenosas. Decorrido o tempo, as escamas foram filtradas e
lavadas até pH neutro. Para desmineralizar as escamas, foi necessario coloca-las em reator sob
agitacdo constante, a 4 °C, durante 48 horas, juntamente com uma solucao de EDTA 0,2 M
(pH 7,4). Apos ter transcorrido o tempo, as escamas foram filtradas e lavadas até pH neutro.

Posteriormente, foi realizado o processo de extragdo por via enzimatica.

4.2.2 Caracterizacdo de escamas de Tilapia do Nilo

As escamas foram caracterizadas visando determinar o teor de umidade, cinzas,
lipideos e proteinas. O teor de umidade foi determinado em balanga de infravermelho modelo
MARTE ID50. Teores de cinzas foram determinados por método gravimétrico, teores de
lipideos foram determinados segundo o método de extracdo de Soxhlet e de proteinas foram

inferidos pelo método de Kjeldahl de determinagdo de nitrogénio, com fator de conversao de
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6,25 (AOAC, 1995).

4.2.3 Extragdo via enzimdtica do coldgeno das escamas de Tildpia do Nilo

As escamas desmineralizadas foram colocadas no reator juntamente com
CH3COOH 0,55 M e pepsina 0,5% (m/m) sob agitagdo, temperatura de 4 °C durante 48 horas.
Apbs o processo de extragdo, o colageno foi precipitado utilizando NaCl até concentracao de
2,3 M e o sistema foi deixado em repouso durante 24 horas a 4° C. A mistura foi centrifugada
em rotacdo de 12500 rpm a 4 °C e o sobrenadante foi descartado e o colageno foi solubilizado
em CH3COOH 0,5 M e colocado na didlise em Na;HPO4 0,02 (pH 7,2) por 72 horas, depois
CH3COOH 0,05 M por 24 horas e por fim em agua destilada até pH neutro. Decorrido o
processo de didlise, o material foi colocado para liofilizar, moido, pesado e caracterizado

(Figura 11).

Figura 11 — Extragdo via enzimatica

Solugdo CH3COOH (0,55M) + Pepsina Didlise contra NazHPOL 0,02 (pH 7,2) por
0,5% por 48h/4*C/ sob agitagio 72 h/fasC
Adicdo de NaClaté concentragdo de DHdlise contra CHICOOH 0,05 por 24 h /
2.3M 2
' |
Precipitagdo durante 24 h Didlise contra H2O até pH neutro
' |
Centrifugacdo 12500 rprm 4'C/ 30 min Liofilizagao
] |
Solubilizagdo em CHICOOH 0,5 M Caracterizatdo

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.4 Caracterizacdo do colageno extraido por via enzimdtica

O colageno extraido foi caracterizado através das técnicas de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), Espectroscopia de Absor¢do UV-VIS, Potencial Zeta e ponto isoelétrico e

Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC).
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4.2.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A andlise de MEV foi realizada no laboratério de Microscopia, situado na
Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE.

Foi utilizada uma metalizadora Emitech, para o recobrimento com platina,
formando uma camada com 60 nm de espessura, ¢ Microscopio Eletronico de Varredura Zeiss

DSM 940A, sob uma voltagem de aceleragdo de 15 kV.

4.2.4.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de FTIR foi realizada no Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia do Ceara (IFCE), em Fortaleza, CE. Foi utilizado o equipamento modelo Perkin

Elmer IR SPECTRUM ASCII PEDS 1.60, com pastilhas de KBr.

4.2.4.3 Espectroscopia de Absor¢ao UV-VIS

A andlise de absorcdo UV-VIS foi realizada no laboratério de Tecnologia da
Biomassa, situado na Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE. O colageno foi
dissolvido em solugdo de acido acético 0,5 mol.L"! até uma concentragiio final de 1mg/mL.
Foi feito uma linha de base com solucdo de 4cido acético 0,5 molL™. Foi utilizado um
espectrofotometro UV-2450 (SHIMADZU), no intervalo de comprimento de onda de 190 —
550 nm.

4.2.4.4 Ponto Isoelétrico

A andlise de potencial zeta foi realizada no laboratdrio de Tecnologia da Biomassa,
situado na Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE.

O colageno foi solubilizado em 4cido acético 0,5 mol. L' em uma concentragio
de 1 mg/ml. A solu¢do foi agitada a temperatura de 4°C por 24 horas. Foi utilizado um
analisador de tamanho de particula com potencial zeta modelo Zetasizer Nano-ZS (Malvern
Instruments, UK), operando na temperatura de 25°C. Utilizou-se acido nitrico 1M e hidréxido

de potassio 1M em uma faixa de pH de 2,4 a 12,0, com leituras a cada mudanga de pH de 0,5.

4.2.4.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial
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A analise de DSC foi realizada no laboratorio de Tecnologia da Biomassa, situado
na Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE. Foi utilizado um equipamento DSC
Q20 V24.9 Build 121 e gés nitrogénio com vazao de 50 mL/min. O experimento foi realizado
a uma taxa de 1°C/min com uma temperatura de equilibrio de 10°C e uma temperatura final

de 100°C, e a amostra foi diluida em éacido acético 0,5 mol/ L em proporcao 1:40.

4.2.5 Calculo do rendimento da extragdio do colageno

O rendimento da extracdo foi calculado pela razdo entre a massa em gramas de
colageno obtido na extragdo e a massa de escamas desmineralizadas utilizada na extragdo,

como mostrada na Equagdo 1:

maszza de coligeno (g}

Rendimento(%) = x 100 (1)

massa das scamas ':.Q'.:'

4.2.6 Obtencgdo do extrato aquoso das folhas de quebra-pedra

A extragdo foi realizada em um sistema extrator acelerado por solvente
pressurizado Dionex ASE 350 (Sunnyvale, CA, USA) usando agua deionizada como solvente.
5 g de folhas secas de Phyllanthus niruri foram misturados com 5 g de terra diatoméaceas
(agente dispersante) e colocado em uma célula de 66 mL de ago inoxidavel. A célula foi
equipada com um filtro de aco inoxidavel e um filtro de celulose na parte inferior para evitar a
presenca de particulas no balao de coleta. A extracdo foi realizada a 192 ° C por 5 min em
sequéncia de trés ciclos e a pressao do sistema foi de 110 + 7 bar. O extrato obtido foi

congelado, liofilizado e pesado.

4.2.7 Caracterizacdo do extrato aquoso da quebra-pedra

4.2.7.1 Cromatografia de ultra performance acoplada a espectrometria de massas de alta
resolugdo (UPLC-QTOF-MSF)

Foi seguida a metodologia de Khoza et al. (2014) com algumas modificagdes.
Primeiramente foi utilizado um sistema UPCH da Acquity (Waters Corporation) acoplado a
um sistema quadrupolo/tempo de voo (QToF) (Waters Corporation). Os compostos foram

separados numa coluna Acquity BEH CI18 (1,7 um, 2,1 x 150 mm) operada a 40 ° C. O
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sistema eluente utilizado foi uma combinagdo de A (0,1% de acido formico em agua) e B
(0,1% de 4cido férmico em acetonitrila) a uma taxa de fluxo de 0,4 mL / min. O gradiente
variou linearmente de 2 a 95% de B (v / v) ao longo de 15 min, mantido & 100% de B no
intervalo de 15,1 — 17,1 min e uma lavagem final e reequilibrio de 2% de B no intervalo de
17,1 = 19,1 min. O volume de inje¢do da amostra foi de 5 pL.

Os espectros de massa foram registrados em modo de ionizagao por eletrospray de
polaridade negativa (ESI) numa gama de massas entre 110 e 1180 Da, tempo de varredura de
0,1 seg, com encefalina leucina como massa de bloqueio padrao.

As configuragdes do instrumento foram as seguintes para o modo ESI: energia de
colisdo de 5eV, tensdo capilar de 2,6 kV, tensdo do cone de amostra de 20 V, tensdo do cone
de extracdo de 0,5 V, temperatura da fonte de 120 ° C, temperatura de dessolvatagao a 350 ° C
e fluxo de gas de dessolvatacao a 500 L/ h.

As amostras foram dissolvidas em dgua a uma concentragdo de 2,5 mg / mL e
filtradas sobre membranas de PTFE de 0,22 pum.

Os cromatogramas foram elucidados no MassLynx Mass Spectrometry Software

(Water Corporation).

4.2.7.2 Ensaio do radical livre 2,2-difenil- 1-picrilhidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante do extrato foi determinada pelo ensaio do radical livre
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), segunda a metodologia descrita por Hatano, Kagawa,
Yasuhara e Okuda (1988), com algumas modificagdes. Inicialmente, foi diluido o extrato
liofilizado em 4gua até uma concentragdo de 10mg / mL. Em seguida, o extrato (10-100 pg)
foi adicionado a uma solug@o de 0,5 ml de DPPH (0,25 mM em etanol a 95%). A mistura foi
agitada e deixada em repouso a temperatura ambiente durante 30 min e a absorbancia foi
medida a 517 nm num espectrofotometro. Foi preparado também o branco, realizando o
mesmo procedimento, mas substituindo o extrato por 4gua. Os experimentos foram realizados
em triplicata. Assim, foi entdo determinado a percentagem de inibicao (PI), que consiste na
quantidade de radical livre DPPH captado pelas espécies antioxidantes, sendo que a PI ¢
diretamente proporcional a concentra¢do de antioxidantes presentes no extrato, utilizando a

equagao 2.

PI(p) = 222725 4 100 (2)

o



32

Onde Absy corresponde a absorbancia do branco no tempo zero e Abs; equivale a
absorbancia da amostra apos 30 minutos de reacdo. Um estudo de cinética da atividade
antioxidante também foi realizado, além de seu EC50, que consiste na concentragdo do
extrato necessaria para reduzir 50% do radical DPPH. Para o célculo do valor de EC50, foi
calculada a atividade antioxidante em diferentes concentragdes, apos a estabilizagdo de sua
absorbancia, de forma a tragar uma curva linear entre a atividade antioxidante do respectivo
extrato e sua concentracdo. Os dados encontrados foram submetidos a uma regressao linear,

obtendo assim a equacao da reta para calculo do ECso.

4.2.7.3 Ensaio do radical livre 2,2 - azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-dcido sulfonico) (ABTS")

Este procedimento foi adaptado de Larrauri et al (1997). A partir do extrato,
preparou-se em tubos de ensaio, trés dilui¢des diferentes, em triplicata. Em ambiente escuro,
foi transferido uma aliquota de 30 puL de cada diluicdo do extrato para tubos de ensaio e
adicionado 3,0 mL do radical 2,2’- azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sultonico) (ABTS),
cronometrando o tempo, homogeneizando em agitador de tubos. Realizou-se a leitura (734
nm) apds 6 minutos da mistura. O alcool etilico foi utilizado como branco para calibrar o
espectrofotometro. A partir das absorbancias obtidas as diferentes diluicdes dos extratos,
plotaram-se os dados em Software Windows Excel, a absorbancia no eixo Y e a diluigao
(mg/L) no eixo X. Em seguida, a equacao da reta foi determinada. Para calcular a atividade
antioxidante (AAT), deve-se substituir na equagdo da reta absorbancia equivalente a 1000 uM
do padrao trolox (Equacao 3). O valor obtido para o termo x corresponde a dilui¢do da
amostra (mg/L) equivalente a 1.000 uM de trolox (Equacao 4).

Determinacio da curva-padrio

v= —ax+b (3)

Onde:
Y = absorbancia correspondente a 1.000 uM de trolox.
X =1.000 uM do trolox
v= —ax+b (4)
Onde:
Y = Absorbéncia corresponde a 1.000 uM de trolox
X = Dilui¢ao da amostra (mg/L) equivalente a 1.000 pM de trolox
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A partir do resultado encontrado da Equagdo 4, dividir por 1.000 para ter o valor
em gramas (Equacao 5). O resultado final (Equagdo 6) ¢ calculado pela divisao de 1.000 (uM)
pelo valor de X (g) e multiplicado por 1 (g) para encontrar o valor final Z que é expresso em
uM trolox/ g de extrato.

X(g)= x/1000 (5)

__looo
Xig) "

1 (6)

4.2.8 Elaboracgdo das emulsoes

4.2.8.1 Emulsifica¢do por método de alta energia utilizando ultrassom de ponteira

Aqueceu-se a fase a oleosa e aquosa separadamente a temperatura de 75 °C + 5 °C.
Em seguida, verteu-se lentamente a fase aquosa sobre a fase oleosa mantendo-se sob agitagao
(600 rpm) até temperatura ambiente, 25 °C £+ 2 °C. Depois, a emulsao foi homogeneizada em
Ultra-turrax durante 10 minutos a 8000 rpm. Apds a homogeneizagdo, as emulsdes foram
ultrasonificadas com ultrassom de ponteira da marca Unique durante 10 minutos com

poténcia de 100 W.

4.2.8.2 Emulsifica¢do do colageno por método de alta energia utilizando ultrassom de
ponteira

Verteu-se lentamente a fase aquosa sobre a fase oleosa mantendo-se sob agitagao
(600 rpm). Depois, a emulsao foi homogeneizada em Ultra-turrax durante 10 minutos a 8000
rpm. Apos a homogeneizagao, as emulsdes foram ultrasonificadas com ultrassom de ponteira

durante 10 minutos com poténcia de 100 W em banho de gelo.

4.2.8.3 Determinagdo do EHL requerido para o dleo de girassol

A selecao do EHL requerido para o dleo de girassol foi realizada com um par de
tensoativos variando de 1 e 1 ponto a partir do valor de EHL 4,3 (tensoativo lipofilico/
monooleato de sorbitano/ Span 80) até o valor de EHL 15 (tensoativo hidrofilico/ polisorbato
80/ Tween 80).

A porcentagem total da mistura de tensoativos foi de 5% e 10%, sendo a do 6leo

de girassol fixada em 10%.



34

Para o calculo das quantidades dos tensoativos necessario para cada valor de EHL
foi utilizada a seguinte equagao:
A+B=100 (7)
EHL4x 0,01.A + EHLp x 0,01.B = EHLR (8)
Onde:
A: porcentagem do tensoativo hidrofilico;
B: porcentagem do tensoativo lipofilico;
EHL 4: Equilibrio Hidrofilico Lipofilico de A;
EHLp: Equilibrio Hidrofilico Lipofilico de B;
EHLAR: Equilibrio Hidrofilico Lipofilico Resultante ou requerido para fase oleosa.
As Tabelas 3 e 4 demonstram a composi¢cdo das emulsdes para determinag¢ao do

EHL requerido para o 6leo de girassol utilizando o par de tensoativo Tween 80 e Span 80.

Tabela 3- Concentracdo de tensoativos utilizados na determinacdo do EHL requerido para o
6leo de girassol com 5% de tensoativos.

Valor de EHL Tensoativo Lipofilico | Tensoativo Hidrofilico Formulacao
Span 80 (% p/p) Tween 80 (% p/p)
4,3 5,0 - N1
5,0 4,67 0,33 N2
6,0 4,21 0,79 N3
7,0 3,74 1,26 N4
8,0 3,27 1,73 N5
9,0 2,80 2,20 N6
10,0 2,34 2,66 N7
11,0 1,87 3,13 N8
12,0 1,40 3,60 N9
13,0 0,93 4,07 N10
14,0 0,47 4,53 N1l
15,0 - 5,0 N12

Fonte: Elaborada pela autora.

As amostras foram submetidas a avaliagdo macroscopica apds 24 horas, e avaliada

a homogeneidade. As que ndo apresentaram cremeacdo e separacdo de fase foram
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centrifugadas e avaliadas macroscopicamente novamente, posteriormente avaliado o tamanho
de particula.
As formulagdes homogéneas foram determinadas estaveis e, portanto o EHL

destas foram o requerido para o 6leo de girassol (GULLAPALLI; SHETH, 1999).

Tabela 4- Concentragdo de tensoativos utilizados na determinacdo do EHL requerido para o

6leo de girassol com 10% de tensoativos.

Valor de EHL Tensoativo Lipofilico | Tensoativo Hidrofilico Formulagao
Span 80 (% p/p) Tween 80 (% p/p)

43 10,0 - Tl

5,0 9,34 0,66 T2
6,0 8,41 1,59 T3

7,0 7,47 2,53 T4
8,0 6,54 3,46 TS

9,0 5,6 4,4 T6
10,0 4,67 5,33 T7
11,0 3,73 6,27 T8
12,0 2,8 7,2 T9
13,0 1,86 8,14 T10
14,0 0,93 9,07 T11
15,0 - 10,0 T12

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.8.4 Diagrama Ternario

Para aperfeicoar a formulacdo de uma emulsdo ¢ preciso utilizar um diagrama de
fases para determinar a melhor relagdo entre 6leo, tensoativos e 4gua. De acordo com Treguier
et al. (1975) o diagrama ternario € representado por tridngulo equilatero, no qual cada vértice
¢ um constituinte e representa 100% deste constituinte na nanoemulsao, como representado na
Figura 12. Para determinar a porcentagem dos constituintes em cada ponto (1-36), traga-se
uma reta paralela aos lados opostos aos vértices 100% de cada constituinte.

Os experimentos foram realizados para cada ponto de acordo com EHL requerido

para o 6leo de girassol que foi determinado de acordo com o item 4.2.8.3. Posteriormente, as
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emulsdes que apresentaram homogeneidade nos testes de estabilidade intrinseca e
centrifugacdo foram analisadas quanto ao tamanho de particula. A emulsdo que demonstrou
maior estabilidade foi determinada como ponto 6timo ¢ utilizada como base para as

posteriores formulacdes.

Figura 12 - Diagrama Ternario.

Tensoativo
100
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.8.5 Pseudodiagrama de fases

Para avaliar a regido vizinha ao ponto 6timo e determinar se existiria alguma
melhora nas propriedades das emulsdes, foi feito um estreitamento das porcentagens dos

constituintes de 5 em 5% ao redor do ponto 6timo (Figura 13).

Figura 13 - Pseudodiagrama de fases das emulsdes.

Tensoativo

Fonte: Elaborado pela autora.
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As seis formulagdes foram preparadas e analisadas igualmente como descrito para

as 36 amostras do diagrama terndrio.

4.2.9 Elaboracao das emulsées a base de colageno

Apds o estudo do EHL requerido para o 6leo de girassol, foram feitos estudos com
a adicao do colageno para analisar a estabilidade do sistema emulsionado, observando alguma
quebra ou modificacdo na emulsdo com adi¢do da proteina. Na Tabela 5, observam-se os

valores para as formulacdes.

Tabela 5- Formulagao das emulsdes com colageno.

COMPOSICAO E1 E2 E3 E4 E5 E6
FASE OLEOSA
Oleo de girassol 10% 10% 10% 10% 10% 10%
Span 80 147% | 147% | 7147% | 147% | 7147% | 7,47 %
Tween 80 2,53% | 2,53% | 2,53% | 2,53% | 2,53% | 2,53%
FASE AQUOSA
Colageno 0,1% | 025% | 0,5% | 0,75% 1% 1,5%
Acido citrico 0,05% | 0,05% | 0,05% | 0,05% | 0,05% | 0,05%
Agua q.5.q 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%

Fonte: Elaborado pela autora.

Posteriormente, as emulsdes foram submetidas a testes primarios de estabilidade,
realizados 24 horas ap6s a formulagdo da emulsdo. Para aquelas que apresentaram
homogeneidade nos testes de estabilidade intrinseca e centrifugacdo, foram analisadas o seu
tamanho de particula e indice de polidispersividade.

As emulsdes que apresentaram as melhores caracteristicas quanto ao tamanho e
PdI, além de estabilidade apos a adicdo do coldgeno, sem variagdes macroscopicas, foram
utilizadas para fazer as formulagdes com o extrato aquoso de Phyllanthus niruri (Tabela 6).
Consequentemente, apos avaliacdo, foi escolhida uma formulacdo que apresentou melhores
propriedades e estabilidade para ser a formulacdo completa adicionada de BHT e DMDM na

qual também foram avaliadas suas propriedades (Tabela?7).
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Tabela 6- Formulagdo das emulsdes com colageno e extrato.

COMPOSICAO F1 F2 F3 F4 F5
FASE OLEOSA
Oleo de girassol 10% 10% 10% 10% 10%
Span 80 T47% | 747% | 7,47% | 1,47 % | 7,47 %
Tween 80 2,53% | 2,53% | 2,53% | 2,53% | 2,53%
FASE AQUOSA
Colageno 0,25% | 025% | 025% | 0,25% | 0,25%
Acido citrico 0,05% | 0,05% | 0,05% | 0,05% | 0,05%
Extrato 1,3% |2,6% 3,9% 5,2% 6,5%
Agua q.s.q 100% | 100% 100% 100% 100%

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 7 - Formulagdo da emulsdo F'l com colageno

e Phyllanthus niruri.

COMPOSICAO F’1
FASE OLEOSA

Oleo de girassol 10%
Span 80 7,47%
Tween 80 2,53%
FASE AQUOSA

Colageno 0,25%
Acido citrico 0,01%
BHT 0,05%
DMDM 0,03%
Extrato aquoso 1,3%
Agua q.5.q 100%

Fonte: Elaborado pela autora.

As emulsdes foram submetidas aos testes preliminares de estabilidade descritos no

subitem 4.2.10.

4.2.10 Estabilidade das nanoemulsoes
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4.2.10.1 Estabilidade intrinseca

As emulsdes foram analisadas macroscopicamente 24 horas apds o preparo.
Foram analisadas as caracteristicas organolépticas ¢ a homogeneidade das formulagdes
identificando possiveis processos de instabilidade como cremeacao, floculagio e separacao de

fases.

4.2.10.2 Analise Macroscopica

Uma pequena quantidade de formulagao foi colocada sobre uma ladmina de vidro e
coberta com laminula sob ligeira pressao. A lamina foi submetida a analise microscopica na

qual foi avaliada a homogeneidade e morfologia da dispersao.

4.2.10.3 Teste de Centrifugagdo

Uma quantidade de 5 g de amostra de cada formulacdo foi colocada em tudo de
vidro graduado e submetido a velocidade de 3000 rpm durante 30 minutos em uma centrifuga
80-2B em temperatura ambiente (25 °C = 2 °C). Foram observados macroscopicamente

conforme descrito no item 4.2.10.2.

4.2.10.4 Determinagdo do pH

Foi determinado a temperatura ambiente (25 °C £ 2 °C) inserindo o eletrodo do

phmetro da Hanna Instruments diretamente na amostra. O teste foi realizado em triplicata.
4.2.10.5 Determinacdo da condutividade elétrica

Foi determinado a temperatura ambiente (25 °C + 2 °C) utilizando condutivimetro
DM-32 da Digimed inserindo o eletrodo diretamente na amostra. O teste foi realizado em

triplicata.

4.2.10.6 Determinagdo da distribui¢do granulométrica e potencial zeta
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A andlise de Potencial Zeta e tamanho de particula foi realizada no laboratério de
Tecnologia da Biomassa, situado na Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE. Foi
utilizado um analisador de tamanho de particula com potencial zeta modelo Zetasizer Nano-

ZS (Malvern Instruments, UK), operando na temperatura de 25°C.

4.2.10.7 Estresse Térmico

Amostras de 5 g das formulagdes foram acondicionadas em tubos de ensaio de
vidro e submetidas ao aquecimento em banho termostatizado na faixa de temperatura de
40 °C+2 °Ca 80 °C £2 °C. A cada 30 minutos a temperatura foi elevada em 5 °C. A cada
aumento de temperatura e ao final do aquecimento as amostras foram analisadas

macroscopicamente.

4.2.11 Ensaio de citotoxicidade em células tumorais humanas - teste do MTT

As células foram plaqueadas nas concentragdes de 0,7 x 103, 0,1 x 10° céls/mL
para as linhagens HCT-116 e L929, SNB/PC3, respectivamente. As placas foram incubadas
com a substancia por 72 horas em estufa a 5% de CO> a 37°C. Ao término deste, as mesmas
foram centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da
solu¢ao de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. Apds a incubagdo as
placas foram novamente centrifugadas para retirada da solu¢do de MTT. A absorbancia foi
lida apds dissolucdo do precipitado de formazan com 150 pulL de DMSO puro em
espectrofotometro de placa a 595 nm.

As linhagens tumorais utilizadas, SNB-19 (Astrocitoma-Cérebro Humano), PC3
(Prostata), HCT-116 (Coélon do utero) e L1929 (Fibroblasto murinho), foram cedidas pelo
Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640 e DMEM
(L929), suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em
estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de COa.

As amostras foram testadas nas concentragdes 100 pg/mL para o extrato e
emulsdo e os experimentos de concentragdo Unica foram analisados segundo a média + desvio
padrdo (DP) da porcentagem de inibig¢do do crescimento celular usando o programa

GraphPad Prism 5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacio das escamas de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Os valores correspondentes a umidade, cinzas, proteinas e lipideos obtidos nas

analises estdo expressos na Tabela 8.

Tabela 8 - Porcentagens de componentes nas escamas

Componentes Teor nas escamas (%)
Umidade 12,67
Cinzas 27,37
Lipideos 0,62
Proteinas 53,00

Fonte: Elaborado pela autora.

O teor de umidade encontrado ¢ proéximo do valor de 14,06% encontrado por
Martins et al (2015), para as escamas de Tilapia do Nilo. O alto valor de cinzas ¢ referente ao
calcio, magnésio e potassio que compdem a hidroxiapatita, composito presente nas escamas,
sendo necessario o processo de desmineralizagdo para retirar todos os materiais presentes nas
escamas. O baixo valor de lipideos em escamas ¢ um fator importante na extragdao de
colageno, pois a etapa de desengorduramento ndo ¢ necessaria, diferente do que ocorre na
pele do peixe que possui teor de lipideos elevado. A quantidade de proteina superior a metade
da composicao das escamas também corresponde ao valor encontrado por Martins et al (2015),

que foi de 58%.

5.2 Caracterizacao do colageno extraido por via enzimdtica

5.2.1 Calculo do rendimento

O rendimento da extracdo foi calculado de acordo com a equagdo 1. Foi obtido
rendimento de 3,02% para as escamas de Tildpia do Nilo. Este rendimento foi maior
comparado ao de outras espécies de peixe que apresentaram rendimento de 2,7% para carpa
(Hypophthalmichthys nobilis) e 1,06% para badejo (Lates calcarifer) (LIU et al., 2012;
CHUAYCHAN; BENJAKUL; KISHIMURA, 2015) e préximo a outros estudos com Tilapia
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do Nilo, que obtiveram rendimento de 3,2% (CHEN et al., 2016). Esta diferenca de
rendimento pode variar devido a diferenga das espécies, condigdes biologicas e métodos de

preparo.
5.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura

As caracteristicas morfologicas do coldgeno foram observadas pelas imagens

obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura (Figura 14).

Figura 14 - Imagens de MEV do colageno extraido.

(E]

Fonte: Elaborada pela autora.

Nas imagens observa-se que o coldgeno apresenta uma superficie limpa que
significa a retirada de proteinas ndo colagenosas, segundo Wang et al (2014). As regides
parcialmente enrugadas, Figura 14 (E) e (F), deve-se ao processo de liofilizacdo que o
coldgeno foi submetido antes da analise (SCHUETZ et al, 2013). Exibiu uma malha fibrosa
agregada, multicamada e de aparéncia agregada como esperado, tipico de colageno do Tipo I,

Figura 14 (A) e (B) e que permite ser usado como agente hidratante segundo Sun et al. (2017).

5.2.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR)
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Esta andlise foi realizada para observar os principais constituintes do colageno. A
Figura 15 mostra o espectro obtido apds andlise e as principais bandas estdo assinaladas. Foi

possivel observar bandas caracteristicas do colageno (Tabela 9).

Figura 15- Espectro de FTIR do colageno extraido.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 9- Principais grupamentos observados no espectro infravermelho

Comprimento de onda (cm™)  Atribuicdo Correspondente
3313 Estiramento de grupos N-H Amida A
207 Estiramento assimétrico de Amida B
grupos CH»

1652 Estiramento de grupos C=0 Amida I
Deformagdo de grupos N-H

1551 acoplado com estiramento de Amida II
grupos C-N

1455 Deformagao de grupo C-H -
Deformagdo angular de grupos

1240 N-H acoplado com estiramento ~ Amida III
de grupos C-N

Fonte: Elaborada pela autora.

A banda referente a amida A foi medida em 3313 cm™'. Esse valor é comumente

associado a frequéncia de alongamento de grupos N-H e indica a presenca de ligacdes de
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hidrogénio provavelmente com um grupo carbonila da cadeia peptidica. De acordo com Doyle
et al., a vibragdo de alongamento N-H livre varia de 3400 a 3440 cm™!, todavia desloca-se para
aproximadamente 3300 cm™ quando as ligagdes de hidrogénio estdo presentes. Amida B foi
medida em 2927 cm’!, consistente com alongamento assimétrico de CH, assimétrico (SUN et
al, 2017).

A banda referente 3 Amida I foi medida a 1652 cm’, com um valor de
comprimento de onda caracteristico no intervalo de 1600-1700 cm™, que estd associado a
vibragdo do estiramento de grupos carbonilicos acoplada a um grupo carboxila e representa
um marcador da estrutura secundaria da proteina. Essa observagdo confirma que a formagao
de ligacao de hidrogénio entre estiramento de grupos N-H e grupos C=0 (Glicina) do quarto
residuo € responsavel pela iniciagao da tripla hélice (SINGH et al., 2011). A banda da Amida
II foi medida em 1551 cm’!, caracteristico em intervalos de 1515-1570 cm™', atribuido a uma
vibragao de flexdo do grupo N-H acoplado com uma vibragao de alongamento C-N.

A banda observada em 1455 cm™ est4 relacionada com deformagio de grupos C-
H presentes no anel pirrolidinico da prolina e da hidroxiprolina (VEERURAJ et al., 2015). A
banda da Amida III foi medida em 1240 cm™ representando a combinacdo da vibragio de
estiramento C-N acoplado com a vibracao das ligagdes de N-H.

O espectro mostrou que a integridade da estrutura de tripla hélice do colageno se
manteve através da razdo das absorbancias medidas em 1240 cm™ e 1455 cm™'. Para materiais
formatados em solugdo acida, a integridade da estrutura secundaria do tropocoldgeno pode ser
verificada quando o valor da relacdo Ai240/A1s4s55 for maior ou igual a unidade (AHMAD e
BENJAKUL, 2010). Para o material preparado e utilizado neste trabalho, o valor encontrado
para esta relagdo foi de 1,1, caracterizando que a integridade da tripla hélice foi mantida e nao

houve desnaturacao da proteina.

5.2.4 Espectroscopia de Absor¢do UV-VIS

A analise de UV-VIS foi realizada para observar a absorbancia da amostra. Na
Figura 16 observa-se o espectro para o colageno. Uma banda de intensa absor¢do pode ser
observada no comprimento de onda de 235 nm, caracteristica de coldgeno do tipo I. Segundo
Veeruraj et al (2015), este fato ocorre devido aos grupos C=0O, -CONH; e -COOH estarem
disponiveis na cadeia polipeptidica da proteina. A maioria das proteinas possui baixa

quantidade de aminodcidos aromaticos que absorvem luz na regido proxima ao ultravioleta,



45

por isso apresentam bandas intensas em comprimentos de onda de 280 nm (HUANG et al.,
2011). Como o espectro ndo apresentou bandas caracteristicas de outras proteinas em
comprimentos de 280 nm, pode-se inferir que a etapa de remog¢do de proteinas nao

colagenosas foi eficiente.

Figura 16 - Espectro de Absor¢ao do UV-VIS para o colageno.
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.5 Ponto Isoelétrico

O Potencial Zeta ¢ uma medida da magnitude da repulsio ou da atracao
eletrostatica ou das cargas entre particulas, sendo um dos parametros fundamentais que,
sabidamente, afetam a estabilidade das suspensdes. A curva do potencial zeta em fungao do

pH encontra-se na Figura 17.

Figura 17 - Potencial Zeta vs pH.
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A amostra de coladgeno estava positivamente carregada entre um pH de 2 ¢ 6 ¢
carregado negativamente entre um pH de 7 e 12. Os dados do potencial Zeta revelaram
quando a carga liquida da amostra foi igual a zero, ou seja, seu ponto isoelétrico. A molécula
de colageno extraida da tilapia € constituida, essencialmente, por aminoacidos hidrofobicos
(prolina, hidroxiprolina e glicina). Portanto, a carga liquida formada ¢ decorrente, quase que
unicamente, da ionizagdo dos grupamentos amino e acido carboxilico (CHEN et al., 2016).
Portanto, ¢ esperado que o seu ponto isoelétrico se dé em pH neutro, como demonstrado
experimentalmente, onde o ponto isoelétrico encontrado foi em pH = 6,99.

Quando os valores de pH estiverem acima ou abaixo dos valores de indice de
polidispersividade (pI) das proteinas, a repulsdo entre os as cadeias das proteinas aumentam,
resultando em uma alta carga liquida e solubilidade das moléculas de proteinas. Quando a
carga liquida de uma proteina for zero, as interagdes hidrofobicas aumentam, resultando em
precipitacdo e agregacao de proteinas (Singh et al., 2011). O coldgeno de residuos de peixe
possue diferentes valores de pl. Essas discrepancias entre os Pls das espécies de peixes podem
ser atribuidas pela pequena diferenca nas suas composigdes de aminoacidos (AHMAD et al.,

2010).

5.2.6 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A andlise de DSC foi realizada para determinar os eventos térmicos que envolvem
a etapa de desnaturacao do colageno. A Figura 18 mostra a curva obtida apds a analise de
Calorimetria Exploratoria Diferencial.

Podemos observar a presenga de um evento endotérmico iniciado 28,55°C, tendo
seu apice em 30,1°C. Pesquisas indicam que o aumento da temperatura acarreta na
desintegra¢do da estrutura helicoidal do colageno em bobinas aleatorias (ZHANG et al.,
2007).

A estabilidade térmica do colageno ¢ influenciada pelo teor de 4cido imino.
Quanto maior o teor de 4cido imino, maior a estabilidade. A estrutura molecular do colageno
¢ mantida principalmente por restrigdes sobre as mudangas na estrutura secundaria da cadeia
polipeptidica, impostas pelos anéis de pirrolidina da prolina e hidroxiprolina, e também
parcialmente estabilizada pela ligagdo de hidrogénio através do grupo hidroxila da
hidroxiprolina (ZHANG et al., 2007). A estabilidade térmica da hélice tripla de coldgeno ¢

atribuida as ligacdes de hidrogénio da rede, mediadas por moléculas de agua, que ligam o
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grupo hidroxila da hidroxiprolina de uma cadeia a amida da cadeia principal ou grupos

carboxilicos de outra cadeia (BABU & GANESH, 2001).

Figura 18 - Grafico de variagao do fluxo de calor versus temperatura.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Podemos observar a presenca de um evento endotérmico iniciado 28,55°C, tendo
seu apice em 30,1°C. Pesquisas indicam que o aumento da temperatura acarreta na
desintegragao da estrutura helicoidal do colageno em bobinas aleatérias (ZHANG et al.,
2007).

A estabilidade térmica do colageno ¢ influenciada pelo teor de acido imino.
Quanto maior o teor de acido imino, maior a estabilidade. A estrutura molecular do coldgeno
¢ mantida principalmente por restrigdes sobre as mudangas na estrutura secundaria da cadeia
polipeptidica, impostas pelos anéis de pirrolidina da prolina e hidroxiprolina, ¢ também
parcialmente estabilizada pela ligacdo de hidrogénio através do grupo hidroxila da
hidroxiprolina (ZHANG et al., 2007).

A estabilidade térmica da hélice tripla de colageno ¢ atribuida as ligacdes de
hidrogénio da rede, mediadas por moléculas de agua, que ligam o grupo hidroxila da

hidroxiprolina de uma cadeia a amida da cadeia principal ou grupos carboxilicos de outra

cadeia (BABU;GANESH, 2001).

5.3 Caracterizaciao do extrato aquoso das folhas de quebra-pedra (Phyllanthus niruri)
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5.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas

Para obter uma caracterizacdo mais detalhada dos extratos de P. niruri, foi
realizada uma anélise UPLC-QTOF-MSE, resultando em um cromatograma mostrado na
Figura 21, uma vez que € uma técnica capaz de identificar compostos com alta precisao e
diferenciacdo de ions com aproximadamente a mesma massa. Além disso, ele também pode
fornecer informacgdes sobre a estrutura quimica dos constituintes através da fragmentacdo em
massa (MS / MS). No Apéndice A apresenta um resumo dos compostos identificados nos

extratos de Phyllanthus niruri.

Figura 19- Cromatograma do extrato aquoso de Phyllanthus niruri
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Fonte: Elaborado pela autora.

A maioria dos picos de acidos do extrato de Phyllanthus niruri foi observada em
modo negativo mostrando os ions desprotonados [M-H] com a perda de uma unidade de
massa, referente ao hidrogénio ionizavel. Os acidos mucico, quinico e chebulico apresentaram
fons fragmentados em 209, 191 e 355 m/z, respectivamente. O acido chebulico foi
identificado com base em seu padrdo de fragmentacdo com ions em 355 m/z, referente ao ion
desprotonado, [M-H]", 337 m/z, referente a perca de 4gua do ion desprotonado [M-H-H>O] e
711 m/z, que representa a unido de duas moléculas do 4cido chebulico, [2M-H]". Para o acido
gélico, dois ions caracteristicos foram observados em 169 m/z referentes a [M-H] ~e 125 m/z,

atribuido a perda neutra de CO, [M-H-CO2] . Para o 4cido tuberdnico foi observado dois
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fragmentos caracteristicos. Os ions 387 m/z, referente ao ion desprotonado, [M-H] e 207 m/z,
caracteristicos da quebra da hexose, [M-H-CsH1005-H20]".

Os flavonodides, metabdlito secundario presente no extrato de Phyllanthus niruri,
que tem como estrutura basica trés anéis, sendo dois deles aromaticos e outro com a presencga
de um heterodtomo, podem se apresentar na forma glicosilada, como por exemplo a
Quercentina-3-O-hexosidio, apresenta ion fragmento em 463 m/z [M-H] e 301 [MH-Hex]",

referente a molécula desprotonada e a perda de hexose, respectivamente.

Figura 20 - Proposta de fragmentagao.
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Fonte: Sousa (2017, com adaptagdes).

Orientin-2"-O-ramnosidio e vitexin-2"-O-ramnosidio sdo flavonas C-glicosiladas,
uma subclasse de flavonoides que possui uma unidade de agtcar ligada ao anel benzeno A.
Neste caso, os flavonoides tém uma ramnose ligada a aglicona por uma ligacao O-glicosidica
e logo possui ions fragmentos caracteristicos no espectro de massa permitindo uma

identificag¢do precisa, justamente pela perda dessa ramnose e glucose.

Figura 21 - Proposta de fragmentagao.
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Os elagitaninos sdo taninos hidrolisaveis e, muitas vezes, nos seus espectros de
massa fornecem um fragmento em 301 m/z, devido a perda de um grupo hexahidroxidifenil
(HHDP). Geraniina, corilagina, phyllanthusina C e U e acido repandusinico A s3o exemplos
de compostos caracterizados como elagitaninos encontrados em extratos de Phyllanthus
niruri. Furosina também ¢ um tanino hidrolisavel e também foi identificado no extrato

analisado neste trabalho.

Figura 7 - Proposta de fragmentagao.
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Fonte: Sousa (2017, com adaptagdes).

5.3.2 Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo método DPPH e ABTS"

O método DPPH ¢ baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) por antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 517 nm. Na Figura
23, o grafico demonstra que ha um aumento da inibicao desse radical a medida que se
aumenta a concentracdo do extrato no meio, atingindo 85% de inibi¢do em uma concentragdo
de 100 pg/mL. Este extrato apresenta alta atividade antioxidante com ICso igual a 42,72.
Outros estudos com extrato aquoso de Phyllanthus niruri apresentaram resultado semelhante
de 47,9 pg/mL (SABIR; ROCHA, 2008).

Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante ¢ através da
captura do radical 2,2"- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS), que pode
ser gerado através de uma reacdo quimica, eletroquimica ou enzimatica. Com essa
metodologia, pode-se medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica
(KUSKOSKI et al., 2005).

O valor da atividade antioxidante ¢ expresso em uM trolox/g de extrato utilizado.
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A absorbancia para 1000 uM trolox foi igual a 0,4374, calculada pela equagdo da reta igual a
y = -0,0003x + 0,7374. A equagdo da reta para a amostra de extrato aquosa de Phyllanthus
niruri foi de y = 2E%x + 0,272 e o valor de trolox calculado foi de 120,92 + 0,05 uM trolox/g.

Este valor corrobora ao resultado do método com DPPH, apresentando alta
atividade antioxidante, mais alto do que observado em outros trabalhos como o de Amin et al.

(2012) que encontrou valor de 46.44 + 0.53 uM/g para o extrato aquoso de Phyllanthus niruri.

Figura 23 - Percentual de Inibi¢cao do radical DPPH.
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.4 Desenvolvimento das emulsoes

5.4.1 Determinagdo do EHL requerido para o dleo de girassol

O valor do EHL requerido para um 6leo ¢ determinado empiricamente preparando
diferentes emulsdes com diferentes porcentagens de tensoativos variando o valor de EHL.
Para atingir um maior grau de estabilidade dos globulos, a combinacdo de emulsificantes
hidrofilicos e lipofilicos ¢ frequentemente usada, resultando em maior rigidez e for¢a na
interface da emulsdo (LI et al., 2010), ou seja, esse valor descreve a estabilidade méxima da
emulsdo. Um valor baixo indica afinidade pela fase oleosa, enquanto um valor alto indica
afinidade pela fase aquosa (ZERFA; SAJJADI; BROOKS, 1999).

Para o estudo do valor de EHL requerido do 6leo de arroz, foi testado com o par
de tensoativo Polissorbato 80 (EHL = 15,0) e o Mono-oleato de sorbitano (EHL = 4,3) em

diferentes concentracdes, utilizando 5,00% da mistura dos dois tensoativos (Tabela 1).
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Foi observada nitida separagdo das fases da emulsdo apds 24 horas do preparo em
todos os valores de EHL, exceto com as formulagdes N2 e N3. Porém apos centrifugagao,
ocorreu separacdao de fases na N2 e cremeacgdo na N3, consequentemente, esta propor¢do de
tensoativos no estabilizava a emulsao.

Sendo assim, esse par de tensoativo foi testado também na concentragdo de
10,00% (Tabela 2) e, macroscopicamente, apos 24 horas, as emulsdes nos valores de EHL 5,0
(T2), 6,0 (T3) e 7,0 (T4) foram submetidas a centrifuga¢do. Todas as trés emulsdes se
apresentaram estaveis. O tamanho dos globulos diminui com o aumento da quantidade de
tensoativo. Isso ocorre devido ao aumento da area interfacial do tensoativo e diminui¢cdo na
tensdo interfacial.

Na andlise granulométrica, os tamanhos de globulo dessas emulsdes estao

descritos na Tabela 10.

Tabela 10 - Tamanho de particula das emulsdes T2, T3 e T4.

Formulacao Tamanho de Particula (nm)
T2 229,6 + 1,33
T3 216,1 +3,33
T4 145,6 + 1,68

Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com Gupta et al (2016), nanoemulsdes possuem tamanho de particula
variando de 20-500 nm, portanto foram formadas emulsdes nos trés casos. Essas trés
emulsdes sdo de aspecto leitoso devido ao tamanho dos globulos serem superiores a 100 nm.

Como todas as emulsdes apresentaram comportamento estavel, pode-se afirmar
que o EHL requerido para o 6leo de girassol est4 na faixa de 5,0 — 7,0, e o valor de EHL 7,0
foi escolhido para dar continuidade as outras andlises, pois apresentou menor tamanho de

globulo.

5.4.2 Diagrama Terndrio

O sistema estudado consistiu de 36 emulsdes com EHL referente a 7,0. Na Figura
24 esta assinalada as regides que houve formagdo de emulsdo, neste caso, amostras que depois

de 24 horas ndo separam as fases e ndo cremearam.
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As amostras 29 e 22 foram submetidas a centrifugacdo, e apenas a formulacio 29
permaneceu estavel, a emulsdo 22 apresentou quebra, separando em duas fases. As
caracteristicas macroscopicas da amostra 29 foi analisada e seu tamanho de particula foi

medido (Tabela 11).

Figura 23- Regides de formagdo de emulsdes.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 11- Caracteristicas da amostra 29

Agua Oleo Tensoativo Tamanho de Caracteristicas
Amostra
(%) (%) (%) Particula (nm) macroscopicas
Emulsao fluida e
29 80 10 10 140,8

semi translucida

Fonte: Elaborada pela autora.

O estresse térmico foi realizado na emulsdo 29 para estudar a sua estabilidade

mediante condigdes mais criticas, neste caso, a temperatura (Tabela 12).

Tabela 12 - Teste de estresse térmico da amostra 29.
Temperatura 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Amostra 29 N N N N N N N N N

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: N —normal, LM — levemente modificada, M — modificada, IM: intensamente modificada.

Em todas as temperaturas a emulsdo se manteve homogénea, ndo apresentando

nenhuma caracteristica de instabilidade.
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Sabe-se que grande quantidade de tensoativo pode causar irritacdo na pele, por
isso quanto menor a quantidade de tensoativos para se obter uma nanoemulsdo estavel melhor
(BABOOTA et al., 2007). Pesquisando composi¢des com menor concentragdo de tensoativo e
que proporcione a obtengdo de sistema monodisperso estavel, para a sequéncia da pesquisa foi
tragado o pseudodiagrama de fases com o estreitamento de 5,00 em 5,00% dos componentes

do diagrama ao redor da formulagdo 29.

5.4.3 Pseudodiagrama terndrio

Os pontos tragados ao redor da nanoemulsdo 29 resultaram em seis formulagdes e

todas foram feitas com o EHL equivalente a 7,0 (Tabela 13).

Tabela 13 - Quantificacdo dos componentes das formulagdes vizinhas a 29.

Formulacao Agua Oleo Tensoativo
I 80% 5% 15%
II 75% 10% 15%
III 75% 15% 10%
IV 80% 15% 5%
\Y% 85% 10% 5%
VI 85% 5% 10%

Fonte: Elaborada pela autora

As amostras foram analisadas apos 24 horas e todas permaneceram estaveis.
Entdo foram submetidas a centrifugacdo e as amostras I e VI separam as suas fases. Este
efeito deve ter ocorrido devido a quantidade de tensoativo de 5%. Em um sistema pobre de
tensoativo, a taxa de coalescéncia ¢ significativa porque ndo ha quantidade suficiente para
estabilizar por inteiro a nova interface. Uma concentracdo moderada de tensoativo causa uma
consideravel diminuicdo do tamanho dos globulos, pois esta ¢ capaz de melhor estabilizar a
area interfacial (WOOSTER; GOLDING; SANGUANSRI, 2008). As formulagoes III ¢ IV
possuem uma quantidade alta de tensoativos que pode vir a irritar o tecido cutineo, portanto
os estudos prosseguiram apenas com as formulacdes [T e V.

O tamanho de particula dessas formulag¢des foi medido para definir se estas seriam

melhores que a formulagdo 29 (Tabelal4).
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A formulacao 29 foi a que apresentou menor tamanho de globulos e, portanto,
sera definida como formulacdo base para os proximos estudos nos quais o coldgeno e os

ativos serao adicionados.

Tabela 14- Comparagdo entre as formulagdes 29, I e V.

Amostra Tamanho de Particula (nm) Caracteristicas macroscopicas
29 140,8 Emulséo fluida e semi translacida
11 196,2 Emulsdo fluida e Aspecto Leitoso
v 199,1 Emulsdo fluida e Aspecto Leitoso

Fonte: Elaborada pela autora

5.5 Caracterizacao das emulsoes

5.5.1 Caracterizacd@o das emulsoes a base de colageno

Primeiramente, foi estudado como a emulsdo desenvolvida no item 5.4 se
comportaria com a adigdo de colageno. Portanto, emulsdes com concentragdes de colageno
variando de 0,1 a 1,5% (Tabela 3) foram feitas e analisadas.

Para todas estas emulsdes contendo colageno, foi adicionado 4cido citrico para
facilitar a solubilizagdo do coldgeno. Este acido foi escolhido, pois ¢ usado na industria
cosmética e alimenticia. Portanto, ndo causaria irritabilidade a pele, diferentemente do acido
acético, comumente utilizado para solubilizar o colageno.

Apo6s 24 horas, apenas as nanoemulsdes C1, C2 e C3 permaneceram estaveis. As
emulsdes entdo foram submetidas a centrifugagdo e todas as trés permaneceram homogéneas.
Seguidamente as amostras foram submetidas ao teste de estresse térmico, tamanho de

particula, pH e condutividade (Tabela 15).

Tabela 15- Propriedades medidas das emulsdes C1, C2 e C2.

Tamanho de Potencial pH pH apos Condutividade
Amostra Particula PdI Zeta (mV) 15 dias (us/cm)
(nm)
C1 634,6 0,477 -48.,4 3,81 3,83 436,8
C2 670,5 0,496 -45,8 4,0 4,1 496,3
C3 713,8 0,509 -43,00 4,2 4,3 555,2

Fonte: Elaborada pela autora.
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As trés formulagdes apresentaram aumento no tamanho dos globulos e nao
estdo mais na faixa de nanoemulsdo. A adi¢do de colageno causou interferéncia na formagao
de globulos pequenos, pois aumentou a tensdo interfacial devido ao aumento da viscosidade
da fase continua.

O indice de polidispersividade (PdI) revela a qualidade da dispersao, variando de
valores de 0,1 até 1. Medidas abaixo de 0,2 indicam uma pequena distribuicdo, enquanto
valores proximos de 1 sdo obtidos para amostras com baixa qualidade, ou seja, para sistemas
polidispersos (JAFARI et al., 2008) que foi o caso observado nas trés formulacdes.

A condutividade elétrica pode ser um parametro indicativo de instabilidade e
influenciar na granulometria das emulsdes, uma vez que o aumento pode estar relacionado
com a coalescéncia, logo estes valores elevados de condutividade inferem um sistema
instavel.

Nao ocorreu alteragdes significativas dos valores de pH dessas amostras.
Alteragoes no valor do pH indicam a ocorréncia de reagdes quimicas ou crescimento
bacteriano. Um decréscimo nos valores pode ser decorrente da oxidagdao da fase oleosa ou da
hidrolise de triglicerideos, gerando acidos graxos livres (MASMOUDI et al., 2005; PEREIRA
2008). O pH de produtos dérmicos ¢ um fator importante para evitar irritagdo da pele e para
ndo deixa-la suscetivel a infecgdo bacteriana. E interessante que formulagdes topicas
apresentem valores ligeiramente acidos, uma vez que o pH cutaneo se encontra em torno de
4,5 a 6. As formulagdes apresentam valores abaixo do esperado para sua aplicagdo (CLARES
etal., 2014).

O potencial zeta fornece uma medida da forga elétrica repulsiva entre as
particulas. Todas as trés emulsdes apresentaram valor de potencial zeta adequado, indicando
estabilidade das mesmas. De acordo com a literatura, para alcangar um sistema
eletrostaticamente estavel, € necessario um potencial zeta igual ou maior a 30 mV, em méddulo
(TRAN et al., 2014).

Portanto, pode-se afirmar que as emulsdes adicionadas de coldgeno mudaram
todas suas propriedades, entdo € preciso estudar meios que melhorem suas propriedades
diante desse novo componente na emulsdo ou encontrar a melhor concentragao.

Os primeiros testes realizados demonstraram propriedades macroscopicas
promissoras, portanto estudo mais profundos foram realizados para essas formulagdes. Os
graficos demonstrados nas Figuras 23, 24, 25, 26 e 27 mostram os valores obtidos para o pH,

a condutividade, tamanho de globulos, potencial zeta e indice de polidispersividade. Todas
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essas andlises foram realizadas no periodo de 60 dias, e medidas em 1, 7, 15, 30, e 60 dias
apos a formulagdo. As amostras ficam acondicionadas sob protecdo da luz e a temperatura
ambiente ap6s cada andlise.

No primeiro grafico mostrado na Figura 24, estao os valores de pH no periodo de
60 dias, para as 6 formulagdes.

Figura 24 - pH x Tempo das emulsdes.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A determinagdo do valor de pH ao longo de um periodo ¢ importante para
formulagdes topicas, pois precisam estar de acordo com o pH da pele. O pH da pele ¢
levemente acido, variando de 4,1 a 6,0 (SEGGER et al, 2007; CLARES et al., 2014).
Formulagdes topicas devem apresentar pH dentro dessa faixa para ndo causar irritagdo
cutanea e proliferacao de bactérias.

As emulsdes E2, E4 e E6 estdao em faixa de pH compativel com o pH cutaneo. As
emulsdes 1, 3 e 5 estdo um pouco acima, porém ainda levemente acido, ndo chegando a faixa
de pH basico. A alteracdo de pH observada nas seis formulacdes ¢ decorrente de reagdes
quimicas ou crescimento bacteriano. E provavelmente proveniente do processo oxidativo dos
componentes da emulsdo, principalmente do dleo vegetal que auto oxida quando em contato
com o calor ou ar atmosférico (AUTON, 2005).

No grafico mostrado na Figura 25, possui os valores de condutividade no periodo

de 60 dias, para as 6 formulagdes.
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Figura 25 - Condutividade x Tempo das emulsdes.
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Segundo SALAGER (2000) a variagdo de condutividade depende também da
média e da distribui¢ao de tamanhos de gota, porém ndo ¢ muito sensivel a estes parametros, a
menos que ocorra grandes mudangas em suas caracteristicas. Isso significa dizer que a
condutividade de uma emulsao varia com a propor¢ao de sua fase continua, neste caso, da
agua.

As emulsdes E3, ES e E6, apresentando altas variagdes no valor de condutividade,
principalmente a emulsdo 5. As outras apresentaram maior estabilidade em relagdo a esse
parametro. Este aumento pode ser decorrente da coalescéncia dos globulos (ANVISA, 2004).

No grafico mostrado na Figura 26, estdo os valores de Tamanho de particula no
periodo de 60 dias, para as 6 formulagoes.

O tamanho dos globulos ¢ a principal caracteristica das emulsdes, além de ser um
parametro de suma importancia para sistemas emulsionados de aplicacao topica pois € o fator
responsavel pela permeagdo de componentes ativos através da pele.

Como a emulsificagdo ¢ um processo de agitacdo aleatdria, a emulsdo resultante ¢

dada por um sistema polidisperso onde gotas pequenas e grandes coexistem (SALAGER,
2000).
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Figura 26 - Tamanho de particula x Tempo das emulsdes.
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O pequeno didmetro dos globulos das emulsdes, esta associado a composigao, ao
método utilizado e, ao modo como esse método foi executado (IZQUIERDO et al., 2004;
MORAIS et al., 2006). Segundo Pereira (2008) glébulos menores sdo formados por alta
velocidade de agitagdo e baixo fluxo de adi¢ao da fase aquosa.

A quantidade de tensoativo esta relacionada com o tamanho de gloébulos pois
quanto maior a quantidade de tensoativos menor sera a tensao interfacial, logo menor serdo as
micelas formadas (MILLER; HENNING; GRUNBEIN, 2001).

Os tamanhos dos globulos sdao reduzidos quando toda fase oleosa se solubiliza
completamente, esse ¢ dos motivos da mudanga do valor do tamanho dos globulos. Segundo
Solans et al (2005), talvez o tempo zero de analise deveria ser mais do que 24 horas para a
emulsdo estivesse totalmente estabilizada.

Entre as formulagdes podemos perceber que existe um aumento do tamanho dos
globulos, exceto na formulagdo 4. Nas emulsdes que ocorreram o crescimento dos globulos é,
entdo, explicado pela coalescéncia limitada dos globulos menores (mais instaveis) em favor
do aumento das particulas maiores, através do processo de Ostwald ripening (“maturacdo de
Ostwald”). O processo de Ostwald ripening consiste em um fendmeno em que particulas
pequenas em suspensdo tendem a se redissolver e aderir na superficie das particulas maiores,
diminuindo a 4rea interfacial buscando um sistema de maior estabilidade termodindmica
(SOUSA FILHO; SERRA, 2015).

Em relacdo a emulsdo 4 pode estar ocorrendo processo inverso, no qual as

particulas ainda estdo se estabilizando e formando glébulos de menores tamanho.
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No grafico mostrado na Figura 27, possui os valores de Potencial Zeta no periodo
de 60 dias, para as 6 formulagdes.

O valor do potencial zeta também € um parametro de estabilidade, que indica que
a carga que existe na superficie das particulas e a repulsdo eletrostatica que existe entre elas.
Quanto maior o potencial zeta, maior a repulsdo eletrostatica entre as particulas, havendo
menor probabilidade de agregacdo entre os glébulos (GUPTA e GHOSH, 2014; KADAM et
al., 2014; TAMJIDI et al., 2014).

Figura 27 - Potencial Zeta x Tempo das emulsdes.
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Todas as formulagdes se mostraram estaveis frente a esse parametro. A formulagao 5
foi a que apresentou menor valor de potencial zeta, mas ainda dentro do valor que infere
estabilidade.

No grafico mostrado na Figura 28, possui os valores do Indice de polidispersividade
no periodo de 60 dias, para as 6 formulagdes.

O tltimo parametro de avaliagdo das emulsdes foi o indice de polidispersividade
que indica a qualidade da dispersao das particulas. Esses valores variam de 0,1 a 1. Valores
proximos de 1, indicam que o sistema ¢ polidisperso, ou seja, um material de baixa qualidade
quando se refere a emulsdes (JAFARI et al, 2008).

Observa-se que a taxa de aumento do pdl apresenta uma menor variagdo nas

emulsdes 3 e 4, e um aumento consideravel nas outras emulsdes. Os valores finais ndo estdo
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tdo proximos de 1, mas quanto menor o valor menos polidisperso esse material vai ser e de

melhor qualidade.

Figura 28 - Grafico Indice de polidispersividade x Tempo das emulsdes.
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.5.2 Caracterizacdo das emulsées a base de coldgeno adicionadas do principio ativo:

Extrato Aquoso de Phyllanthus niruri

Apés analisar todas as seis formulagdes, a que apresentou as melhores
caracteristicas pelo menos na maioria dos parametros analisados foi escolhida para ser
adicionada o principio ativo, no caso extrato aquoso de Phyllanthus niruri. A emulsao E4 foi
escolhida para se realizar os testes posteriores e feita seis formulagdes adicionadas de extrato:
F1, F2, F3, F4, F5 e Fo.

Das seis propostas de formulacdes apenas a F1 (100 pg de extrato) permaneceu
estavel quando submetido ao teste de estabilidade intrinseca e centrifugacao.

Sendo assim, os testes de estabilidade foram feitos num periodo de 90 dias, € os
valores medidos em 1, 15, 30, 60 e 90 dias apds o periodo de formulacdo. Os resultados das
medidas foram plotados em um grafico e analisados. Na Tabela 16, estdo os valores para

todas as analises nos 90 dias.



Tabela 16 - Valores das analises para formulacio F1.
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DIAS pH | Condutividade Tamanho de Potencial Zeta | pdI
(uS/cm) particula (nm) (mV)
1 3,59 120,69 305,6 -10,4 0,361
15 3,68 123,33 308,5 -11,6 0,390
30 3,80 127,84 4333 -11,6 0,492
60 3,81 133,43 456,2 -13,1 0,508
90 3,87 134,54 694,5 -17,8 0,518

Fonte: Elaborada pela autora.

Nas Figuras 29, 30, 31, 32 e 33, tém-se os graficos referentes ao pH,
condutividade, tamanho, potencial zeta e indice de polidispersividade, respectivamente, da

emulsdo F1.

Figura 29 - pH x Tempo.
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Figura 8§ - Condutividade x Tempo.
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Figura 31 - Tamanho de particula x tempo.
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Figura 32 - Potencial Zeta x tempo.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 33 - Indice de Polidispersividade x tempo.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Mediante os resultados, observou-se que a adigdo de um ativo com uma grande

quantidade de moléculas com diferentes estruturas mudou as propriedades da emulsdo base.



Portando algumas medidas foram tomadas para tentar reverter
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estas

caracteristicas, a adicdo de um antioxidante, um antimicrobiano e a solubilizagdo do coldgeno

na menor quantidade possivel de 4cido citrico.

Também o tempo de gotejamento da fase aquosa sobre a fase oleosa também foi

mudada, além da espessura da seringa utilizada. Na Tabela 17 estdo os valores e as Figuras

34, 35, 36, 37 e 38 estdo os graficos dos parametros de estabilidade para a emulsao F’1.

Tabela 17 - Valores dos parametros da emulsao F'l.

Condutividade Tamanho de Potencial Zeta
DIAS pH PdI
(uS/cm) particula (nm) (mYV)

1 4,07 140,50 256,9 -25.6 0,308
15 4,18 144,25 259.6 -26,4 0,336
30 4,32 146,58 2643 -27.9 0,359
60 4,40 147,65 275.6 -29.8 0,364
90 4,73 149,62 2812 31,2 0,396

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 34 - pH x tempo da emulsao F'l
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Figura 9 - Condutividade x tempo da emulsao F'l.
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Figura 36 - Tamanho de particula x tempo da emulsao F'l.
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Figura 37 - Potencial zeta x tempo da emulsdo F'l
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Figura 38 - Indice de polidispersividade x tempo da emulsdo F'1.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Analisando os resultados, observa-se uma melhora nos valores dos pardmetros de

estabilidade da emulsdo. O pH entrou na faixa de aplicagdo topica, isso deve-se pela adi¢ao do
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BHT ¢ DMDM que s3o conservantes que podem ter interferido nessa queda do valor de pH,
impedindo a oxidagdo do d6leo vegetal e proliferagdo bacteriana na emulsao.

Também apresentou bastante melhora o valor do potencial zeta, que na ultima
analise apresentou uma boa estabilidade, provavelmente atrelado a redu¢do do tamanho dos
globulos e da polidispersdo das particulas na emulsdo. Isso pode ter acontecido pela a forma
de preparagdo ter sido modificada na hora da adicdo da fase aquosa sobre a fase oleosa. Um
menor fluxo auxiliou na formagdo de gotas menores € menor tamanho de particulas, isso
influenciou na estabilidade da emulsdo, pois esse parametro interfere nos outros. Portanto,
testes de citotoxicidade foram realizados na emulsdo com extrato aquoso de Phyllanthus

niruri € no extrato bruto.

5.5.3 Ensaio de citotoxicidade em células tumorais humanas — Teste do MTT

Analise de citotoxicidade pelo método do MTT ¢ comumente utilizada nos
ensaios de citotoxicidade, grandes centros de referéncia utilizam esse método, como o
programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais
de 10.000 substincias a cada ano (SKoEHAN et al., 1990). E um método rapido, sensivel e
barato. Foi descrita primeiramente por Mosman (1983) e permite analisar a viabilidade e o
estado metabolico da célula. E uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir
de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo
citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o
mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).

As concentragdes que induzem 50% do crescimento celular foram calculadas em
pg/m. Os dados detalhados da atividade citotoxica das amostras testadas estdo representados
na Tabela 18.

O extrato bruto apresentou ICso determinada apenas na linhagem leucémica, nas
demais o mesmo apresentou ICso maior que 100 pg/mL (maior concentragdo de teste). A
amostra F1 apresentou percentual variando de 17,34 a 85,84 pg/mL. A formulagdo F1

apresentou baixa citotoxicidade, com percentual equivalente a emulsao pura.
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Tabela 7 - Atividade citotoxica in vitro de compostos contra linhagens de células tumorais.
ICso pg/mL (Intervalo)*

PC3 SNB-19 HCT-116 HL60
Amostra
(Prostata) (Astrocitoma) (Colon) (Leucemia)
65,77
Extrato >100 >100 >100
(58,07 - 74,49)
F1 77,40 85,84 17,34
>100
(Extrato+emulsao) | (68,32 -87,67) | (61,93 —119) (11,95 -25,17)
85,59 70,02 14,86
Emulsao >100
(69,12 — 106) (61,40 - 79,86) (11,28 - 19,56)
0,44 1,20 0,11 0,01
Doxorrubicina?®
(0,34-0,54) (1,03-1,39) (0,08-0,14) (0,005-0,01)

Fonte: Elaborada pela autora.
*Valores de concentragéo inibitoria média (IC50) com um intervalo de confianga de 95% obtido por regressao

ndo-linear. *Doxorrubicina foi usada como controle positivo.

Verificou-se que a emulsdo sem a presenga do composto ativo (extrato aquoso de
PN) apresentou inibicdo do crescimento celular com ICso 14,86 pg/mL frente a linhagem
leucémica, e percentuais equivalentes a formulacdo F1 nas demais linhagens. A emulsao
apresentou citotoxicidade maior que o extrato testado separadamente frente a linhagem HL60.

Isto pode ter acontecido devido a caracteristicas dos componentes basico da
emulsdo. Os tensoativos tem porcentagem de 10% da massa da emulsdao e 5% de oleo de
girassol. Os tensoativos sdo sabdes usados para diminuir a tensdo interfacial entre liquidos
imisciveis, eles podem estar causando a ruptura da parede celular das células. Como as
membranas plasmatica e nuclear sdo compostas principalmente por lipidios, as moléculas de
detergente as desestruturam e provocam a sua ruptura (LODISH, 2002).

Ooi et al. (2015), estudaram a atividade da filantina, um composto extraido da
Phyllanthus niruri contra o carcinoma hepatico humano de células HepG2 e concluiram que a
citotoxicidade depende da concentracao e do tempo de exposi¢ao das células frente ao ativo.

Parvathaneni et al. (2014), também observou o mesmo quando estudos in vitro
demonstraram um efeito inibitorio no crescimento celular para linhas celulares de cancer de
mama depende da dose dos ativos. Conclui-se que a associagdo dos componentes carreadores

da emulsdo deve apresentar sinergismo, promovendo assim, a citotoxicidade frente as
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linhagens tumorais. Com isto, deve-se realizar novos testes para avaliar as proporgdes

utilizadas na emulsao.

5.5.5 Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo método ABTS*

O valor da atividade antioxidante ¢ expresso em uM trolox/g de extrato utilizado.
A absorbancia para 1000 uM trolox foi igual a 0,4374, calculada pela equacdo da retay = -
0,0003x + 0,7374. A equacdo da reta para a amostra da emulsdo foi de y=5E%x+0,3813 ¢ o
valor de trolox calculado foi de 89,12 + 0,05 uM trolox/g.

Este valor ¢ mais baixo que o valor apresentado pelo extrato bruto, porém bastante
alto, esta diferenga se deve pelas concentragdes utilizadas do extrato e da emulsdo que nao
foram as mesmas. Foi observada alta atividade antioxidante do extrato, e o mesmo foi diluido
em propor¢do de 1:5 para a analise ser realizada e a leitura ser feita entre os valores da curva
padrao. A amostra da emulsao tem uma concentragdo de 100uL. em aproximadamente 20 mL

de formulagao.
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6 CONCLUSAO

Obteve-se colageno extraido de escamas de Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) com alto grau de pureza. Com a caracterizagdo do coldgeno observou-se que este
apresentou morfologia adequada e superficie livre de impurezas e ainda que sua estrutura
quimica foi mantida durante a extragdo, apresentando bandas de absor¢do no espectro de
infravermelho caracteristicas da proteina. Observou-se também que a integridade da tripla
hélice foi preservada, excluindo-se a possibilidade de desnatura¢do da proteina, que teve seu
inicio de desnaturagdao em torno de 30°C.

Obteve-se também o extrato aquoso de Phyllanthus niruri e sua classificacao
quanto as moléculas que o compdem e sua atividade antioxidante de 42,72 pg/ml e atividade
citotoxica de 65,77 (58,07 - 74,49) para linhas tumorais de leucemia.

O inicio do desenvolvimento das emulsdes foi realizado, elucidando a
concentracdo dos componentes base das mesmas e sua estabilidade, além do EHL requerido
para o oleo de girassol igual a 7,0.

Testes com emulsdes adicionadas de colageno foram realizados e suas
caracteristicas estudadas. Apos a adigdo do extrato observou a mudanca em todas
propriedades da emulsdo, entdo medidas foram tomadas para tentar inibir essa alteracao
devido a diferenga gama de grupos funcionais presentes no extrato.

A nova emulsdo formada (F’1) apresentou pH de 4,73, condutividade de 149,62
uS/com, tamanho de globulos de 281,2, potencial zeta de -31,2 e pdI de 0,396, caracteristicas
bem melhores do que as das outras formulagdes.

Nos testes in vitro de atividade citotoxica, observou-se atividade no branco e na
formulacdo com extrato. Os valores de ICso foram proximos entdo concluiu-se que existe
sinergismo entre os componentes e estudos com diferentes concentragdes precisa ser refeito,

ou até mesmo mudanga do par de tensoativos.
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APENDICE A — COMPOSTOS DETERMINADOS POR UPLC-QTOF-MS / MS NO
EXTRATO AQUOSO DE Phyllanthus niruri
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