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RESUMO

As empresas Brasileiras juntas produzem anualmente 70 mil toneladas de améndoas de
castanha de caju, gerando cerca de 45 mil toneladas de Liquido da Casca de Castanha do caju
(LCC) por ano. O LCC muitas vezes € descartado no processo de beneficiamento da castanha,
porém esse liquido e seus constituintes marjoritarios (Cardanol e Cardol) sdo uma fonte
natural de compostos fendlicos de cadeia longa e insaturada. Essa caracteristica confere
algumas propriedades importantes para sua utilizagdo como a atividade antioxidante.
Avaliando as principais caracteristicas desse composto, o trabalho teve como objetivo estudar
a atividade dos constituintes do LCC como potencial ativo antioxidante para produtos
cosméticos, para eficdcia antioxidante na pele e acao repelente. Foram preparadas formulacdes
utilizando cardanol, cardol saturado e insaturado, nas concentracdes de 0,03 a 20% para
atividade bactericida e, mais especificamente, de 0,03 a 0,1% para atividade antioxidante.
Formula¢des com o BHT foram preparadas e usadas como referéncia. Através do método do
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) foi possivel verificar que todas as formulacdes
apresentaram atividade antioxidante superior ou semelhante as formulacdes que continha o
butil-hidroxi-tolueno (BHT) em todas as concentracdes estudadas. Além disso, essas
formulacdes foram submetidas a testes antimicrobianos e foram ativas contra cepas de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, indicando que, além de
antioxidante, estes podem ser empregados como ativos antimicrobianos em formulagdes. Foi
produzido também um hidratante repelente com o LCC Natural, Técnico, Cardol e Cardanol
comparando sua atividade a um repelente comercial N,N-dimetil-meta-toluamida (DEET).
Nos ensaios utilizando ratos brancos, os produtos apresentaram a percentagem de repeléncia
de 98 a 100% em comparagdo com o hidratante puro. Além disso, em ensaios com seres
humanos, verificou-se que o LCC Natural teve repeléncia de 93,8%, seguido do cardol de
92,4%. Estes valores demonstraram ser equivalentes a percentagem de repelente comercial
DEET (93,6%). Além das demais atividades, o cardanol foi testado como protetor biolégico
em pele de porco, esse ativo foi utilizado para diminui¢do de radicais livres na pele com a
submissdo a radiacdo Ultravioleta. Esse foi veiculado na pele com um sistema de liberagdo
patenteado que favoreceu a sua solubilidade em veiculos aquosos e a sua permeacdo na pele.
Foi evidenciado a reducdo da formacgao dos radicais lives na presenca desse antioxidante.
Dessa forma, os resultados aqui apresentados irdo contribuir para o desenvolvimento

sustentdvel e origem de matérias primas naturais e eficazes. Porém, muitos estudos ainda



devem ser realizados afim de agregar valor a um substrato que tem muito potencial, mas que é
muito pouco explorado.

Palavras Chaves: Repelente. Antioxidante natural. Protetor bioldgico. Cardanol. Cardol



ABSTRACT

The Brazilian companies together are responsible to produce annually 70,000 tons of almonds
cashew, generating about 45 thousand tons of liquid cashew nut shell (CNSL) in the year. The
CNSL is often discarded in Chestnut beneficiation process, but this fluid and its the main
constituents (Cardanol and Cardol) are a natural source of phenolic compounds and
unsaturated long chain. This feature gives some important properties for use as antioxidant
activity. Assessing the main characteristics of this compound, the work was to study the
activity of LCC constituents as active antioxidant potential for cosmetic products, for
antioxidant efficacy in skin and repellent action. Formulations were prepared using cardanol,
cardol saturated and unsaturated, in concentrations from 0.03 to 20% for bactericidal activity
and more specifically from 0.03 to 0.1% antioxidant. Formulations BHT were prepared and
used as a reference. By DPPH method it was possible to verify that all formulations showed
higher antioxidant activity or similar to the formulations containing the BHT in all
concentrations. In addition, these formulations were subjected to antimicrobial tests and were
active against strains of Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
aureus, indicating that in addition to antioxidant, these can be employed as antimicrobial
active formulations. It has also produced a moisturizer repellent with LCC Natural, technical,
and Cardol Cardanol comparing its activity to a commercial repellent N, N-dimethyl-meta-
toluamide (DEET). In tests using mice, the product showed the percentage of repellency of
98% to 100% compared with the pure moisturizer. Furthermore, in studies with humans, it has
been found that the Natural CNSL was repellency of 93.8%, followed by 92.4% cardol. These
values have proved to be equivalent to the percentage of commercial repellent DEET (93.6%).
In addition to other activities, the cardanol was tested as a biological shield in pigskin, this
asset was used to decrease free radicals in the skin with the submission to radiation UV. This
was served to the skin with a proprietary delivery system favoring its solubility in aqueous
vehicles and their permeation into the skin. It was shown to reduce the formation of radicals
lives in the presence of this antioxidant. Thus, the results presented here will contribute to
sustainable development and origin of natural and effective raw materials. However, many
studies are still necessary in order to add value to a substrate that has a lot of potential but that

is little explored

Key Words: Repellent. Natural antioxidant. Biological shield. Cardanol. Cardol
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1 INTRODUCA O

O Nordeste brasileiro € a principal regido responsavel pelo agronegécio do caju,
sendo o Piaui, o Rio Grande do Norte e o Ceard os principais estados em que essa producdo
estd concentrada. Esse negdcio mantém uma grande quantidade de pessoas empregadas nos
estados e gera a améndoa e Liquido da casca da castanha do caju (LCC) destinados a
exportacdo.

O Ceard, por ser um dos estados envolvidos na producdo desse suprimento,
articula vérias acdes com a intencao de desenvolver a cadeia produtiva do agronegécio do caju
(AMORIM et al., 2011; FRANCA et al., 2016). Além do Brasil, Vietna, India e Nigéria
também sdo considerados, em pequena escala, como paises produtores (AMORIM et al.,
2011).

O cajueiro, Anacardium occidentale, ¢ uma das espécies mais cultivadas nas
regides tropicais, representando uma area com mais de trés milhdes de hectares. O principal
produto derivado dessa espécie é a améndoa comestivel, e o seu subproduto é o LCC
(AMORIM et al.,, 2011; OLIVEIRA,2016).

A producido da castanha gera rendimento importante para um parque industrial que
alimenta inumeras fébricas de pequeno, médio e grande porte. A maior parte desse produto €
destinada a exportagdo, sendo responsdvel por gerar um qualitativo em torno de 225 milhdes
de dolares por ano (AMORIM et al., 2011).

A preocupacdo com a sustentabilidade e a qualidade do produto exportado vem do
aumento da competitividade entre os principais paises exportadores. Apesar de o Brasil
apresentar altos indices de qualidade do produto comercializado, o baixo custo da mao de obra
de outros paises acaba acarretando em uma reducdo do preco total da améndoa (MAZZETTO;
LOMONACO; MELE, 2009).

Além disso, pafses como a India e o Vietnd empregam um processo manual na
producdo das castanhas, que ndo gera como subproduto o LCC. Ja no Brasil esse processo é
semiautomatizado, além de possuir um menor rendimento e uma grande geragdo de LCC
(MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009).

Para obter o produto do agronegdcio - a castanha de caju - € necessario que o fruto
passe por um tratamento prévio. A castanha in natura apresenta algumas caracteristicas que

impedem a sua decorticacio por compressido (ARAUJO; FERAZ, 2008).
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Com o intuito de alterar essas caracteristicas e liberar a castanha para o meio
externo, prepara-se o aquénio através de um processo de hidratacio e de um tratamento
utilizando altas temperaturas, para que a casca fique fragilizada e as améndoas se rompam
(ARA(JJ O; FERAZ, 2008).Esse tratamento térmico envolve a imersao do fruto em um liquido
existente na prépria casca (o LCC) (ARAUJO; FERAZ, 2008). As empresas brasileiras -
juntas - produzem anualmente 250 mil toneladas de castanha, gerando 45 mil toneladas de
LCC por ano (OLIVEIRA,2016).

O LCC, muitas vezes, € descartado no processo de beneficiamento das améndoas,
mas antes desse descarte, € necessario que haja um tratamento prévio, que encarece O
processo. Apesar desse liquido, em muitas circunstancias, nao ter valor comercial, vdrias
pesquisas apontam que ele pode ser util em diversos seguimentos (BALACHANDRAN et al.,
2013). O LCC € uma fonte natural de alguns compostos fendlicos de cadeia longa e
insaturada. Essa caracteristica confere algumas propriedades importantes para sua utilizagdo -
como a atividade antioxidante (BALACHANDRAN et al., 2013). Além disso, pode ser
utilizado como produto industrial na fabricacdo de cimentos e aplicacdo na inddstria de
polimeros e resinas (PORTO et al., 2013).

Aliado aos beneficios que esse produto pode trazer para sociedade, a busca por
tecnologias sustentdveis vem se tornando uma grande preocupagdo nos ultimos anos, de forma
que o desenvolvimento econdmico deve ter por objetivo a melhoria de vida das presentes e
futuras geracOes, incorporando, na sua concep¢do, modos de producdo menos poluentes,
impactantes e estimulando o desenvolvimento sustentdvel.

Nesse sentido, o desenvolvimento de produtos derivados do LCC e de seus
constituintes passa a ser uma op¢ao de grande viabilidade para resolver o acimulo desse

liquido nas industrias de beneficiamento.
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2REVISAO DE LITERATURA

2.1 Liquido da casca da castanha de caju (LCC)

O LCC € um produto de baixo valor agregado derivado da casca da castanha do
caju, obtido a partir do cajueiro Anacardium occidentale. Apesar de ser um subproduto do
agronegocio, o LCC € uma fonte de procedéncia natural rica em lipidios fendlicos nio-
isoprenoides. O LCC (6leo marrom extraido do processamento das améndoas de castanha de
caju constitui 18 entre 27% do total do peso do aquénio e tem baixo valor agregado
(BALACHANDRAN et al., 2013).

A producio do LCC pode ser realizada por diversos métodos. Dentre os processos,
pode-se citar a extracdo a frio (por meio de prensas), a extragdo por solvente (CORREIA;
DAVID; DAVID, 2006) e o processo térmico-mecanico (hot oil process), que consiste em
aquecer o proprio LCC a aproximadamente 190 °C e usd-lo como um meio para fornecer o
aquecimento das castanhas in natura (OSMARI et al.,2015).

O liquido é extraido quando a casca externa se rompe e, nesse processo, hd
liberacdo de alquifenois que estdo presentes no mesocarpo. Esse procedimento pode ser
representado pela Figura 1 (PATEL, 2006). E importante ressaltar que a composicio final do
LCC dependera do método de extragao.

Figura 1: Representacdo do processo de extracdo o LCC

POLPA AMENDOA
DO CAJU SECCIONADA LCC
AQUECIMENTO
&
LIMPEZA Iy TOSTAR I CENTRIFUGAGAO [I)  RESFRIAMENTO

A 4

LiQUIDO DA CASTANHA DO CAJU

Fonte: autoria prépria.
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Através de um método de extracdo, € possivel separar os constituintes quimicos do
LCC (cardanol, cardol, dcido anacédrdico e 2-metilcardol), que podem ser visualizados na

Figura 2 (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009).

Figura 2: Composi¢do Quimica do LCC

OH OH OH OH
C(COOH i i H3Cj i
R r HO R HO R
acido

anacardico cardanol cardol 2-metil cardol

-t

%, -
u

£ - -
-

1""-.,‘ [— [— J—

Fonte: (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009).

2.2 Constituintes do LCC

2.2.1 LCC Técnico

O LCC Técnico é obtido através do processo de extragdo que envolve o
aquecimento das améndoas a uma temperatura de 180-200 °C. Quando o écido anacérdico é
submetido a altas temperaturas, sofre uma reacdo de descarboxilacdo e € convertido em
cardanol, produzindo o LCC Técnico, como € possivel evidenciar na Figura 3 (GUISSONI et
al.,2013).

O LCC Técnico contém principalmente cardanol (60-65%), cardol (15-20%),
material polimérico (10%) e tracos de 2-metil cardol. Vale ressaltar que, dependendo das
condic¢des do processo de torrefacdo das améndoas, a composi¢ao do LCC pode ser alterada e
chegar a graus mais altos de cardanol (83-84%), menor propor¢ao de cardol (8-11%), manter
niveis de material polimérico (10%), além de aumentar a concentracdo de 2-metil cardol para

2% de propor¢ao (KUMAR et al., 2002; LOPEZ et al., 2012).
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O material polimérico encontrado no LCC Técnico € advindo do processo de
aquecimento. Para se avaliar a formagao desse material polimérico durante o processo de

extracdo, € observada a medida de viscosidade (SILVA et al., 2016).

Figura 3: Descarboxilacdo do 4cido anacérdico

OH OH
COOH
180 a 200 °C + CO,
A
CqH
16772631 C1sH25.34
Acido anacardico Cardanol

Fonte: autoria prépria.

Esse procedimento de extracdo € o processo industrial utilizado no Brasil, e é um
processamento semiautomdatico, com menor desempenho e com grande geracdo de LCC

Técnico como subproduto (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009).

2.2.2 LCC Natural

Quando o LCC ¢ extraido por meio de solventes ou prensas, € obtido o LCC
Natural, no qual a concentracdo de dcido anacéardico (71 % a 82 %) € superior a concentracio
de cardanol (1,08%) e ndo apresenta material polimérico na sua composicao total. Quanto a
concentracdo de cardol, essa propor¢do fica similar tanto no LCC Natural quanto no LCC
Técnico MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009). O LCC Natural pode ser utilizado com
fonte para producao de tensoativos naturais (FRANCA et al., 2016)

2.2.3 Cardanol

Para a obten¢ao dos constituintes do LCC, varios métodos de extracdo podem ser
utilizados a partir do LCC Técnico. Um dos métodos € a extragdo em coluna cromatografica,
de acordo com Lomonaco et al (2009), que consegue promover com eficicia a separacao do

cardanol e cardol. Esse composto também pode sofrer uma reacdo de hidrogenacdo sob
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pressdo, formando o cardanol hidrogenado, que pode ser visualizado nas estruturas da Figura

2.

As principais caracteristicas desse constituinte é nio apresentar odor forte, ser pouco
volatil e possuir ponto de ebulicdo elevado. Quando se observa na sua estrutura quimica o
posicionamento das duplas ligagdes, observa-se que estas permitem que seja possivel realizar
indmeras funcionalizagdes, e que produtos finais sejam gerados, tais como aditivos,
surfactantes, antioxidantes, pesticidas, repelentes, entre outros compostos.A presenca de uma
estrutura fendlica aumenta a probabilidade da atividade bactericida do composto. J4 as
insaturacdes sdo responsdveis pela promog¢ao da lipossolubilidade, que facilita sua passagem

através da membrana celular sendo responsdvel pela atividade larvicida e aumenta a

funcionalizacdo desses constituintes (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009).

Figura 4: Molécula de cardanol evidenciando as duplas ligacoes.

Fonte: autoria prépria.

A principal vantagem da utilizacdo do Cardanol como matéria-prima para o
desenvolvimento de produtos € a auséncia de toxicidade ambiental e aguda dessa substincia.
Segundo o documento Screening-Level Hazard Characterization, publicado em 2009 pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, os perigos agudos para os peixes,
invertebrados aquéticos e plantas aquéticas produzidos pelo cardanol estdo representados na

Tabela 1.
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Tabela 1: Concentracao de cardanol responsdvel por causar toxicidade.

Concentragao de Cardanol que causa Meio Ambiente
toxicidade
0,001 mg/L Peixes
0,004 mg / L Invertebrados Aquaticos
0,010 mg /L Plantas Aquéticas

Fonte : (Screening-Level Hazard Characterization,2009)

Esses valores reportados sdo superiores aos valores comumente utilizados nas
formulacdes cosméticas (0,05 a 1%) .

A toxicidade aguda oral dessa substancia em ratos foi considerada baixa. Quando
utilizado por via cutinea, ele foi considerado um sensibilizador, porém, ndo foi o responsavel
por apresentar efeitos mutagénicos. Os resultados estdo representados na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados dos testes de toxicidade.

Toxicidade aguda oral >1000 mg/kg
LD50 (mg/kg)
Toxicidade reprodutiva / desenvolvimento
Toxicidade reprodutiva NOAEL = 150 mg/kg
Toxicidade evolucional LOAEL = 1000 mg/kg

NOAEL = 1000 mg/kg

Toxicidade genética — Mutacdo genética Negativo
In vitro

Toxicidade genética — Aberragdo cromossomal Negativo
In vitro

Infomacao adicional Positivo

Sensibilizacdo da pele

Fonte:(Screening-Level Hazard Characterization,2009)
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2.2.4 Cardol

O cardol (Figura 5) estd presente em menores concentragdes tanto no LCC
Técnico (3,8 a 18,6 %) quanto no LCC Natural (13,8 a 20,21%). Ele apresenta uma estrutura
semelhante a do 4cido anacdrdico, por ter uma segunda hidroxila no anel aromdtico. Assim
como o cardanol, esse composto pode sofrer reacdes de hidrogenacdo e deixar suas cadeias
saturadas (LOMONACO et al., 2009).

Apesar de anteriormente ter sido considerada téxica por sua atividade antifilariase
-através da inibicdo da acetilcolinesterase-, essa substancia possui diversas aplicagdes, tais
como atividade antioxidante, larvicida e bactericida (OSMARI et al., 2015).

Figura 5: Estrutura quimica do Cardol

OH

HO

Fonte: autoria prépria.

2.2.5 Acido anacdrdico

O Acido anacérdico é encontrado em grande quantidade no LCC Natural, porém,
no LCC Técnico a sua descarboxilacdo através do aquecimento da origem ao cardanol.

E um composto fendlico biossintetizado através dos écidos graxos. No LCC
Natural, eles constituem aproximadamente de 70 a 90% do liquido extraido da casca de
castanha de caju, além disso, sdo responsaveis pelas propriedades causticas e irritantes desse
liquido (FRANCA et al., 2016). Segundo Andrade et al (2011), esse composto € responsavel
por apresentar uma atividade bioldgica de desnaturacdo de proteinas dos micro-organismo.

Sua estrutura estd representada na Figura 6.
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Figura 6: Estrutura quimica do Cardol

OH

OH

Fonte: autoria prépria.

2.3 Aplicagdes do LCC e seus constituintes

2.3.1 Antioxidante

Em virtude da presenca de compostos fendlicos em sua constitui¢do, o LCC tem se
destacado em muitos trabalhos como fonte de antioxidantes naturais, os quais podem ser
aplicados na inativacdo do processo oxidativo de sistemas bioldgicos (OLIVEIRA et al., 2011;
TREVISAN, 2006; MAIA et al.,2015).

A atividade antioxidante desse composto e de seus constituintes foi exemplificada
por Andrade et al (2011), e essa atividade foi atribuida a alta participacdo do cardanol e do
cardol presentes nesse liquido.

Além disso, também foi evidenciado que o 4cido anacdrdico possui uma
capacidade de quelar metais, portanto, € responsadvel por estabilizar as formulacdes e diminuir
a oxidacdo (KUBO et al., 2006). O cardanol hidrogenado (saturado) tem sido utilizado como
aditivo antioxidante em processos industriais flavorizantes: estabilizantes, alimenticios e
lubrificantes (TREVISAN, 2006; RIOS et al., 2008; SILVA et al., 2010).

Alguns autores reportaram as atividades antioxidantes desses compostos comparadas a
antioxidantes comerciais, como butil-hidroxi-tolueno (BHT), o butil-hidroxi-anisol (BHA)
(RIOS et al., 2008; FACANHA et al., 2007).

A atividade antioxidante encontrada no LCC, no cardanol e no cardol, quando
comparada aos demais constituintes e derivados, evidencia claramente que a presenca de
insaturacdes aumenta o potencial antioxidante desses compostos.

Baseado em pesquisas, foi observado que, de acordo com a atividade antioxidante,
o LCC >> cardanol > cardanol hidrogenado e alquilado > cardanol hidrogenado

(MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009)
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A busca por antioxidantes de origem natural como os constituintes do LCC tem
crescido , pois muitos alimentos e cosméticos sdo produzidos com a presenca de dcidos graxos
e esse material lipidico € suscetivel a oxidagao (GRASSI; MARCOS; PONSANO, 2016).

A peroxidagdo lipidica € um processo oxidativo responsdvel pelo surgimento de
odores alterados e o surgimento do ranco. A diminui¢do do tempo de prateleira de alguns
produtos se deve, em sua maioria, pela oxidac¢do de lipidios. Apesar de ndo serem totalmente
elucidados, esses processos podem ocorrer por diferentes mecanismos e estdo relacionados a
estrutura lipidica (ALVES et al., 2010).

Existem algumas variabilidades relacionadas a natureza e ao ndmero de
insaturacoes, como € possivel visualizar na Tabela 3. Nota-se que quanto maior for o nimero
de insaturagcdes, maior serd a taxa de oxidagdo, portanto os mais insaturados possuem maior

tendéncia a sofrer oxidagao (HALLIWELL; GUITTERIDGE, 2000).

Tabela 3: Taxa de oxidagao relacionada ao nivel de saturacdo dos 6leos.

Acido graxo Nivel de insaturacdo Taxa de Oxidacdo
Acido estedrico 18:0 1

Acido oléico 18:1 10
Acido linoléico 18:2 100
Acido linolénico 18:3 200

Fonte: (HALLIWELL; GUITTERIDGE, 2000).

Essa oxidacdo também pode variar de acordo com o tipo de interacdo entre os
lipidios e o oxigénio, bem como nas fases que aquele se apresenta nas formulacdes (fase
lipidica continua, dispersa ou em emulsao) (HALLIWELL; GUITTERIDGE, 2000).

Outros fatores que podem influenciar nessa oxidac¢do sdo os relacionados a
temperatura e a exposicao a luz (ALVES et al., 2012). Eles envolvem tanto a via enzimatica
quanto ndo enzimética, como demonstrado na Figura 7.

Os produtos com grande concentracdo de dcido graxo precisam conter em suas
formulacdes agentes antioxidantes, com o intuito de diminuir esse processo (ALVES, et

al..2012).
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Figura 7: Esquema geral da oxidacao lipidica.
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Fonte: Adaptado (DEGASPARI; WASZCZYNSKY]J, 2004).

A oxidacdo enzimdtica acontece através da enzima lipoxigenase, que age com
grande especificidade sobre os acidos graxos poli-insaturados. Dessa forma, o oxigénio €
adicionado nas cadeias insaturadas desses acidos, formando os hidroperdxidos.

O resultado da formacgao dos peréxidos é o aumento das reagdes de degradacao
que os compostos envolvidos no processo sdo responsdveis, formando produtos diferentes dos
originais. Esse procedimento € similar ao realizado no método de auto-oxidagdo.
(RAMALHO; JORGE, 2006).

A auto-oxidacg@o € um processo rapido e pode ser dividido em trés etapas (Figura

6): iniciacdo, propagacgdo e terminagao.

1. Primeira etapa: os substratos da reacdo (oxigénio e lipidios insaturados) vao
desaparecer.

2. Os produtos iniciais da reagdo (peréxidos e hidroperéxidos) aparecem.

3. Inicio da producdo dos produtos secundérios derivados da reacdo de cisdo e

rearranjo dos peréxidos (RAMALHO; JORGE, 2006; AHMAD et al., 2011)

Figura 8: Representacdo das etapas da auto-oxidacao.
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Fonte: (RAMALHO; JORGE, 2006).

Outro processo de oxidacdo € a foto-oxidacdo que é um mecanismo que depende
principalmente da radiacdo ultravioleta (UV). A UV € a responsdvel por formar um
intermedidrio, resultando na formacao de hidroper6xidos que podem provocar as reacdes de

oxidag¢do no produto e na pele humana (AHMAD et al., 2011).

A pele é considerada o 6rgdo mais extenso do corpo humano, além de ser o mais
exposto a inumeros fatores, riscos ambientais e radiagdes solares. A radiacio UVA
(comprimento entre A=320 e A=400 nm) € uma radiacdo capaz de penetrar até a derme,
podendo ser responsdvel pelo envelhecimento precoce e pelo cancer de pele. J4 a UVB
(comprimento de onda entre A=290 a A=320 nm) € responsdvel pela vermelhiddao causada

pelos raios solares (BALOGH, et al., 2011).

Ambas as radiagdes podem ser responsaveis por produzir radicais livres, como os
AL pa 2 . . . .
anions superoxido (DOT - O° radical) e hidroxilas (OH') que causam o processo de
fotossensibilizacdo da pele. Por essa razdo, a aplicacdo topica de antioxidantes ou formulagao

com antioxidante tem sido utilizada para proteger a pele da radiacdo (LADEMANN, 2011).

A utilizacdo oral ou tdpica de antioxidantes tem representado uma estratégia
inovadora para a prote¢do cutinea contra o estresse oxidativo causado pelas radiacdes solares.
Existe uma busca crescente por substancias que aumentem direta ou indiretamente a prote¢ao

contra esses radicais (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).
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O B-caroteno (Figura 9) € um precursor do retinol que tem sido bastante estudado
como antioxidante lipofilico na preveng¢do da producdo de radicais livres. Esse composto
provou ser muito eficaz para a prevencao do cancer de pele quando ingerido em dietas orais.
Para prevenir a carcinogénese e o melasma, ele funciona como captador de radicais livres,
impedindo que o processo de oxidacdo ocorra na pele (MIRANDA; VALENCIA;
FERNANDEZ, 2015).

Figura 9: Estrutura do B-caroteno.

Fonte: autoria prépria.

Outro antioxidante bastante citado na literatura como substancia capaz de proteger
as membranas contra a lipoperoxidagdo € o a-tocoferol (Vitamina E). Essa vitamina (Figura
10), por ter sua eficidcia comprovada, € utilizada em fotoprotetores como protetor biolégico
nao s6 por impedir a lipoperoxidagdo, mas também por evitar o desenvolvimento de dimeros
de timina e a imunossupressao.

Figura 10: Estrutura quimica do a-tocoferol
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CH;
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Fonte: autoria propria.

Apesar dessas afirmacgdes, pesquisas recentes evidenciaram que essa vitamina

pode inibir a glutationa-S-transferase, € responsdvel pela detoxificacdo dos compostos
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citotoxicos. Dessa forma, o a-tocoferol pode estar envolvido no aparecimento do cancer de
pele (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

O 4cido ascorbico, também conhecido como vitamina C, pode atuar contra a
radiacdo UV, captando as espécies reativas geradas. Estudos realizados evidenciaram que a
vitamina C tem esses efeitos quando administrada topicamente, porém a suplementa¢io oral
ndo evidencia esses beneficios (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007). Muitos
fabricantes estdo contribuindo para o desenvolvimento do protetor solar com protecdao
bioldgica. Além da importancia do efeito, a estratégia de marketing inclui a adicdo desses
antioxidantes de origem natural (WANG; OSTERWALDER; JUNG, 2011). Assim, patentes
nessa area tém sido depositadas como uma patente internacional (WO 2006/042391), que
atestou que as substancias que foram sintetizadas e isoladas a partir do LCC obtiveram a
capacidade de fornecer protecio para a pele contra a radiacao solar (UVA e UVB)

(ROMEIRO, 2006).

Apesar da utilizagdo ser importante para diminui¢do da formacdo dos radicais livres, a
utilizacdo desses antioxidantes se torna muito limitada devido a sua fraca solubilidade e
instabilidade quimica. Para melhorar a veiculagdo desses ativos na pele e evitar a oxidagdo
prematura, estas moléculas podem ser encapsuladas em diferentes veiculos lipidicos
(ZHAO; CASTRANOVA, 2011). As Bicelas (Figura 11) podem ser descritas como estruturas
na escala nanométrica e discoidal (15-25nm) formadas por uma moléculas de fosfolipideos de
cadeias longas e curtas. Por ter um tamanho pequeno essas bicelas podem permear a pele com
maior facilidade. E sua estrutura € capaz de permitir o encapsulamento de diferentes sistemas

podendo aumentar as aplicagdes dermatolégicas (FERNANDEZ et al., 2015).

Figura 11: Estrutura das bicelas

Fonte: (FERNANDEZ et al., 2015)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Castranova%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22008094
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Para manter essas nanoestruturas € necessdrio um ambiente com grande
quantidade de dgua, portanto uma alternativa € encapsula-la com lipossomas produzindo assim
novas estruturas denominadas bicosomes (Figura 12). Esses sistemas, baseiam-se em misturas
de vesiculas esféricas em torno de 100-200 nm de didmetro que quando comparada aos
liposomas tradicionais possuem indmeras vantagens. Quando comparamos os bicosomes com
micelas, € possivel evidenciar a auséncia de surfactantes no sistema, o que evitaria a irritagao

da pele poromovida por esses (FERNANDEZ et al., 2015).

Figura 12: Estrutura do sistema bicosome.

Fonte: (FERNANDEZ et al., 2015)

Os bicosomes sdo formados exclusivamente por moléculas lipidicas e sdo bons
portadores para aplicacdes tépicas (FERNANDEZ et al., 2015). E possivel visualizar como

esse sistema age ultrapassando as camadas da pele na Figura 13.

Figura 13: Representacdo da acdo dos bicosomes na pele

= BICOSOME

W
U
17

MODULAR
A BARREIRA
-- = ¢ " oe o=

: 2COMPLETAR
CAMADAS
- mem D o ---- @ =TT

i ! CARREAR
O TR S GASRRED & ATIVOS
I |

]
\ ! PERMANECER
et e R 4PELOTEMPO 3
NECESSARIO

Fonte: http://www.bicosome.com/es/ (2016)
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Além de antioxidantes com a funcio de diminuir a formag¢do de radicais livres na
pele existem disponiveis no mercado vdrios antioxidandes utilizados para produtos, € os mais
usados sdo o BHT, BHA e o butil-hidroquinonas tercidrias. A acdo pode ser sinérgica, com a
associagao entre eles ou com dcido citrico (MIRANDA et al., 2016).

Sabe-se que os mais utilizados nas formulacdes cosméticas, para a fase
hidrofébica, sdo os tocoferdis e os compostos aromaticos, como BHT (Figura 14). J4 para fase
hidrofilica, sdo o 4cido citrico e o 4cido ascorbico. O mecanismo de acdo desses antioxidantes
atua na estabilizacdo dos 4cidos graxos, provocando a quelacdo dos fons metélicos, assim
torna-se possivel parar a propagacdo da oxidacao lipidica (MIRANDA et al., 2016).

Figura 14: Estrutura quimica do BHT

Fonte: autoria prépria.

O uso desses compostos € questionado por vérios estudos em termos de seguranga,
tendo em vista os riscos de causar doencas cardiacas e carcinogénese. Por essa razao, no
continente europeu € em paises como Japao, Canadd e Estados Unidos, por exemplo, ndo é
permitido a utilizacdo de determinados antioxidantes sintéticos em alimentos.

(MARANGONI; MOURA, 2011).

2.3.2 Atividade antimicrobiana

A selecdo do agente antimicrobiano e antioxidante depende dos mecanismos de
acdo, toxicidade e custo. Além disso, alguns antimicrobianos que estdo disponiveis ndo

possuem espectro de acdo adequado, portanto muitos pesquisadores tém se concentrado na
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investigacdo de produtos naturais como fonte de novas moléculas bioativas (VALGAS et al.,
2007).

Nos ultimos anos, agentes antimicrobianos e antioxidantes de origem natural t€ém
chamado a atencdo dos consumidores. Isso se deve ao aumento da sensibilizacdo das pessoas
em relacdo a prote¢do ao ambiente e a preocupacdo para o controle de doencas infecciosas (LI;
PENG, 2015).

Foi observado na literatura que o LCC apresenta acdo antimicrobiana sobre o
Streptococus mutans, e essa atividade pode estar relacionada como nicleo de dcido anacardico
e a quantidade de insaturagdes da molécula, pois evidenciou-se maior atividade em moléculas
com maior nimero de insaturacdes na cadeia do substituinte (GAITAN etal., 2003).

Além disso, os principais compostos fendlicos (dcido anacardico, cardanol, cardol
e 2 - metil-cardol), quando isolados a partir do LCC, apresentaram atividade antimicrobiana
sobre  Bacillus subtilis, Brevibacterium ammoniagenes, Staphylococcus aureus e
Streptococcus mutans. No entanto, os mesmos compostos ndo foram efetivos contra
Enterobacter aerogenes, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis e Penicillium
chrysogenum (HIMEJIMA; KUBO, 1991). O cardanol hidrogenado e seus derivados também
foram evidenciados por apresentar atividade bactericida (SALADINO, 2000) e fungicida
(FENNER et al., 2006).

2.3.3 Atividade inseticida e larvicida

Recentemente, a revista Green Chemistry publicou o emprego do LCC Técnico,
cardol, cardanol e seus andlogos como produtos que apresentam atividade larvicida. As
concentracoes em ppm utilizadas por essas substincias, para que houvesse 50 % de
mortalidade larval, estdo representadas na Tabela 4 (LOMONACO et al., 2009).

O cardol foi o constituinte do LCC que apresentou atividade larvicida com menor
concentra¢do nos bioensaios realizados por Lomonaco et al em 2009. Esse potencial foi ligado
diretamente as insaturacdes desses compostos - quanto mais insaturados, mais lipossoldveis, o
que facilitaria a passagem através das membranas celulares. Dessa forma, o autor afirma que o
LCC e seus constituintes podem ser considerados novos “larvicidas verdes” no combate ao

mosquito Aedes aegypti LOMONACO et al., 2009).
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Tabela 4: Valores que correspondem a mortalidade de larvas causada pelos componentes do
LCC no combate ao vetor Aedes aegypti.

Amostra CLso (ppm)
LCC Técnico 51,043 + 0,625
Cardanol 28,903 + 0,365
Cardol 14,202 + 0,626
Cardanol hidrogenado 68,187 + 0,500
Cardol hidrogenado > 500

Fonte: (LOMONACO et al., 2009).

Outros estudos também mostraram que produtos derivados do 4cido anacérdico
(s6dio anacardico) foram efetivos contra larvas e pupas do mosquito da dengue (FARIAS et
al., 2009).

Segundo Oliveira et al (2011), comprovando os dados apresentados por Lomonaco
et al, os constituintes do LCC, além de apresentarem atividade antioxidante e serem inibidores
da enzima acetilcolinesterase, também mostraram atividade larvicida. Esses principais
constituintes foram o 4cido anacdrdico, o cardol e o cardanol. Dessa forma, ele afirma que
surge entdo uma oportunidade de aumentar o valor agregado e desenvolver novos larvicidas
naturais.

Embora muitos exemplos literdrios relatem a utilizacio do LCC e de seus

constituintes como inseticidas e larvicidas, poucas mencionam a sua utilizagao com repelente.

2.3.3.1 Arboviroses

Segundo a Organiza¢cao Mundial de Saide (OMS), as arboviroses sdo viroses que
podem ser transmitidas através de vetores artropodes. Elas sdo consideradas doengas tropicais
por seus vetores se desenvolverem com maior frequéncia no clima dos trépicos como

evidenciado na Figura 15.
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Figura 15: Mapa de paises de sob risco da dengue.

Paises sob risco da dengue, 2011

-

Fonte: OMS,2011

Segundo Silva e colaboradores (2009), o clima foi apontado como fator
determinante para o aumento da proliferacdo e distribuicio do mosquito transmissor,
principalmente em climas quentes e Umidos. Nos ultimos 10 anos, houve um aumento no
surgimento das arboviroses, como Chikungunya e o virus Zika em diferentes paises das
Américas, portanto ja estd comprovado que existe maior necessidade de um estudo preventivo
dessa epidemia (LIMA, 2016).

O mosquito Aedes aegypti € conhecido por ter hdbito diurno; ele age
principalmente no come¢o da manha e no fim da tarde, e os ambientes urbanos e domiciliares

sdo os mais habitados por ele (FIOCRUZ, 2009).

O mosquito pode se alimentar tanto das seivas das plantas quanto de sangue. As
suas fémeas sdo hematéfagas e sua principal fonte de alimentagcdo é o sangue humano. Dessa
forma, a medida que elas se alimentam do sangue do hospedeiro que estd infectado, elas
também se contaminam e podem afetar os proximos hospedeiros. Logo apds a alimentagdo, as
fémeas sao capazes de depositar entre 150 a 200 ovos (SILVA; ARIANO; IRACI, 2008).

A forma utilizada para a proliferacdo dos mosquitos € através da postura dos ovos

pela fémea - isso acontece em dgua parada. Logo depois os ovos eclodem, gerando as larvas.
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Esse ciclo dura em torno de 10 dias, dependendo de fatores externos como temperatura, que
pode acelerar o processo. O ovo pode sobreviver por até um ano fora do ambiente aquatico e
pode aguardar as melhores condi¢des ambientais para eclodir (FIOCRUZ, 2009).

A dengue € a arbovirose considerada mais prevalente no mundo. Até o momento
foram descobertos quatro sorotipos desse virus, e a sua circulagdo tem aumentado as formas
consideradas graves e letais (SILVA et al., 2009; WILDER et al., 2009).

Seus principais sintomas podem variar e vao desde febre e dor nas articulacdes até
varias manifestacdes hemorrdgicas e choque. A dengue convencional é uma patologia com
sintomas inespecificos e que pode ser classificada por cefaleia, dores nas articulagdes e febre
alta (CALVO et al., 2016).

O Zika virus foi inicialmente isolado em um macaco em uma floresta da Uganda e,
assim como a dengue e a Chikungunya, também ¢ transmitido por vdérias espécies de
mosquitos Aedes. Segundo pesquisas, o Brasil foi evidenciado como o pais mais afetado, com
cerca de 1,4 milhdes de casos foram informados até setembro de 2016.

Segundo o documento técnico do Centro Europeu de Prevencdao e Controle das
Doencas (ECDC), o quadro clinico é muito semelhante as demais patologias transmitidas pelo
Aedes, e sua manifestacdo ocorre por dor de cabeca, mialgia e febre. Além disso, essa doenca
também esta relacionada a sindrome de Guillain-Barré.

Segundo relatérios recentes do Ministério da Sadde, foram relatados casos de
microcefalia na regido Nordeste associados ao Zika virus (ECDC, 2016).

Além da dengue, outra arbovirose que possui surtos frequentes € a febre
Chikungunya. Estima-se que, entre os anos de 2015 a 2016, ocorreram varios surtos
totalizando 230 mil casos dessa arbovirose (ESPOSITO; FONSECA, 2016).

Essa febre € causada por um alfavirus (Chikungunya) e possui a mesma forma de
transmissao da dengue. A incubacdo dessa patologia varia entre dois a 12 dias, e ndo sdo todos
individuos infectados que desenvolvem obrigatoriamente os sintomas. O principal sintoma da
febre Chikungunya € o aumento da temperatura corporal, e esse sintoma ¢ acompanhado por
poliartralgias (ESPOSITO; FONSECA, 2016).

A transmissao dessas patologias ocorre através do contato direto com 0 mosquito
Aedes aegypti ou por Aedes albopictus, que, além de ter uma proliferacdo semelhante, também

possuem morfologia similar (ESPOSITO; FONSECA, 2016). Até o momento, ainda nao
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existe vacina que seja eficaz para esses virus; a alternativa utilizada € a prevenc¢do, tendo o

enfoque no controle do vetor e na prevencao individual (ABRAO et al., 2015).

Os repelentes contra insetos sdo o método de prote¢do pessoal mais importante
contra doencas transmitidas por mosquitos, visto que uma Unica picada pode resultar na
transmissdo de patégenos (FRADIN; DAY, 2002).

O uso de repelentes, seja por moradores de dreas endémicas ou por viajantes que
se deslocam para areas de risco, além de impedir o desconforto causado pelas picadas, pode se
configurar como Unica medida de protecdo contra doencas nas quais o controle vetorial ndo é
possivel (FRANCES et al., 2009; NASCIMENTO, 2014).

Os repelentes sdo considerados substancias que impedem a proximidade dos
mosquitos. Eles podem ser administrados em tecidos, pele e outras superficies. Dessa forma,
pode-se considerar que a sua utilizacdo reduz consideravelmente a transmissdo de vdrias
doencas que podem ser transmitidas por esses vetores (RIBAS; CARRENO, 2010).

Os repelentes agem gerando uma camada de vapor, que forma um odor
responsavel por repelir os insetos da pele. As principais caracteristicas do repelente sao repelir
vdrias espécies, ndo ter toxicidade, ndo ter cheiro evidente e ser economicamente vidvel
(STEFANI et al., 2009).

O N,N-dimetil-meta-toluamida (DEET) € o repelente considerado mais eficaz e
comecou a ser utilizado desde a década de 1950. A sua eficicia e duracdo de protecao
dependem da concentracdo desse ativo (STEFANI et al., 2009). Apesar de sua eficiéncia
comprovada, ele é criticado por alguns autores por sua toxicidade. Foram relatados alguns
casos de encefalite que tinham correlacdo com seu uso.

Existe um consenso na literatura sobre as concentragdes de repelentes. Deve-se
utilizar a menor concentragdo de ativos. Além disso, ativos naturais podem causar menor
irritacdo e toxicidade para pele. As principais concentracdes dos repelentes mais usados no
mercado estdo dispostas na Tabela 5 (STEFANI et al., 2009).

Icaridina ou KBR 3023 (1-piperidinecarboxylic acid, 2-(2-hydroxyethyl)-1-
methylpropylester) € um repelente novo derivado da pimenta. Sua agdo € compardvel ao
DEET na concentragdo de 15-20 %.

IR3535 (3-[N-acetyl-N-butyl]-aminopropionic acid ethyl ester) possui a mesma

forma do aminodcido alanina e, em concentracdo de 20%, foi eficaz contra Anopheles e
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Aedes. Oleos naturais sdo considerados os mais antigos repelentes e, dentre eles, podemos

encontrar o 6leo de citronela, eucalipto, coco, andiroba e horteld (STEFANI et al., 2009).

Tabela 5: Repelentes disponiveis comercialmente no Brasil, concentragdes e tempo de agdo

estimado.

Principio ativo

DEET

Ircaridina

Oleo de citronela

IR3535

Produto (fabricante)
e formas de apresentagdo

Autan  (Johnson
aerossol, lo¢do, spray

Ceras)

OFF (Johnson Ceras) logéo,
spray

spray OFF kids (Johnson
Ceras)

logao OFF (Johnson Ceras)

Super Repelex (Reckitt
Benckis) spray, logdo
Aerossol

Super Repelex kids gel
(Reckitt Benckis)

Exposis adulto (Osler)
gel,spray

Exposis Extreme (Osler)
spray

Citromim spray (weleda)
Locdo anti-

mosquito(Johnson
&Johnson)

Concentracao (%)

6-9%

6-9%

6-9%

14%

14,5%
11,05%

7,34%

50%

25%

1,2%

Informacao nao fornecida
pelo fornecedor

Idade permitida*

> 2 anos

> 2 anos

> 2 anos

> 12 anos

> 12 anos

> 12 anos

> 10 anos

> 2 anos

> 6 meses

*Idade permitida para utilizacdo desse produto

Fonte: Adaptada (STEFANI, 2009)
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade dos constituintes do Liquido da Casca da Castanha de Caju
(LCC) como potencial ativo antioxidante para produtos cosméticos, para eficicia antioxidante

na pele e acdo repelente.

3.2 Objetivos Especificos

Isolar e caracterizar o cardanol e o cardol (saturado e insaturado) através das
técnicas de Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) 'H, "*C
e Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrometro de Massas (CG/EM);

e Para avaliar atividade antioxidante na formulacao:

o Desenvolver solucdes oleosas e emulsdes para combater escaras e
comparar o comportamento dos diferentes tipos de antioxidantes epor
ensaios in vitro;

e Para avaliar atividade bactericida:

o Realizar testes antimicrobianos nas formulacOes contra cepas de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus;

e Para avaliar atividade repelente na formulacgao:

o Formular as emulsdes repelentes 4 base de POLAWAX (Alcool
cetoestearilico e polisorbato), propilenoglicol, Cetiol, Vaselina liquida,
citronela, andiroba e antioxidantes naturais (compostos fendlicos)
derivados do Liquido da Casca da Castanha de Caju — LCC Natural,
Técnico e seus principais constituintes (cardanol, cardol, &4cido
anacardico);

o Investigar o comportamento reologico de todos os hidratantes
produzidos com o LCC Natural, Técnico e seus componentes (Cardanol

e Cardol);
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Avaliar a eficidcia da atividade repelente das emulsdes formuladas
através da exposi¢do dos ratos ao mosquito Aedes aegypti - com a
protecao dos hidratantes contendo os ativos fendlicos;

Realizar os testes de repeléncia em humanos utilizando o DEET como

repelente de referéncia para controle positivo;

e Para avaliar atividade antioxidante na pele:

@)

o

Encapsular o cardanol insaturado no sistema Bicosome;

Realizar a caracterizacdo fisico-quimica do sistema (Realizar o
Diametro hidrodindmico (HD) e indice de polidispersibilidade (P1) dos
bicosomes de cardanol);

Realizar a estabilidade (30 dias) do sistema bicosome contendo
cardanol quanto a coloragdo, a viscosidade, a peroxidacgdo lipidica e a
quantificacdo de cardanol no sistema;

Analisar a estabilidade a radiacdo UV do cardanol isolado e no sistema
bicosome;

Avaliar a Eficdcia Antioxidante in vitro: Espectroscopia de Ressonancia
Paramagnética Eletronica (EPR) e determinacdo do Fator de protecdo

radical da pele (RSF).
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4 METODOLOGIA
4.2 Extra¢do do LCC natural

Para a extracdo do LCC Natural, as castanhas de caju foram primeiramente
biseccionadas e depois as améndoas foram removidas. As cascas (90,0 g) foram imersas em
um becker de 2 litros contendo um litro de acetato de etila e aquecidos a 75 © C durante 3
horas. Apés filtragdo, o extrato foi concentrado num rotaevaporador, obtendo-se uma massa

final de LCC natural de 31,0 gramas (rendimento de 34%) (LOMONACO et al., 2009).

4.3 Separacao dos constituintes majoritarios do LCC técnico: cardanol e cardol, em suas

formas saturadas e insaturadas.

Para o isolamento dos compostos saturados, o LCC técnico (20,0 g) foi previamente
hidrogenado. A separagdo de cardanol e cardol a partir do LCC técnico foi de acordo com a
metodologia utilizada por Lomonaco et al, utilizando como técnica a cromatografia em
coluna. O LCC técnico empregado nos experimentos foi fornecido pela Améndoas do Brasil
empresa Ltda e foi utilizado sem qualquer tratamento prévio. Para a separacdo destes
constituintes, 30 g de LCC técnico foram pesados e transferidos para uma coluna
cromatografica de 60 cm de comprimento X 6 cm de diametro, utilizando silica como fase
estaciondria. Para a fase movel, utilizou-se misturas de solventes de hexano: acetato de etila,
iniciando com a propor¢ao 90: 10 e posteriormente aumentando a polaridade para 70:30. Apds
separagdo, as fracdes contendo cardanol, apds serem analisadas por cromatografia em camada
delgada (CCD), foram unidas e concentradas em um rotaevaporador, proporcionando uma
recuperagdo de 21 g de Cardanol (70% de rendimento). Em seguida, as fracdes contendo
cardol foram analisadas por CCD, reunidas e rotaecvaporadas sob pressdo reduzida. Neste
processo foram obtidos 3 g de cardol que representam um rendimento de 10% (LOMONACO
etal.,2009).

4.4 Caracterizagdo do lcc e seus constituintes

4.4.1  Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN)
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Os espectros de RMN 'H e "C foram obtidos em um espectrometro de Ressonancia
Magnética Nuclear AVANCE DRX 500 BRUKER, operando a 500 MHz. O solvente
utilizado para as diluicdes das amostras foi acetona delterada (C3DgO). Tetrametil silano

(TMS) foi utilizado como padrao interno para os experimentos envolvendo RMN BCe'H.
4.4.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Nesse processo foram utilizadas cromatoplacas de aluminio (Thin Layer
Chromatography) TCL ALUMINUM SHEETS SILICA GEL-60 F254 MERCK 20x20cm, as

quais foram reveladas em solucdo de vanilina.
4.4.3 Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG/EM)

As analises de CG/MS foram obtidos através de um cromatdgrafo CG-MS-QP 2010
SHIMADZU, equipado com uma coluna DB-5 (5% fenil-metilpolisiloxano) de 20 m de
comprimento, 0,18 mm de didmetro interno e 0,4 um de espessura do filme. O volume
injetado de cada amostra foi de aproximadamente 1pL, o géas hélio foi utilizado como gés de
arraste. A pressao total foi de 58 Kpa o fluxo total foi de 87,4 mL/min e a razao de split foi de
100. A temperatura da fonte de fons foi de 230°C, a temperatura de interface foi de 300°C e a

razdo de deteccdo de massa foi de 18-800.

4.5 Metodologia para atividade antioxidante na formulacao
4.5.1 Formulacdo de oleo preventivo para escaras

A solucdo oleosa, foi obtida pelo processo de solubilizacdo dos componentes, seguindo
uma ordem previamente estudada e posteriormente estabelecida por uma Ficha de Producdo
(Tabela 6). O processo de preparo consistiu na dissolugdo dos 6leos, podendo conter apenas
um ou associacdo dos seguintes componentes: 6leo de rosa mosqueta, 6leo de améndoas
doces, 6leo de semente de uva, 6leo de girassol, 6leo de abacate, 6leo de macadamia, dleo de
jojoba, d6leo de cenoura, 6leo de buriti, 6leo de pequi, manteiga de karité, 6leo de andiroba e

oleo de coco.
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Tabela 6: Componentes e quantidades de composi¢do da solugdo oleosa preventiva de escaras
com cardanol insaturado.

Fase Componente Quantidade em %
(p/p)

1 Oleo de rosa mosqueta 12,0

2 Oleo de améndoas doce 15,0

3 Oleo de coco 5,0

4 Oleo de semente de uva 8,0

5 Oleo de Macadamia 10,0

6 Oleo de girassol q.s.p 100

7 Ativos Fenolicos 0,03-0,1

A concentracdo dos ativos fendlicos a ser adicionado a solu¢do compreende de 0,03 a
20% para acao bactericida, sendo, preferencialmente, recomendada o uso entre 5 e 10%, e,

preferencialmente de 0,03 a 0,1% para atividade de antioxidante.

4.5.2 Formulacdo de uma emulsdo preventiva para escaras

A emulsdo preventiva de escaras foi obtida pelo processo de emulsificacdo, as duas
fases foram aquecidas separadamente até atingir uma temperatura entre 70°C e 75°C. Em
seguida, a fase aquosa foi adicionada a fase oleosa sob agitacdo a 600 rpm por 30 minutos e
foi iniciado o resfriamento sob agitacdo constante. Na Tabela 7 € possivel observar os
excipientes utilizados para emulsdao de alta viscosidade e na Tabela 8 para formulacdo da
emulsdo de média viscosidade. As proporcdes utilizadas dos ativos fenodlicos (cardanol
saturado, cardol saturado, cardanol insaturado e cardol insaturado) para atividade antividade

antioxidante variaram de 0,03 a 0,1% e para atividade bactericida variou 0,03 a 20%.

Tabela 7: Componentes e quantidades de composi¢ao da emulsdo de alta viscosidade (creme)
preventiva de escaras com cardanol insaturado.

Fase Componente Quantidade em %
(p/p)
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Oleosa Base auto emulsionante ndo idnica (polawax 12,0
NF)
Oleo de girassol 5,0
Oleo de abacate 8,0
Miristato de isopropila 3,0
Cardanol insaturado 0,05

Aquosa EDTA 0,2
Glicerina 3,0
Propilenoglicol 2,0
Agua gsp 100
Solucdo de parabenos 20% 0,5

Tabela 8: Componentes e quantidades de composicdo da emulsdo de média viscosidade
(lo¢ao) preventiva de escaras com cardanol insaturado.

Fase Componente Quantidade em %
(p/p)

Oleosa Base auto emulsionante nio idnica (polawax 8,0
NF)
Oleo de girassol 5,0
Oleo de semente de uva 8,0
Cardanol saturado 0,05

Aquosa EDTA 0,2
Propilenoglicol 5,0
Agua gsp 100
Solucdo de parabenos 20% 0,5

4.5.3 Método 2,2 difenil-picriltrazina (DPPH)

Esse método tem como fundamento a captura dos radicais livres do DPPH pelas

espécies antioxidantes. Esse radical absorve em A=517 nm e a medida que a sua absorbancia
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diminui, maior serd a atividade antioxidante da substancia no composto. As solucdes foram
avaliadas quanto suas atividades antioxidantes pelo uso do método espectrofotométrico,
utilizando este radical estdvel, sendo pesadas e dispersas em dlcool etilico P.A., visando obter
misturas de concentracdo de 20 mg/mL (1:50). Foi adicionada uma aliquota de 0,5 mL do
sobrenadante em 2,5 mL. de DPPH (100 uM ou 39,4 ng/mL), que foi vigorosamente agitada e
incubada ao abrigo da luz por 30 minutos a temperatura ambiente (22,0 £ 2,0°C). Apés esse
periodo, a reducdo do radical livre DPPH foi mensurada pela leitura da absorbancia em
espectrofotometro ultravioleta visivel (UV-VIS) no comprimento de onda A=517 nm, e a
porcentagem de inibi¢io do DPPH foi calculada pela equacio (SANCHEZ-MORENO et al.,
1998):

Equacdo 1: Equacao para calculo da porcentagem de inibi¢do de DPPH

% de lnlbl§670 do DPPH = [(ABS controle negativo ~ ABS amostra) * 100]/ABS controle negativo

4.6 Metodologias para atividade bactericida

4.6.1 Difusdo em dgar

Para a verificacio da atividade antimicrobiana das formulagdes, foi seguida a
metodologia de Mahata (2014). Foram utilizadas trés bactérias: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Esses micro-organismos foram reativados
a partir de culturas estocadas em meio ao caldo brain heart infusion (BHI) por 24 horas a
37°C, retirando-se duas al¢adas de cada micro-organismo e transferindo para tubos contendo
10 mL de meio BHI esterilizado.

Posteriormente, foi realizada a cultura em dgar BHI por 24 horas a 37 °C, utilizando a
técnica de espalhamento por superficie, pipetando 100 pL. dos tubos com 0s microrganismos
reativados anteriormente e espalhando com a al¢ga de Drigalsky sobre a superficie do dgar.
Todas as cepas foram estocadas em dgar BHI sob refrigeracdo, de forma a permanecerem
inalteradas em todas as suas caracteristicas bioquimicas e perfil de sensibilidade a
antimicrobianos.

Ap6s a reativacdo dos microrganismos foram aplicados 10 pL da solucdo oleosa nas

placas de Petri previamente inoculadas. Apds a incubacdo em estufa a 37°C por 24 horas, a
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atividade inibitéria foi avaliada com base na zona clara em torno das placas. A formulagao
oleosa sem a presenca dos bioativos foi utilizada como controle positivo. (MAHATA et al.,

2014)

4.7 Metodologias para atividade repelente
4.7.1 Formulacdo do hidratante com atividade repelente

Foi formulado um hidratante a base de dlcool cetoestearilico e polisorbato
(POLAWAX), propilenoglicol, cetiol, vaselina liquida e derivados de biomassa regional, mais
precisamente o Liquido da Casca da Castanha de Caju — LCC (Técnico e Natural) e seus
principais constituintes (cardol e cardanol) para o combate ao mosquito Aedes aegypti e as

propor¢oes estdo dispostas na Tabela 9.
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Tabela 9: Composi¢do dos componentes para a formulacdo de uma emulsdao com agado de
repeléncia (LCC natural).

Composi¢do do podutos Porcentagem Funcio Fase

1 - POLAWAX (Alcool  10% Cera auto-emulsionante  Fase oleosa
cetoestearilico e ndo idnica

polisorbato)

2-PROPILENOGLICOL 2% Umectante Fase aquosa
3- VASELINA 10% Emoliente Fase oleosa
LIQUIDA (Petrolato

liquido)

4- SOLUCAO DE 1% Conservante Fase aquosa

PARABENOS 20%

5 - CETIOL HE 3% Umectante Fase aquosa
(Cocoato de glicerila

PEG -7)

6- PRODUTOS COM 0,5-1,0% Ativo Fase complementar
ATIVIDADE

BIOATIVAS

7- SOLUCAO DE q.s Ajuste de Ph Fase complementar
ACIDO CITRICO

8- AGUA QS.P Veiculo Fase aquosa
PURIFICADA

q.s.p 100%

Os hidratantes foram formulados pelo processo de emulsificagdo convencional.
Separadamente, a fase oleosa foi solubilizada e aquecida a 75+2°C e A fase aquosa, composta
de 4dgua recém destilada, foi aquecida a mesma temperatura. Apds a etapa de aquecimento, a

fase aquosa foi vertida lentamente sobre a oleosa - sob agitacdo constante a 650 rpm,
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utilizando um agitador mecénico (Fisaton-Mod 713). Quando a temperatura atingiu 40°C, foi

adicionada a fase complementar. A agitagdo foi mantida até alcangar a temperatura de 25+2°C.

4.7.2 Ensaios de repeléncia em ratos mus musculus

Os testes para determinar a atividade repelente foram realizados no Laboratério de
Analise de Culicideos situado no Nucleo de Vetores e Endemias (NUVET) da cidade de
Fortaleza - Secretaria de Saide do Estado do Ceard. Os ensaios foram realizados a uma
temperatura de 27 °C % 2 °C, umidade relativa de 70 a 80 % e ocorreram no periodo diurno.
Foram utilizadas 5 gaiolas de madeira medindo 40 cm x 40 cm protegidas com telas nas suas
laterais e para cada ensaio foram selecionados 50 mosquitos fémeas da espécie Aedes aegypti
de Geragdo 1, cepa Rockefeller, copuladas, sem nenhuma alimentacdo anterior mantidos sob

condic¢des de laboratdrio e portanto, livres de qualquer contaminagdo por virus.

O processo de anestesia dos ratos (mus musculus) atendeu 3 Comissdo de Etica para
uso de animais em experimentos de numero 1684504. Para a realizacdo dos ensaios escolheu-
se em cada gaiola um dos lados (Figura 16B) que foi impregnado com 10 g dos hidratantes ja
preparados (Figura 16C). Apds impregnacao, ratos brancos de 300 g entre fémeas e machos, ja
anestesiados, foram dispostos durante 30 minutos (Figura 16D) seguindo o procedimento de
alimentagdo sanguinea do NUVET. A atividade de repeléncia foi observada através da
aproximacdo dos mosquitos fémeas nos ratos do teste controle (Figura 16E). O tempo de
exposicdo dos ratos foi definido de acordo com a metodologia utilizada por Andrade e
colaboradores (2011). A verificacdo da captacdo de sangue foi feita pela contagem do nimero
das fémeas alimentadas retiradas das gaiolas através de um equipamento especifico (Figura

16F)
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Figura 16: Etapas realizadas durante os ensaios de atividade repelente em ratos brancos

Fonte: autoria prépria.

4.7.3 Ensaios de repeléncia em humanos

Os testes de repelentes em seres humanos é o método de escolha, uma vez que utiliza o
préprio usudrio do repelente no processo de teste e seus resultados sdo relevantes para as
condicdes reais de utilizagdo. Os testes devem ser realizados em voluntarios humanos adultos
que podem ser escolhidos entre candidatos que exibem leve ou nenhuma sensibilidade a

picadas de mosquito (OMS,1996).

Na preparagdo para os ensaios de laboratdrio, a regido da mao em estudo foi lavada com
sabdo neutro e enxaguada com 4gua, depois lavada com uma solu¢do de 70 % de etanol em
dgua e secada com uma toalha descartdvel. Vérios fatores podem alterar a atragdo dos vetores
entre eles cheiro, portantanto os 40 voluntarios foram selecionados para os testes e foram
orientados a evitar o uso de perfumes bem como outros repelentes, durante 12 horas, antes e

durante os ensaios.
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Os testes em voluntdrios para determinar a atividade repelente foram autorizados pelo
comité de ética com o numero do parecer 1684504. Foram realizados no Laboratério de
Andlise de Culicideos situado no Nucleo de Vetores e Endemias — NUVET. Os ensaios foram
realizados a uma temperatura de 27 °C + 2 °C, umidade relativa de 70 a 80 % e ocorreram no
periodo diurno. Foram mantidas as mesmas condi¢des de uso dos mosquitos nos testes
anteriores para uso em animal. Para a realizacdo dos ensaios, as maos dos voluntdrios foram
impregnadas com hidratante formulado 0,8g/m” de pele e durante 30 minutos foram mantidas
dentro das gaiolas contendo 50 mosquitos fémeas da espécie Aedes aegypti. A avaliacdo da
atividade repelente ocorreu através da contagem do niimero de mosquitos alimentados em
relacdo a quantidade total. O teste controle foi realizado com um hidratante sem a presenca
dos ativos e com repelente comercial, O DEET ( N , N-dietil - 3 - metilbenzamida). A
repeléncia (R) foi calculada usando a férmula:

Equacdo 2: porcentagem de repeléncia
R (%)=(C-T/C) x 100%,

onde C é o nimero de picadas de mosquito nos ensaios de controle e T o nimero de picadas

nos ensaios em tratamento (YOON et al,. 2015; WHO, 1996 )

4.7.4 Estudo da reologia dos hidratantes

A viscosidade aparente eo perfil reoldgico foram avaliados utilizando um viscosimetro
rotacional Brookfield R / S-CC + equipado com fuso V3 40/20. O pH foi controlado por um
método potenciométrico (medidor de pH Metrohm® pH Meter 744, eletrodo de vidro)

4.8 Metodologia para atividade antioxidante na pele de porco
4.8.1 Formulacdo do sistema lipidico

Bicosomes com cardanol foram preparados dispersando 80% p / v de Lipoid S-100
em cloroférmio. O cloroférmio foi removido utilizando um rotaevaporador até se obter uma
pelicula lipidica. Posteriormente, a pelicula foi hidratada utilizando as bicelas previamente
formadas com cardanol (RUBIO et al,. 2012). A concentracdo total de lipidos nos bicosomes

foi de 20% p / v e a concentragdo de cardanol foi de 10 mg / mL.



55

Para ensaios in vitro, 3% do sistema bicosome com cardanol foi incorporado numa
formulacdo em gel e para realizar testes e comparar a eficdcia do sistema bicosome, a mesma

concentracdo de cardanol puro (0,03%) foi incorporada também em gel (Figura 17).

Figura 17: Formulagdes de gel base com o cardanol associado ao bicosome(3%) e cardanol
(0,03%)
A

Fonte: Autoria prépria

4.8.2 Caracterizagdo do sistema lipidico
4.8.2.1 Aparéncia e odor

Este teste foi realizado subjetivamente comparando as amostras das formulacdes e ¢é

definida como a amostra de referéncia aquela mantida sob refrigeracao 4°C.

Para a avaliacdo da aparéncia foram observados niveis de alteracdo que foram
classificados em: (I) normal, sem alteracdo; (II) ligeiramente separado; ligeiramente
precipitado ou ligeiramente turvo e (III); Precipitado ou turvo (IV). O grau de odor observado
na formulacao foi avaliado de acordo com os seguintes critérios: (I) normal sem alteragdo; (II)

ligeiramente modificado; (III) e alterado (IV) fortemente modificado (ANVISA,2004).
4.8.2.2 Medida de cor

A estabilidade da coloraciao da formulag¢do (bicosome com cardanol) foi calculada de
acordo com o tempo. Foram medidas utilizando um espectrofotometro (Macbeth Color-eye
3000, Neurtek Instruments, Espanha). As medidas de cor foram obtidas utilizando o modelo

CIE L * a * b, modelo que corresponde a percepcao humana da cor (TASI,2004).
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Onde:

L * = Brilho

A * = vermelho / verde (+ a indica vermelho e verde indica -a)

B * = coordenada amarelo / azul (+ b indica amarelo e azul indica -b)

A diferenca de cor total (AE) foi calculada através da avaliacao das alteragdes nas leituras de L
/, a/, b /. Estas leituras foram realizadas em diferentes épocas de estabilidade utilizando um

espectrocolorimetro. A equagdo 3 usada para calcular a diferenca de cor total foi:

Equacdo 3: Calculo da diferenca de coloracao
AE=[ (ALY + (Aa)® + (Ab)* ]'*

Sendo o AE € o valor que define a diferenca total da cor da amostra em relacdo ao padrdo. AL
€ considerada a diferenca de luminosidade, Aa diferenca de coloracdo das cores primarias

vermelho e verde e, Ab diferenca de coloragdo das cores primarias amarelo e azul.

4.8.2.3 Medida de viscosidade

A viscosidade € a razdo entre a tensdo de cisalhamento aplicada e a taxa de deformacao
observada. O aparelho utilizado foi um viscosimetro de rotacdo, Visco Alpha L Series
(Fungilab S.A.) com um adaptador de pequeno volume (10 ml) e TL6 como fuso. O valor de
viscosidade obtido foi expresso em mPa ¢ s e a medida foi feita nos tempos 0,3, 6, 20, 60 e

100 rpm.
4.8.2.4 Determinagdo de pH

pH da formulacio (bicosoma com cardanol) foi avaliado utilizando um medidor de pH
digital com contra-eletrodo de vidro Thermo Scientific, previamente calibrado com solucdes

tampao pH 4,0, 7,0 e 10,0 a temperatura ambiente.
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4.8.2.5 Peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica € responsavel por gerar algumas espécies de malonaldeido
(MDA), esse participa diretamente de uma reacdo nucleofilica com é&cido tiobarbitirico
(TBAARS) para gerar um produto (dimetilacetal) que possui fluorecéncia (1: 2 MDA:
TBAARS), quando submetido a pH baixo e a alta temperatura. Foi possivel quantificar esse
produto utilizando espectrofotometria a 534 nm, e a absorbancia foi expressa como MDA:
TBAARS mM utilizando uma curva padrdo para o complexo MDA: TBAARS puro. A curva
de calibracdo foi obtida utilizando MDA em diferentes concentracdes (0-30 mM) e essa
concentracdo obtida por MDA: TBAARS ¢ diretamente proporcional aos perdxidos lipidicos

presentes na amostra.

Foram adicionados (0,5 mL) do sistema lipidico (bicosome contendo cardanol) a
aliquotas (I mL) de uma solugdo constituida por 0,4% de TBAARS e 15% de &cido
tricloroacético (TCA) em 100 mL de uma solu¢do de HC1 (0,25 M). Em seguida, foi incubada
em um aquecedor a 100 °C durante 1 h. Apés a reagdo estar completa, as amostras foram
filtradas e medidas utilizando um espectrofotdmetro (Varian Cary 300 Bio UV-VIS
Spectrophotometer, EUA). A concentracdo correspondente do complexo MDA: TBAARS foi
calculada a partir da média de absorvéncia a 534 nm (FERNANDEZ et al., 2015).

4.8.2.6 Espalhamento Dindmico da Luz (DSL)

O didmetro hidrodinamico (HD) e o indice de polidispersidade (PI) foram
determinados por meio de DLS wusando um Zetasizer Nano ZS (Malvern Systems,
Southborough, MA) que fornece as curvas de distribuicdo de tamanho. O DLS mede o
coeficiente de auto-difusdo das particulas através do movimento browniano. A relagdo entre o
tamanho de uma particula e o seu coeficiente de auto-difusdo é definida pela equacdo de

Stokes-Einstein:

Equacio 4: Calculo do didmetro hidrodinamico

HD =kT /3mnD
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Onde HD € o didmetro hidrodinamico, D é o coeficiente de difusdo translacional, k € a
constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta e 1 € a viscosidade. A detec¢do da luz
dispersa foi realizada num angulo de 173 ° e a medicao foi realizada a temperatura ambiente.
O tratamento do sinal foi elaborado utilizando o software fornecido pela Malvern Instruments

(FERNANDEZ et al., 2015).
4.8.2.7 Conteudo de cardanol

Para realizar a dosagem de cardanol, fez-se uma dilui¢do (1:10) do bicosome contendo
cardanol, em etanol, e a leitura foi efetuada imediatamente no espectrofotometro ultravioleta-
visivel (Varian's Cary 300 Bio UV-VIS Spectrophotometer, EUA) a 295 nm. A curva de
calibracio externa foi construida com seis pontos de concentragdo variando entre 5 e 30mg /

ml de cardanol (COSTA et al., 2005).
4.8.3 Estabilidade cardanol a radiagao Ultravioleta (uv)

As amostras de bicosomes (1% de cardanol) e Cardanol em etanol (1%) foram
submetidas a espectroscopia de radiagcdo eletromagnética de 310 nm a 800 nm (UVA de 310-
400 nm, VIS de 400-760 nm e uma pequena regido de IRA de 760 a 800 nm). A radiacdo foi
realizada utilizando uma fonte de luz que simulava a radiacdo solar (Suntest CPS +, Atlas,

EUA) a 500 W m? por 90 min, 3h, 6h, 15h e 24h (90 e 360 J sz’ respectivamente).

De acordo com o guia de radiag@o solar de Catalunha essa intensidade de radiacdo é
equivalente ao dobro de exposicdo de radiacdo comum no més de junho na regido da

Catalunha, Espanha (FERNANDEZ et al., 2015).

Em seguida, para quantificar o cardanol ndo degradado utilizou-se um
espectrofotometro ultravioleta visivel (Espectrofotometro Cary 300 Bio UV-VIS da Varian,
EUA) a 295 nm. A mesma metodologia utilizada para avaliar o contetido de cardanol (COSTA

et al., 2005).
4.8.4 Espectroscopia de ressondncia paramagnética eletronica (EPR)

4.8.4.1 Preparo da pele
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A pele de porco foi retirada do dorso de porcos brancos (Landrace, 35 kg) e foram
obtidas da Universidade Autonoma de Barcelona, Espanha. Para separar a derme da epiderme,
a pele foi colocada em dgua a 65 °C durante 2-5 min, e a epiderme foi raspada em folhas. As
folhas epidérmicas foram cortadas em pedacos cada uma com uma drea de 28 mm?. Os

pedacos de epiderme foram dispostos em papel de filtro.

Figura 18: Procedimento de separacao do extrato cérneo da derme.
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Fonte: Autoria prépria

Em seguida, adicionou-se 10 pl das amostras em pedacgos separados de epiderme. As

amostras foram:

- Gel com Bicosome-cardanol a 3%
- Gel com Cardanol 0,03%

- Gel com 3% de Bicosome

- Agua (Pele Nativa)

Eles foram aplicados em trés pedacos de pele (apenas epiderme). Apds o tratamento a
pele foi deixada em repouso protegida da luz durante 18 horas, a temperatura ambiente e
quando o tempo de incubacdo terminou a pele foi lavada com 4gua destilada e seca com papel.
Em seguida, adicionou-se 20 pl de N-6xido de 5,5 dimetil-1-pirrolina (DMPO) a 5 M em

tampao fosfato salina (PBS) a superficie da pele durante 20 minutos, o DMPO foi removido
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da pele e as amostras foram lavadas com 4gua destilada e colocadas em uma célula de Quatzo

(COCERA et al,. 2011).

4.8.4.2 Medidas spin-trap

As amostras de pele de porco que foram tratadas com as formulagdes e a pele nativa
foram colocadas na célula de tecido de quartzo do espectrometro EPR (espectrometro EMX-
Plus 10/12 Brucker Bio Spin), com uma ponte de microondas de banda X (9 GHz) (EMX
Premium X), ima de 10 polegadas (ER073) com uma fonte de alimentacao de 12 kW (ER083).

A medigdo € realizada antes, durante a irradiacdo de 20 min e apds a irradiagdo. A
irradiacdo foi realizada com uma ldmpada de 500 mercury de pressdao whigh (Oriel) ligada ao
espectrometro EPR a uma distdncia de 50 cm. As amostras de pele foram expostas a uma
densidade de poténcia de 147.,9 Wm‘z, correspondendo a 12,1% de UV-A, 5,9% de UV-B,
3,5% de UV-C, 399% de visivel e 38,5% de radiacdo infravermelha. A radiacdo
infravermelha foi bloqueada com um filtro de papel, assim, apenas UV e luz visivel chegou a
amostras de pele. Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente e a temperatura
na cavidade EPR foi medida utilizando um termdmetro a laser T-637 (Crison Instruments,

Alella, Barcelona) com imersao de sonda Pt-100 (Cat. no: 30.900.971).

Para verificar a estabilidade da pele, uma amostra com DMPO foi colocada durante 1 h
na cavidade do EPR nas condi¢des descritas, e o sinal de EPR durante este periodo foi
avaliado. Dado que ndo foram observadas alteracdes na estrutura e na composi¢do dos
espectros registados durante 1 h, assume-se a estabilidade da pele nas condicdes

experimentais.

A partir dos espectros obtidos, € possivel calcular a segunda integracdo do sinal. Este
valor de integracdo estd diretamente correlacionado com a propor¢dao de radicais livres
formados na pele. Neste trabalho, o segundo valor de integragdo foi utilizado para comparar o
efeito de eliminacdo dos diferentes sistemas lipidicos. A razdo entre o nimero de radicais
livres (RSF) gerados na pele desprotegida e a pele protegida e os valores integrais permitiram
calcular o fator de protecdo radical da pele (RSF, equacgao (5)) e a eficicia de eliminagado (E,

Equacdo (4)) JURKOVLC et al., 2003; HERRLING; JUNG, 2012).
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Equacdo 5: Célculo da razao entre os nimeros de radicais livres gerados na nativa sobre a pele
tratada

RSF= ( segundo valor integral) pele nativa

(segundo valor integral) pele tratada

RSF> 1= Protecao UV

Equacao 6: Célculo da eficédcia de eliminacao dos radicais livres

E= ( segundo valor integral)ycic natva - (S€gundo valor integral)ycie tratada

(segundo valor integral) peie nativa

E < 1= Protegao UV
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.2 Caracterizagdo dos constituintes
5.2.1 Caracterizagdo do LCC técnico e do LCC natural

Para caracterizagdo do LCC (Técnico e Natural) foi utilizado a técnica de RMN "H.
Foi possivel identificar o surgimento do sinal em 10,95ppm (que estd ausente no LCC técnico
- Figura 20) , esse sinal € caracteristico da presen¢a do hidrogénio 4cido. Observando a Figura
19, foi possivel evidenciar os sinais na regido entre 6,65 e 7,27 ppm que correspondem aos
hidrogénios aromaticos. Os multipletos observados na regido entre 2,89 e 2,87 ppm foram
atribuidos aos hidrogénios metilénicos ligados diretamente ao anel benzénico. Os hidrogénio
metilénicos foram observados no sinal em 1,20 ppm referente a cadeia lateral e além disso os
hidrogénio dos grupamentos metilas terminais se apresentaram na forma de um tripleto
sobreposto em 0,75 e 0,79 ppm. O tripleto na regido entre 4,85 e 4,91 foi atribuido aos

hidrogénios olefinicos da cadeia lateral.

Figura 19: Ressonancia de hidrogénio do LCC natural
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Figura 20: Ressonancia de hidrogénio do LCC Técnico
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Fonte: Elaborado pela autor

Para o LCC técnico, o espectro de RMN 'H (Figura 20), apresentou sinais de

hidrogénio aromaticos entre 6,64 a 7,17 ppm. O sinais evidenciados entre 4,98 a 5,87 ppm sao

referentes aos hidrogénios olefinicos da cadeia lateral. Também foi possivel observar que

houve a presenca do multipleto em 2,80 ppm que foram atribuidos aos hidrogénios

1A . , 2 . . ALt
metilénicos situados entre os atomos de carbono sp” da cadeia lateral; Os hidrogénios

metilénicos ligados diretamente ao anel benzénico apresentaram sinais entre 2,52 e 2,59 ppm,

Ja os da cadeia lateral apresentaram sinal em 1,33 ppm. Os sinais encontrados na regiao entre

0,88 € 0,95 ppm sdo os hidrogénio do grupo metila terminal.

O LCC técnico foi analisado por CG/MS e o cromatograma esta disposto na Figura 21.

E possivel observar os picos referentes aos seus constituintes e as porcentagens desses

constituintes nas amostras (Tabela 10). O pico que contém maior abundancia € referente ao

cardanol (84,89%), seguido pelo cardol (10,9%) e o 2-metil-cardol (4,21%)
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Figura 21: Tempos de retencdo dos constituintes do LCC técnico
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Tabela 10: Porcentagens dos constituintes do LCC técnico

Constituintes do Pico Tempo de retencdo Porcentagem dos
LCC Técnico constituintes
Cardanol 1 24.550 84,89
2-metil-Cardol 2 31.761 4,21
Cardol 3 36.089 10,90

5.2.2 Caracterizagdo do Cardol e Cardanol

Depois do processo de separacio e purificacao através de uma coluna cromatogréfica,
os compostos fendlicos (Cardanol e Cardol) tanto nas formas saturadas quanto nas insaturadas
foram caracterizados por técnicas convencionais de andlise (CG/EM, RMN 'H, RMN 13C). Na
técnica de RMN os sinais foram atribuidos na numeracao que foi apresentada para os dtomos
de hidrogénio em cada composto presente nos espectros de ressonancia magnética nuclear.

As Figuras 22 e 23 evidenciam, respectivamente, os espectros de massa que foram
obtidos para os constituintes fendlicos quando estdo em suas formas saturadas. Foi possivel
evidenciar a presenca do ion molecular, que de acordo com a literatura para ambos apresentou
razao massa/carga compativel com a massa molecular desses compostos. Para o cardanol
saturado o ion molecular evidenciado foi o 304 e para o Cardol saturado 320, confirmando a

separagao desses compostos.
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Figura 22: Espectro de massa do cardanol saturado
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Figura 23: Espectro de massa do cardol saturado
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A caracterizacdo dos compostos insaturados também foi realizada e esta representada
nas Figuras 24 e 25. Da mesma forma da andlise dos compostos fendlicos saturados foi
possivel visualizar o fon molecular que se mostrou compativel com a razdo massa/carga.
Respectivamente o cardanol insaturado e Cardol insaturado apresentaram massa molecular de
302 e 316, as quais estdo relacionadas com a presenca predominante de compostos com uma
dupla ligac@o. Dessa forma, esses resultados mostram que o processo de separacio e sintese

dos compostos insaturados foi também eficiente.
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Figura 24: Espectro de massa do cardanol monoinsaturado
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Figura 25: Espectro de massa do cardol monoinsaturado
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Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio das amostras de cardanol

saturado e cardol saturado estdo representados nas Figuras 26 e 27.
Foi possivel evidenciar sinais caracteristicos, em ambos compostos, de deslocamento quimico
proximo a 0,8 e 0,9 ppm, os quais sdo atribuidos aos hidrogénios do grupamento (CHj3)
terminal da cadeia alifatica (H-22), esses se acoplam com os hidrogénios CH, dessa mesma
cadeia (H-21) gerando tripletos. Um multipleto (H-9 a H-21) pode ser observado entre os
sinais 1,0 e 2,0 ppm referentes aos hidrogénios do grupo CH; da cadeia alifatica e em 2,5 e 3.0
ppm € referente aos hidrogénios do grupamento CH; ligados ao anel aromatico (H-8).

A principal diferenca nos espectros de hidrogénio desses compostos estd na regido
caracteristica de hidrogé€nios aromaticos. Para o cardanol (Figura 26) pode ser observado trés
sinais; um deles com deslocamento quimico préximo a 6,6 ppm (singleto sobreposto a um
dubleto) atribuido aos hidrogénios ligados aos carbonos situados nas posi¢des orto a hidroxila
(H-6 e H-2); o segundo com deslocamento quimico préximo a 6,7 ppm (dubleto) atribuido ao

hidrogénio ligado ao carbono situado na posi¢do para a hidroxila (H-4) e o terceiro com
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deslocamento quimico préximo a 7,1 ppm (tripleto) atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono
situado na posi¢ao meta a hidroxila (H-5).

Para o cardol (Figura 27) s@o observados dois sinais: o primeiro com deslocamento
quimico préoximo a 6,1 ppm atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono situado entre as
hidroxilas (H-2) e o segundo com deslocamento quimico de 6,2 ppm atribuido aos hidrogénios

ligados aos carbonos situados entre as hidroxilas e a cadeia alifatica (H-4 e H-6).

Figura 26: Espectro de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio obtido para o cardanol
saturado
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Figura 27: Espectro de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio obtido para o cardol
Saturado
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As Figuras 28 e 29 apresentam os espectros de RMN 'H, obtidos a partir da andlise dos
compostos fendlicos em suas formas insaturadas, sendo observados conjuntos de sinais
semelhantes aos obtidos para os andlogos saturados. Nesses espectros, os hidrogénios da
cadeia alifatica (H-9 a H-22) foram associados aos sinais observados entre 0,8 - 2,7 ppm para
o cardanol insaturados e 0,8 - 2,7 ppm para cardol insaturado.A presenca das insaturacdes (H-
15, H-16, H-18, H-19, H-21 e H-22) foram confirmadas pela observacdo dos sinais com
deslocamento quimico proximo a 5,3 ppm para o cardanol e cardol. Ja os sinais entre 6,6 - 7,1
ppm observados no espectro de hidrogénio do cardanol instaurados e 6,0 - 6,1 ppm observados
no espectro de hidrogénio do cardol insaturado foram atribuidos aos hidrogénios ligados aos

carbonos aromaticos de cada um desses compostos (H-1 a H-6).



Figura 28: Espectro de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio do cardanol insaturado
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Figura 29: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

do cardol insaturado
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Nas Figuras 30 e 31 sdo apresentados os espectros de RMN B¢, obtidos
respectivamente para cardanol, cardol em suas formas saturadas. Para esses dois compostos
foram observados sinais similares com deslocamento quimico préximo a 14,4 ppm atribuido
ao carbono terminal do grupo CHj3; da cadeia alifdtica (C-22) e sinais com deslocamento
quimico entre 22,8 e 36,6 ppm referentes aos carbonos do grupo CH, dessa mesma cadeia (C-

9aC-21).

As principais diferencas nesses espectros estdo nos sinais com deslocamento
quimico caracteristico de carbonos aromadticos. Para cardanol (Figura 30) foram observados
seis sinais (um para cada dtomo de carbono do anel aromatico) com os quatro sinais com
menor deslocamento quimico sendo atribuidos aos carbonos hidrogenados, que sdao mais
protegidos que os ndo hidrogenados.

Considerando o efeito protetor da hidroxila, o primeiro sinal, com deslocamento
quimico de 112,6 ppm, pode ser atribuido ao carbono situado na posi¢do orto a esse grupo,
proximo a cadeia alifatica (C-2); o segundo, com deslocamento quimico de 115,5 ppm,
atribuido ao outro dtomo de carbono situado na posicao orto a hidroxila situado do lado oposto
da cadeia alifatica (C-6) e o terceiro, com deslocamento quimico de 121,1 ppm, atribuido ao
carbono hidrogenado situado na posi¢ao para a hidroxila (C-4).

O sinal com deslocamento quimico de 129,5 ppm foi atribuido ao carbono
hidrogenado situado na posi¢do meta a hidroxila (C-5). O sinal com deslocamento quimico de
145,1 ppm foi atribuido ao atomo de carbono ligado diretamente a cadeia alifatica (C-3). Por

fim, o sinal com deslocamento quimico de 155,6 ppm atribuido ao carbono ligado diretamente

a hidroxila que exerce um efeito retirador de elétrons por inducgado (C-1).

Figura 30 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono obtido para o cardanol
saturado
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Para cardol saturado (Figura 31) foram observados quatro sinais: o de menor
deslocamento quimico (6 100,9) foi atribuido ao carbono situado na posicdo orto, entre as
hidroxilas, e caracterizado por esse motivo como o carbono mais protegido devido ao efeito
protetor conjunto desses substituintes (C-2); o sinal com maior deslocamento quimico (6
159,3) foi atribuido aos carbonos ligados diretamente a cada uma das hidroxilas e, portanto,
mais desprotegidos devido ao efeito indutivo retirador de elétrons desse substituinte (C-1 e C-
3); o sinal em 145,8 ppm foi atribuido ao carbono ligado diretamente a cadeia alifética, situado
na posicao meta as duas hidroxilas (C-5) e por esse motivo caracterizado como o segundo
mais desprotegido, e, por fim, foi observado um sinal com deslocamento quimico préximo a
107,7 ppm referente aos carbonos (hidrogenados) situados na posicdo orto a cada uma das

hidroxilas (C-4 e C-6).
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Figura 31 - Espectro de ressondncia magnética nuclear de carbono obtido para o cardol
saturado
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Fonte: Elaborada pelo autor

As Figuras 32 e 33 representam os espectros de ressonancia magnética nuclear de
carbono 13, obtidos para cardanol e cardol em suas formas insaturadas. Nesses espectros foi
possivel observar dois conjuntos de sinais bem distintos, o primeiro com menor deslocamento
quimico atribuido aos carbonos que fazem parte da cadeia alifdtica e o segundo conjunto de
sinais, com maior deslocamento quimico, atribuido aos carbonos que fazem parte do anel
aromético de cada composto.

No espectro de carbono do cardanol insaturado (Figura 32), o conjunto de sinais
com menor deslocamento quimico foi observado entre 13,6 e 35,9 ppm e no espectro obtido
para cardol insaturado esse conjunto de sinais foi observado entre 14,6 e 37,1 ppm. Ja o
segundo conjunto, em que os sinais foram atribuidos aos carbonos do anel aromadtico, foram
observados entre 112,8 e 155,8 ppm no espectro do cardanol e entre 101,0 e 159,3 ppm no

espectro do cardol e 112,8 e 155,7 ppm.



Figura 32 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono do cardanol insaturado
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Figura 33 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono do cardol insaturado
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5.2 Resultados para atividade antioxidante na formulacao

A Figura 34 revela a atividade antioxidante do BHT (comercialmente empregado) e
das substancias constituintes do LCC (natural e quimicamente modificado) em concentracdes
que podem variar de 0,03 a 0,05%, com a porcentagem de inibicdo do DPPH. A porcentagem

de inibi¢ao do DPPH foi calculada pela equagao 1:

% de lnlbl§d0 do DPPH = [(ABS controle negativo ~ ABS amostra) * 100]/ABS controle negativo

Ao comparar o antioxidante de referéncia (BHT) com os derivados do LCC, o cardanol
insaturado e o cardol insaturado apresentaram porcentagens de inibi¢do de DPPH superiores
ao BHT, portanto a atividade antioxidante desses produtos ficou comprovada. J4 o cardanol
saturado apontou atividade antioxidante em torno de 50%, ou seja, inferior ao do BHT.

Em uma busca patentdria (PI 0804595-0) foi possivel observar que na mesmas condi¢des o
Genippa americano apresentou porcentagem de inibicdo de 70%, portanto menor que 0s

constituintes fendlicos.

Figura 34: Porcentagens de inibi¢do de DPPH nas concentracdes 0,03 e 0,05
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5.3 Resultados para atividade bactericida

A Figura 36 representa uma avaliagdo preliminar da atividade antibacteriana da
solucdo oleosa, onde foi empregado o teste de difusdo em 4gar. Foram aplicados 10 puL da
solucdo oleosa nas placas de Petri previamente inoculadas. Apds a incubagdo em estufa a 37°C
por 24 horas, a atividade antibacteriana foi determinada. A Figura 35 revela a presenga de
coldnias bacterianas, marcadas, evidenciando que houve crescimento de microrganismos para
quatro formulagdes (1, 2, 3 e 4) com diferentes concentracdes, variando de 0,03 a 20% de
BHT, confirmando que ndo apresentam atividade antimicrobiana. Os nimeros representados
na Figura 35 referem-se a diferentes concentragdes de BHT: 1 (Formulacdo 1 = 0,03% de
BHT), 2 (Formulagdo 2 =0,05% de BHT), 3 (Formulacdo 3 = 0,1% de BHT) e 4 (Formulacio
4 =0,20% de BHT).

Figura 35: Placa de Agar com as formula¢des contendo BHT

Fonte: Elaborada pelo autor
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A Figura 36 revela o halo de inibicdo bacteriano para 1 (formulagdo 1 = cardanol
insaturado 0,05%), 2 (formula¢do 2 = cardanol saturado 0,05%), 3 (formulacdo 3 = cardol
insaturado 0,05%) e 4 (formulacdo 4 = cardol saturado 0,05%). A concentracdo 0,05% foi
utilizada pelo fato de ser a porcentagem usual de BHT nos compostos cosméticos. A Figura 4
confirma a atividade antimicrobiana das quatro formulagdes (1, 2, 3 e 4) propostas como

objeto da inveng¢ao, visto que ndo houve crescimento de coldnias bacterianas.

Figura 36: Placa de Agar contendo as formulagdes com os ativos fenélicos

Fonte: Elaborada pelo autor

5.4 Resultados para atividade repelente
5.4.1 Resultados dos ensaios em ratos mus musculus

O ensaio do teste controle foi realizado com a impregnacdo da emulsdo hidratante sem
a adic@o dos derivados dos componentes fendlicos (Cardanol, Cardol, LCC Técnico e LCC
Natural). Das 50 fémeas expostas na gaiola, apenas 6 ndo se alimentaram e 44 se alimentaram
normalmente, os dados estdo na Tabela 11. Este resultado é coerente com o esperado, uma vez
que ndo existiu nenhum impedimento para que as mesmas realizassem o repasto sanguineo. A

porcentagem € calculada baseada a partir da equacao 2:

R (%) =(C-T/C) x 100%,
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onde C € o niimero de picadas de mosquito nos ensaios do controle negativo(hidratante sem os
bioativos) e T o nimero de picadas nos ensaios em tratamento.

Tabela 11: Ensaio de Atividade repelente do hidratante com adi¢do do 6leo do LCC Técnico,
LCC Natural, Cardol, Cardanol,Citronela e Andiroba.

PRODUTOS N° DE FEMEAS TEMPO DE N° DE FEMEAS ATIVIDADE
EXPOSICAO ALIMENTADAS REPELENTE
HIDRATANTE 50 30 MINUTOS NENHUMA 100 %

LCC NATURAL (1%)

HIDRATANTE 50 30 MINUTOS 01 98 %
LCC TECNICO (1%)

HIDRATANTE 50 30 MINUTOS 01 98 %
LCC TECNICO (1%)

HIDRATANTE 50 30 MINUTOS NENHUMA 100%

CARDOL (1%)

HIDRATANTE 50 30 MINUTOS NENHUMA 100 %

CARDANOL (1%)

HIDRATANTE 50 30 MINUTOS NENHUMA 100 %
LCC NATURAL (1%)
CITRONELA (5%)
ANDIROBA (5%)

HIDRATANTE 50 30 MINUTOS NENHUMA 100 %
LCC TECNICO(1%)
CITRONELA (5%)
ANDIROBA(5%)

HIDRATANTE 50 30 MINUTOS NENHUMA 100 %
CARDOL (1%)

CITRONELA (5%)

ANDIROBA (5%)

HIDRATANTE 50 30 MINUTOS NENHUMA 100 %
CARDANOL (1%)
CITRONELA (5%)
ANDIROBA (5%)

REPELENTE 50 30 MINUTOS NENHUMA 100 %
COMERCIAL DEET
HIDRATANTE SEM 50 30 MINUTOS 44 12 %

ADICAO DE LCC
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Durante o periodo de alimenta¢do sangiiinea, ocorreu um aumento de 98% a 100% da
atividade de repeléncia nos hidratantes, com os bioativos, comparados ao hidratante puro onde
apresentou valores inferiores (12%). Dessa forma é possivel comprovar que a atividade
repelente estd associada aos compostos fendlicos. Na literatura alguns 6leos naturais também
foram testados para verificar a atividade repelente nas mesmas condi¢des de tempo. Esses
apresentaram valores inferiores aos encontrados nesse ensaio, o Neem oil apresentou 70,59%,

Sea Lily 57,89% e o Djulis Seed 67,86% (CHIO; YANG, 2008).

Os repelentes com os bioativos fendlicos também foram comparados com repelentes
presentes no mercado como o DEET (7,125%) que obteve resultados iguais aos obtidos pelos

bioativos fendlicos.
5.4.2 Resultados dos ensaios em humanos

A partir dos ensaios realizados com ratos foi possivel constatar que a melhor propor¢ao
foi a que utilizou os hidratantes com 1% dos constituintes fendlicos os quais apresentaram
repeléncia equivalente aos de mercado. Vale salientar que outras formulagdes nas
concentracoes 0,5% e 0,25%, dos constituintes fendlicos também foram testadas, porém os
indices de atividade de repeléncia para 0,25% foram abaixo de 40% o que inviabilizou a

utilizagcdo das formulag¢des nestas concentracoes.

O percentual de repeléncia obtido foi calculado com base na férmula e plotado no Grafico

(Figura 37)

R (%) =(C-T/C) x 100%

Onde C € a quantidade de picadas utilizando o controle negativo (Hidratante sem a presenga
dos ativos fendlicos) e T € a quantidade de picadas com os repelentes testes.
Esses resultados foram aplicados o teste T de student e os dados foram considerados
significativos.

De acordo com a Figura 37 em todos os compostos estudados a taxa de repeléncia foi
significativa a partir de 0,5% e houve um aumento deste indice com o aumento da

concentragdo para 1,0%. Foi observado que o ativo LCC Natural (93,8%) na concentracio de
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1 % apresentou um percentual de repeléncia alta assim como o Cardol (92,4%) e quando
comparados ao repelente de referéncia DEET (93,6%), essa porcentagem foi equivalente.

O repelente que é mais usado no mercado é o DEET e a comparag¢do com formulagdo
comerciais contendo esse ativo é recorrente (FRADIM; DAY, 2002; NENTWIG, 2003).
Porém, apesar da sua eficdcia segundo a ANVISA (2006) o DEET € um ativo que ndo pode
ser utilizado em criangas menores de 2 anos e até 12 anos pode ser usado com restricdes
(ANVISA,2006).

Por essa razdo, vérios pesquisadores tentam substituir o DEET e utilizando os mesmos
parametros Chang e colaboradores em 2006 determinaram a porcentagem de 97% de

repeléncia para o Oleo de geranio e citronela (CHANG et al, 2006).Outros extratos

produzidos a 5 % de Melaleuca ericifolia em alcool produziram uma repeléncia de

93,3%.(GREIVE et al., 2010).Dessa forma, é possivel observar que os derivados fendlicos do
LCC possuem atividade repelente equivalente aos de mercado e portanto podem ser uma

alternativa para substitui¢do desses ativos.

Figura 37: Porcentagem de repeléncia dos repelentes
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Esta acdo repelente envolve frequentemente sinergismo de fatores quimicos que
podem ser induzidos pelos metabdlitos secundarios, como por exemplo, compostos fendlicos
mistos que executam papéis de defesa e protecdo a planta ou que possuem sabores e odores
caracteristicos (CROTEA; KUTCHAN; LEWIS, 2000). Os fatores fisicos estdo associados as
caracteristicas olfativas, visuais como cor do recipiente, cor da dgua, o tamanho do recipiente
e caracteristicas térmicas (HARRINGTON, et al, 2008; LIMA et al, 2014; MOHAMAD;
ZUHARAH, 2014).

Sabe-se que os compostos fendlicos estudados se situam na castanha do caju e tem
como caracteristicas odor forte. Esses fendis exercem a funcdo de proteger a améndoa de
predadores e insetos bem como preservar o seu poder germinativo (LIMA, 1988). Levando em
consideragdo que os fatores foram mantidos entende-se que os fendis da espécie Anacardium
occidentale, exerceram uma efetiva acao positiva para deter (repelir) a aproximagao da fémea
durante a alimenta¢do. No entendo, ndo foi possivel ate o momento estabelecer por qual

mecanismo essa repeléncia ocorre.

Com base em repeléncia, compostos derivados de espécies da Famila Anacardiacea,
Gluta rengas e Melanochyla fasciculiflora apresentaram atividade de repelir a oviposi¢do da
fémea (ELANGO; BAGAVAN; KAMARO, 2009). Elango e colaboradores (2009) da mesma
forma mostraram propriedade de oviposicdo para o extrato em hexano de folhas de
Andrographis lineata, espécie da Familia Acanthaceae, uma planta de origem indigena
indiana, para o controle do Anopheles subpictus (vetor da maldria) mesmo em baixa

concentracao e curto tempo de exposicao.

5.4.3 Resultados da reologia

A tixotropia pode ser medida através das curvas de histerese e a area dentro do ciclo de
histerese pode ser descrita como a energia necessdria para o colapso da estrutura de materiais.
Dessa forma com base nas Figuras 38 a 46 todas as amostras apresentaram histerese entre as
curvas ascendente e descendente, caracterizando-as como tixotrdpicas. Esse comportamento é
caracteristico de emulsdes de aplicagdo de uso topico, as quais precisam possuir uma boa
espalhabilidade, facilitando a administracao do produto sobre a pele. A medida que aumenta a

forca, esse fluido diminui sua viscosidade (TADROS, 2004). Segundo os graficos presentes


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-br&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/acanthaceae&usg=alkjrhhf28uazynkxudchzzlt8ep2lmppw

nas Figuras 47 a 55, a

81

tensdo de cisalhamento nao € diretamente proporcional a taxa

deformacdo, dessa forma todas as amostras apresentaram comportamento de fluido ndo-

newtoniano e pseudopléstico (CASTELLI et al., 2008; MENDONCA et al., 2009; FERRARI;

ROCHA, 2011). Esse comportamento ¢ ideal para produtos cosméticos e para a fun¢ido que o

produto se destina, ja que ele é capaz de se espalhar sem se liquefazer (GUARATINI et al,

2006).

Figura 38: Grafico da tensdo de cisalhamento Figura 39: Grafico da tensdo de cisalhamento
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Figura 40: Gréfico da tensdo de cisalhamento Figura 41: Gréafico da tensdo de cisalhamento

pela taxa de deformacdo da amostra de pelataxa de deformagdo da amostra de Cardol
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Tens%2525C3%2525A3o_de_cisalhamento
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Taxa_deforma%2525C3%2525A7%2525C3%2525A3o&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Taxa_deforma%2525C3%2525A7%2525C3%2525A3o&action=edit&redlink=1

Figura 42: Gréfico da tensdo de cisalhamento
pela taxa de deformagao da amostra de Cardol

1,0%.

Figura 44: Gréfico da tensdo de cisalhamento
pela taxa de deformacdo da amostra de LCC
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Figura 43: Grafico da tensdo de cisalhamento
pela taxa de deformacao da amostra de LCC
N 0,5%.
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Figura 45: Grafico da tensdo de cisalhamento
pela taxa de deformacgdo da amostra de LCC
T 0,5%.

Shear Stress (Pa)

0 T T
0 80 100 180 200

Shear Rate (1/s)



Figura 46: Gréfico da tensdo de cisalhamento
pela taxa de deformacao da amostra de LCC T
1,0%.
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Figura 48: Gréfico da viscosidade pela taxa de
deformacdo da amostra de Cardanol 0,5%.
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Figura 50: Gréfico da viscosidade pela taxa de
deformacao da amostra de Cardol 0,5%.
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Figura 47: Gréfico da viscosidade pela taxa
de deformagao do branco.

Viscosity (Pa-s)
3
-

L]
10+ "

-

L}
lllllllnnu-llllll-l
0 10 % 2

Shear Rale (1/s)

Figura 49: Grafico da viscosidade pela taxa
de deformac¢do da amostra de Cardanol 1,0%.
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Figura 51: Grafico da viscosidade pela taxa
de deformac¢do da amostra de Cardol 1,0%.
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Figura 52: Griéfico da viscosidade pela taxa de
deformacéo da amostra de LCC N 0,5%. Figura 53: Gréfico da viscosidade pela taxa

de deformac¢ao da amostra de LCC N 1,0%
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Figura 55: Gréfico da viscosidade pela taxa
de deformag¢do da amostra de LCC T 1,0%.

Figura 54: Gréfico da viscosidade pela taxa de
deformacao da amostra de LCC T 0,5%
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5.5 Resultados para atividade antioxidante na pele
5.5.1 Caracterizagcdo do sistema bicosome
5.5.1.1 Avaliacdo da aparéncia e odor

De acordo com os resultados apresentados (Tabela 11) ficou claro que a formulagdo
ndo apresentou alteracdes significativas em suas caracteristicas, demonstrando que o produto

permaneceu estavel.
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Tabela 12: Mudanca das caracteristicas de acordo com o tempo

Condicao Tempo (Dias) Aparéncia Odor
0 D @
Geladeira (4°c) 15 D )
30 @ @

Aparéncia : (I) normal, sem alteracdo; (I) ligeiramente separado; Ligeiramente precipitado ou ligeiramente turvo
e (II); Precipitado ou turvo (IV). Odor: (I) normal sem alteragdo; (II) ligeiramente modificado; (III) e alterado

(IV) fortemente modificado

5.5.1.2 Medidas de cor

O modelo utilizado foi o CIE L / a/ b, sendo possivel avaliar a cor correspondente a
percepcio humana. A diferenca total do parametro de cor (AE) foi calculada e mostrada na

Tabela 13. Foi utilizada a Equacdo 3 para calcular a diferenca total de cor foi:
AE=[ (AL)’ + (Aa)’ + (Ab)* 1"

A auséncia de mudanca na coloracdo durante o teste de estabilidade significa que a
formulacdo permanece estavel. Caso fosse evidenciada uma mudancga dréstica de coloracdo
podia ser indicativo de oxidagdo lipidica. Os niveis de hidroperéxidos podem comprometer
gravemente a formulacido alterando a validade e promovendo a mudanca de olfativa e de

coroloracdo (HAYAT et al., 2016).

Tabela 13: Resultados do total de perda de cor de acordo com o padrao

Tempo(dias) L A B Ae

0 47.65 19.75 11.55  Padrio (+)
15 47.99 19.22 10.89 0.91
30 47.308 19.604 10.755 0.88
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5.5.1.3 Medidas de viscosidade

Os sistemas que contém a estrutura de bicosomes possuem um comportamento
reoldgico de fluido pseudopléstico, cuja viscosidade aparente diminui com o aumento do taxa
de cisalhamento. Este comportamento caracteristico das amostras de bicosome € responsédvel
por facilitar a administracao do produto sobre a pele (HAYAT et al., 2016). A medida isolada
da viscosidade funciona como um parametro adicional para avaliar as alteragdes fisicas nas
formulacdes estudadas. Foi possivel mostrar na Figura 55 que a medida que varia mais esté
em 0,3 rpm, mas quando a velocidade aumenta, o comportamento reoldgico € igualado,

portanto essa formulagdo pode ser considerada estdvel.

Figura 56: Grafico de viscosidade nos tempos em dias
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5.5.1.4 Determinacdo do pH

A alteracdo de pH de uma formulacdo pode alterar as caracteristicas fisicas e quimicas
e influenciar atributos como estabilidade, biodisponibilidade e biocompatibilidade,
comprometendo a seguranca e a eficdcia terapéutica da formulagdo (ANVISA,2004). O valor
médio do pH evidenciado na Tabela 14 ndo mostrou variagdo significativa demonstrando que

a formulacdo tem uma excelente estabilidade fisica e quimica.
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Tabela 14: Variagcdo de pH de acordo com o tempo

Tempo (dias) pH
0 6.23
15 6.4
30 6.2

5.5.1.5 Peroxidacdo lipidica

Os perdxidos gerados pela oxidacdo de lipideos ndo t€ém sabor ou odor, mas quebram
rapidamente para formar produtos secundarios, os quais t€m um sabor e odor forte
(ANGELO,1996). O teste utilizado para avaliar a peroxidacdo de lipidios € o ensaio com o
TBARS. Os valores de absorbancia obtidos a 534 nm s@o proporcionais a concentragdo de
peréxido lipidico na amostra e, € possivel mostrar se esta formulacao sofreu oxidaciao ou nao.
O ensaio para demonstrar a presencga de peroxido nas amostras foi realizado no tempo 0, apds

15 dias e 30 dias para a estabilidade como demostrado na Tabela 15.

Tabela 15: Avaliacdo da peroxidacgdo lipidica de acordo com o tempo

Tempo (Dias) Absorbancia Concentragcao MDA :TBBARS
0 0.07 0%
15 0.05 0%
30 0.02 0%

A absorvancia obtida foi 0,07, 0,05 e 0,02, respectivamente. Este resultado indicou a auséncia
de moléculas de per6xido nos bicosomes com cardanol. Estas duas concentragdes do MDA:
TBBARS representam um valor inferior a 0,00% em relacdo a concentracio total de lipidos
presente no sistema. Assim, ndo consideramos a formacdo de perdxido de lipidos de

bicosome.
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5.5.1.6 Espalhamento dinamico da luz (DSL)

A técnica de DSL € amplamente utilizada para caracterizar os bicosomes. O Diametro
Hidrodinamico (HD) corresponde a uma esfera hipotética que se difunde com a mesma
velocidade que a particula e a intensidade percentual representa a proporcao de luz dispersa
correspondente a populacdo obtida. As curvas de distribui¢do de tamanho para cada sistema
lipidico mostraram a formacao de duas populagdes, com diferentes tamanhos e intensidades de
dispersdo de luz. A formacdo das duas populacdes estd relacionada ao sistema bicosome
(bicelas encapsuladas em lipossomas), formada por um sistema heterogéneo e tem em sua
composi¢do dois tamanhos de particula. O tamanho das micelas para as duas populacdes de

amostras de bicosomes com cardanol foi de aproximadamente 29 nm e 237 nm.

O valor do indice de polidispersidade (IP) foi de 0,995, indicando a presenca de um
sistema heterogéneo, pois esse IP quanto mais préximo de 1 indica uma grande variedade no
tamanho das micelas. No decurso de 30 dias, a estabilidade desses valores aumentou para HD
e diminuiu para PI como podemos ver na Tabela 16 e essa pequena alteracdo significa que a
formulacdo se manteve estdvel. Esse comportamento corresponde ao sistema bicosome, o que
pode também ser evidenciado em literatura anteriores como os bicosomes formulados por

rodriguez et al (2009).

Tabela 16: Valor médio de HD correspondente a diferentes populacdes nas curvas de
distribui¢do de tamanhos a 25 °C.

HD(nm)
Tempo (dias) Pico 1 Pico 2 901P
0 29.03 237.5 0.995
15 56.3 334 0.847
30 56 360 0.867

35.5.1.7 Conteudo de Cardanol

Para identificar a preservacdo do conteido de cardanol em bicosome, utilizou-se um

espectrofotometro. A amostra foi diluida numa razdo de 1:10 e os valores de concentracio de
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cardanol de acordo com o tempo sdo respectivamente de 0, 15 e 30 dias (12 + 0,356 mg / ml,
11 +£0,07mg/mle 11 £ 0,076 mg / ml) . Com pouca varia¢do de concentragdo de acordo com

o tempo € possivel evidenciar que a formulagdo permaneceu estavel.
5.5.2 Estabilidade de Cardanol a radiagao UV

As porcentagens de conservagdo de cardanol em relacdo ao tempo estdo indicadas na
Tabela 17. Os dados foram analisados pelo teste T de student e foram evidenciados
significativos. Com 90 minutos de irradiacdo o cardanol foi completamente mantido tanto nas
amostras de bicosome quanto na amostra contendo o cardanol disperso em etanol. Esses
valores s3o compativeis com a resisténcia térmica e solar do cardanol previamente

evidenciada por Mazzetto em 2009.

Ap6s 3 horas de irradiacdo, as amostras com extrato etandlico de cardanol
apresentaram uma concentracdo de 93,05% e a amostra contendo cardanol com bicosome
diminuiu apenas 3,44%. O sistema bicosome diminui a degradac¢do do ativo no meio, pois esse
sistema possui lipideos que promovem uma protecdo contra a degradacdo desse ativo. O
mesmo comportamento € repetido com os outros tempos de exposi¢cdo onde os produtos
lipidicos tém a propriedade de proteger com maior eficicia o antioxidante. Dessa forma, os
bicosomes sdo mais eficientes na protecdo do cardanol nessas condicdes de irradiacdo do que
o cardanol isolado, sendo o veiculo mais eficaz para proteger o antioxidante como também foi

evidenciado em outros ativos por Fernandez, (2015).



Tabela 17: Percentagem de preservagao de Cardanol incorporada em bicosome e Cardanol
sem bicosome apés radiacdo (500 W m  por 24 horas)

Tempo de exposicao

Amostra , Preservacdo de Cardanol %
500 Wm*
100 + 2,15%
Cardanol+Etanol Oh
99.5+2.15%
1h30min
93.05 +£5.67 %
3h
81.94 + 437 %
6h
80.43 +7.77 %
15h
77.24 +4.29 %
24h
100 +2.05 %
Cardanol+Bicosome Oh
100.2 +2.66 %
1h30min
96.76 +7.25 %
3h
95.22 +5,49 %
6h
83.78+ 6.75 %
15h

24h 81.33+3,16 %
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5.5.3 Espectroscopia de ressondncia paramagnética eletronica (EPR)

O N-6xido de 5,5 dimetil-1-pirrolina (DMPQO) pode ser utilizado para identificar
radicais que sdo gerados por radiacio UV em sistemas fotoquimicos. A decomposicdo de
DMPO esta relacionada com a formacdo de radical aminoxil (RR* NO’), resultando na
formacdo de um tripleto que € identificado pelo EPR. Para os produtos, foi formulado um
produto comercial (Gel com 3% de Bicosome-cardanol e Gel com 0,03% de cardanol) e
aplicado sobre o estrato corneo de pele de porco. Para medir a intensidade da formagdo de
radicais livres sem a presenca de antioxidante foi tratada a pele (Nativa) utilizando dgua
agindo como um controle negativo. Também para se ter certeza de que bicosome isolado ndo
era responsavel pelo efeito antioxidante foi utilizada a mesma propor¢do de bicosome sem

cardanol com gel (Gel com Bicosome 3%).

As intensidades dos sinais obtidos pela dupla integracdo dos espectros de EPR sdo
proporcionais a concentragdo de radicais livres. Os dados foram avaliados pelo teste estatistico
ANOVA e plotados no grafico (Figura 57). A Figura 57 relata o sinal da média de resisténcia
antes da radiacdo UV (BUV), durante 20 minutos da radiacdo UV (UV 20 min) e apds a
radiacdo UV durante 10 minutos (AUV). Apés a integracdo, observou-se que a amostra nativa
(controle negativo) em comparagdo com a pele tratada (bicosome com cardanol) apresentou
maior intensidade de formacdo de radicais livres. Além disso, quando comparado com o
cardanol isolado em gel a atividade com bicosome foi maior provando que esta € a melhor
maneira de administrar esse antioxidante. Os resultados mostraram uma reducdo de 36,7% na
formacdo de radicais livres no sistema apds radiacdo, provando que o cardanol tem o efeito de
bloquear e recuperar a formacdo destes radicais livres. Os maiores valores de integracao
obtidos foram na pele tratada com 4gua (nativa) e gel Bicosome. Ambos sdo controles

negativos e nio exibem protecdo contra a produgdo de radicais livres.
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Figura 57: Valor das integragdes antes, durante e apds a radiagdo

m Skin Nativa Bicosome with Cardanol in gel
m Cardanol in gel m Bicosome without Cardanol in gel

— —_ N N
o o o o

Valor de Integragéo Normalizado
o

o

BUV UV(20min) AUV(10min)

E possivel visualizar na Tabela 18 o valor do RSF e da eficdcia de eliminacdo (E) e de
acordo com a literatura, quando o RSF € maior do que 1 significa que o produto tem protecao
UV. Quando avaliamos E, quando esse € menor do que 1 significa que o produto tem uma
maior protecio UV. E possivel verificar que o bicosome com cardanol em gel apresentou em
ambos os parametros maior protecdo UV, seguido por cardanol em gel indicando a melhor

eficacia do cardanol € a administra¢do associada ao bicosome.

Tabela 18: Fator de protecdo radical da pele (RSF) e efic4cia de eliminacio (E) apds a
radiagdo UV de sistemas de cardanol aplicada na pele

Bicosome com Cardanol em gel Bicosome sem
cardanol em gel cardanol em gel
(branco)
RSF 1,47 1,06 0,94

E 0,32 0,05 -0,07
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O sistema bicosome ja mostrou ser mais eficaz e promover maior penetracdo da pele
quando utilizado com B-caroteno, comprovando mais uma vez os resultados (FERNANDEZ et
al.,2015). Esses resultados comprovam atividade antioxidante deste sistema quando
comparado com Fernandez et al (2015), onde a o cardanol foi evidenciado 19% mais efetivo
quando se compara o RSF dos dois sistemas. As bicelas contendo B-caroteno apresentaram
RSF (1,19) e E (0,16) com valores inferiores aos apresentados para cardanol. De acordo com
Jurkovic (2003) , o palmitato de ascorbila em microemulsdes foi responsdvel por obter
eficacia de eliminacdo de 0,20 quando usado 1% de palmitato de ascorbila, provando que

nosso sistema tem uma atividade antioxidante promissora.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de o LCC ser um subproduto da biomassa nordestina com um baixo valor
agregado, foi possivel, através desse trabalho, aumentar a inovacao tecnoldgica e transformar
o produto e seus constituintes em ativos eficientes.

Através do método do DPPH foi possivel verificar que todas as formulagdes
apresentaram atividade antioxidante superior ou semelhante as as formulacdes que continha o
BHT em todas as concentragdes estudadas.

Além disso, essas formulagdes foram submetidas a testes antimicrobianos e foram
ativas contra cepas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus,
indicando que, além de antioxidante, estes podem ser empregados como ativos
antimicrobianos em formulagdes.

Foi gerado uma patentente origindria desse produto destinado a prevencdo de
formacdo de escaras com atividade bactericida, o que favorece o tratamento dessa patologia,
além de aumentar o tempo de prateleira do produto com a diminui¢ao da oxidagdo dos dcidos
graxos.

Além disso, foi produzido também um hidratante repelente com o LCC Natural,
Técnico, Cardol e Cardanol comparando sua atividade a um repelente comercial N,N-dimetil-
meta-toluamida (DEET) e nos ensaios utilizando camundongo, os produtos apresentaram a
percentagem de repeléncia de 98% a 100% em comparacdo com o hidratante puro. Esse
potencial repelente foi confimado em ensaios com seres humanos, verificou-se que o LCC
Natural teve repeléncia de 93,8%, seguido do cardol de 92,4%. Estes valores demonstraram
ser equivalentes e até mesmo superiores a percentagem de repelente comercial DEET (93,6%).
Dessa forma, esse produto em percentagens menores de ativo (0,5-1%) conseguiu atingir
percentuais semelhantes ao repelente de referéncia (7,125%) .

Além das demais atividades, o cardanol foi testado como bioprotetor em pele de
porco, esse ativo foi utilizado para diminui¢do de radicais livres na pele com a submissdo a
radiacdo Ultravioleta (UV). Esse foi veiculado na pele com um sistema de liberacdo
patenteado que favoreceu a sua solubilidade em veiculos aquosos e a sua permeacgdo . Foi
evidenciado a reducdo da formagao dos radicais lives (36,7%) na presenca desse antioxidante,
além de ser comprovado é um ativo muito estavel na presenca de luz UV apds 24 horas de

exposi¢ido (81,33 % de preservacao).
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De forma geral, os resultados apresentados até aqui confirmam que, aliado aos
beneficios que esse produto pode trazer para sociedade, a busca por tecnologias sustentdveis
tem se tornado uma grande preocupacdo nos ultimos anos. Portanto, espera-se que o
desenvolvimento econdmico tenha por objetivo a melhoria de vida das presentes e futuras

geracdes, estimulando o desenvolvimento sustentdvel.
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APENDICES
APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) do repelente corporal

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé estd sendo convidado pela Prof. Dr. Selma Elaine Mazzetto como
participante da pesquisa intitulada “Repelente corporal baseado no Liquido da Casca da
castanha de caju - LCC com ac@o repelente contra o mosquito Aedes aegypti transmissor da
Dengue, Febre Chikungunya e Zika”.

Vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informagdes
abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa
sejam esclarecidos.

Os testes serdo realizados em voluntdrios humanos adultos que podem ser
escolhidos de entre candidatos que exibem leve ou nenhuma sensibilidade a picadas de
mosquito. (Guia para eficicia de repelentes em pele humana, OMS).

Na preparagdo para os estudos de laboratério, a édrea utilizada da pele do
voluntdrio serd lavada com sabdo e enxaguado com dgua, depois lavado com uma solugdo de
70 % de etanol em &4gua e secou-se com uma toalha . Dada a possibilidade de que vdrios
fatores podem alterar de atracdo dos vetores , e que isto pode , por sua vez afecta o resultado
de ensaios de repeléncia , voluntarios de teste deve evitar o uso de perfumes e repelentes de
produtos , durante 12 horas , antes e durante o ensaio.

Os testes para determinar a atividade repelente serdo realizados no Laboratério de
Andlise de Culicideos situado no Nucleo de Vetores e Endemias - NUVET da cidade de
Fortaleza - Secretaria de Saide do Estado do Ceard. Os ensaios serdo realizados a uma
temperatura de 27 °C + 2 °C, umidade relativa de 70 a 80 % e ocorreram no periodo diurno.
Serdo utilizadas gaiolas de madeira medindo 40 cm x 40 cm protegidas com telas nas suas
laterais (Fe para cada ensaio foram selecionados 50 mosquitos fémeas da espécie Aedes
aegypti de Geracdo 1, cepa Rockefeller, copuladas e sem nenhuma alimenta¢do anterior
mantidas sob condicdes de laboratério e portanto, livres de qualquer contaminacdo por virus.
Para a realizac@o dos ensaios 40 voluntarios utilizardo a mdo,a qual serd impregnada com os
hidratantes ja preparados e serdo expostos por 30 minutos .Serd realizado um teste com um
hidratante sem a presencga de ativos que funcionard como branco e com repelentes comerciais

para o controle positivo.
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A metodologia foi baseada no guia para eficicia de repelentes na pele humana,
YOON et al. (2015) e WHO (1996). O DEET (N , N-dietil - 3 - metilbenzamida) é o
ingrediente ativo da maioria dos repelentes comercialmente disponivel e é recomendado como
controle positivo.

Os voluntarios introduzirdo a mao, por 30 minutos, nas gaiolas contendo 50
mosquitos fémeas da espécie Aedes aegypti. Logo apds, serd avaliada a atividade repelente
através da quantidade de mosquitos realizaram a alimentagdo sangiiinea.

Os riscos iminentes da pesquisa estdo associados as picadas pelo mosquito Aedes
aegypti. Para eliminar o risco de contaminagdo todos os mosquitos da espécie Aedes aegypti
utilizados na pesquisa serdo mantidos em laboratério sem nenhuma alimentacdo prévia, ou
seja, sem risco de contaminacdo. Além disso apds a exposi¢do esses mosquitos nao serdao
reutilizados. Os voluntdrios serdo beneficiados por contribuirem para uma pesquisa de
interesse de saude publica. A transmissdo desses virus tem afetado a vida de muitos brasileiros
e o lancamento de um novo repelente no mercado impactaria positivamente a vida dessas
pessoas.

A participacdo dos voluntdrios serd acompanhada pelos responsdveis da pesquisa
que prestaram qualquer esclarecimento sobre o experimento. Além disso, caso haja alguma
reacdo alérgica, os voluntdrios serdo encaminhados para CEATOX setor especializado em
picadas de insetos e animais pe¢onhentos no Instituto José Frota na Rua Bardao do Rio Branco,
1816. Serd disponibilizado para os dias de experimento um carro com motorista para
encaminhar os voluntérios para o hospital.

Os dados serdo coletados somente para essa pesquisa € o participante ndo receberd
nenhum pagamento por participar da pesquisa.

A qualquer momento, o voluntdrio poderda recusar a continuar participando do
estudo e, também, retirar consentimento, sem que isso traga qualquer penalidade ou prejuizo.

As informagdes conseguidas através da minha participagdo ndo permitirdo a
identificacdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgacdo das

mencionadas informacdes s6 serd feita entre os profissionais estudiosos do assunto.

Endereco d(os, as) responsavel(is) pela pesquisa:

Nome: Selma Elaine Mazzetto
Institui¢do:Universidade Federal do Ceara

Endereco:Rua julio Alcides , Maraponga,Casa:13 , n:323
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Telefones para contato: (85) 991785222

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideracio ou divida, sobre a sua participacio na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua
Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Teéfilo, fone: 3366-8344. (Horario: 08:00-12:00
horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instincia da Universidade Federal do Ceard responsédvel pela
avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres

humanos.

O abaixo assinado ,___anos, RG: , declara

que € de livre e espontanea vontade que estd como participante de uma pesquisa. Eu declaro
que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds sua
leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu conteido, como também sobre a
pesquisa, e recebi explicacdes que responderam por completo minhas ddvidas. E declaro,

ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, / /

Nome do participante da pesquisa Data Assinatura
Nome do pesquisador Data Assinatura
Nome da testemunha Data Assinatura

(se o voluntario nao souber ler)

Nome do profissional Data Assinatura

que aplicou o TCLE
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ANEXOS
ANEXO A — Dep6sito de Patente
"HIDRANTE CORPORAL A BASE DE OLEO DE CITRONELA, ANDIROBA E LIQUIDO
DA CASCA DA CASTANHA DE CAJU — LCC COM ACAO REPELENTE CONTRA O
MOSQUITO AEDES AEGYPTI"

MINISTERIO DA EDUCAGAO )
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA B
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COORDENADORIA DE INOVAGAO TECNOLOGICA

DECLARAGAO

Declaramos, para os devidos fins, que Vivian Romero Santiago, € um dos
inventores da patente intitulada “Hidrante Corporal a Base de Oleo de Citronela,
Andibora e Liquido da Casca da Castanha de Caju- LCC com Ag¢édo Repelente Contra o
Mosquito AEDES AEGYPTI”, em depdsito no INPI (Instituto Nacional de Propriedade
Industrial), sob nimero de processo de patente definitivo BR 10 2016 015984 9.

Fortaleza, 13 de julho de 2016.

OMLL@@MLQ»% LU

Prof. Antonio Gomes de Souza Filho
Pré-Reitor de Pesquisa e Pés-Graduagéao
 Antono Gomes e Souta il

Pw'Peg!?lngitgr :laedl:'gz%gisa e
Unlvers‘:g:dejederal do Ceard

Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao
Coordenadoria de Inovagao Tecnolégica - CIT - UFC
Av. Mister Hull, s/n - Campus do Pici - Bloco 848 - CEP 60.021-970 - Caixa Postal 12.140
Tel: (85)3366-9169 / 3366-9170 / 3366-9171 - Fax: (85)3366-9941
Website: http:/prppg.ufc.br/nit- E-mail: pit@ufc.br
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ANEXO B — Dep6sito de patente

“USO DE COMPOSTOS NATURAIS E QUIMICAMENTE MODIFICADOS DERIVADOS

DO LIQUIDO DA CASCA DA CASTANHA DO CAJU NA PRODUCAO DE PRODUTOS
PARA PREVENCAO DE ESCARAS”

MINISTERIO DA EDUCAGAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
- PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS- GRADUAGAO
COORDENADORIA DE INOVAGAO TECNOLOGICA

DECLARAGAO

Declaramos, para os devidos fins, que Vivian Romero Santiago , € um dos
inventores da patente intitulada “ Uso de Compostos Naturais e Quimicamente
Modificados Derivados do Liquido da Casca da Castanha do Caju na Produgido de
Produtos para prevengido de Escaras”, em depdsito no INPI (Instituto Nacional de
Propriedade Industrial), sob nimero de processo de patente definitivo BR 10 2016 015982 2.

Fortaleza, 13 de julho de 2016.

QM.LOM 60‘-_‘_,‘ LQQV\?/@—A" _Q,Qb
Prof. Anténio Gomes de Souza Filho
Pré-Reitor de Pesquisa e Pos-Graduagao
)ro! Anlomo Gomes de Souza Filho:
4~ Reitor de Pes uisa e
s-Graduagao
'Imversldadejederal do Ceard

Pré6-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacao
Coordenadoria de Inovacao fiecnolégica - CIT - UFC
Av. Mister Hull, s/n - Campus do Pici - Bloco 848 - CEP 60.021-970 - Caixa Postal 12.140
Tel: (85)3366- 9169 /3366-9170 / 3366-9171 - Fax: (85)3366-9941
Website: http:/prppg.ufc.br/nit- E-mail: nit@ufc.br



