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RESUMO

GAVA, JULIA SALLES, M.Sc, Universidade Vila Velha - ES, fevereiro de 2025.
Desenvolvimento e caracterizagao de nanoemulsao contendo o 6leo
essencial de Ocimum gratissimum. Orientador: Prof. Dr. Marcio Fronza.

O O6leo essencial de Ocimum gratissimum (OG) possui propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias e antimicrobianas, sendo promissor para
aplicacbes cosmeéticas e terapéuticas. Contudo, sua baixa solubilidade e
estabilidade em meios aquosos limitam seu uso em preparacdes cosméticas,
sendo as nanoemulsées uma estratégia para melhorar sua biodisponibilidade
e potencializar seus efeitos. Este estudo teve como objetivo desenvolver e
caracterizar uma nanoemulsdo contendo O6leo essencial de Ocimum
gratissimum (NG), avaliando sua estabilidade, seguranca e eficacia bioldgica.
A analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS) identificou (-ocimeno, eugenol e germacreno D como compostos
majoritarios do OG. A NG foi obtida pelo método de baixa energia,
apresentando tamanho médio de particula na faixa nanométrica, indice de
polidispersao (PDI) inferior a 0,3 e potencial Zeta negativo, indicando boa
estabilidade coloidal. A estabilidade fisico-quimica foi monitorada por 60 dias
sob diferentes condigdes de armazenamento (4°C, 25°C e 45°C), sendo 4°C a
temperatura mais favoravel, com aumento progressivo e controlado das
particulas. A atividade antioxidante, avaliada pelos ensaios de ABTS e DPPH,
mostrou que a NG preservou a atividade antioxidante do OG. As atividades
antioxidante intracelular e anti-inflamatoria in vitro foram avaliadas pela inibicao
do oxido nitrico, anion superoxido e peréxido de hidrogénio, e pela supressao
da producgéo de citocinas em cultura de macréfagos. Tanto NG quanto OG
reduziram os niveis de superoéxido, peréxido e 6xido nitrico, mantendo o efeito
antioxidante. A NG reduziu significativamente os niveis de TNF-q, IL-6, IL-1,
enquanto o OG reduziu apenas TNF-a. Em cultura de fibroblastos in vitro, tanto
a NG quanto o OG estimularam a proliferagao de fibroblastos, evidenciada pelo
ensaio de BrdU, e promoveram a migragao celular no ensaio de Scratch assay,
sugerindo efeito benéfico no reparo tecidual cutaneo. Os ensaios de segurancga
mostraram que a NG teve irritabilidade baixa (score médio de 4,1) no ensaio
CAM-TBS e moderada no HET-CAM (score médio de 9,2). A avaliagdo de
fotohemodlise indicou baixa toxicidade para eritrécitos e auséncia de
fototoxicidade em fibroblastos 3T3, reforgcando a segurangca da nanoemulsao
frente a exposicdo a luz. Conclui-se que a NG preservou ou potencializou a
atividade bioldgica do OG e apresentou um perfil de segurancga favoravel. Este
estudo reforga o potencial da nanoemulsdao de Ocimum gratissimum para
aplicagdes cosmeéticas e terapéuticas, destacando a necessidade de estudos
adicionais em modelos in vivo e avaliagdes de estabilidade a longo prazo.

Palavras-chave: nanoemulsado; Ocimum gratissimum; potencial cicatrizante;
anti-inflamataria.



ABSTRACT

GAVA, JULIA SALLES, M.Sc, Universidade Vila Velha - ES, February 2025.
Development and characterization of a nanoemulsion containing Ocimum
gratissimum essential oil. Advisor: Prof. Dr. Marcio Fronza.

The essential oil of Ocimum gratissimum (OG) has antioxidant, anti-
inflammatory, and antimicrobial properties, making it promising for cosmetic and
therapeutic applications. However, its low solubility and stability in aqueous
media limit its use in cosmetic formulations, with nanoemulsions serving as a
strategy to improve its bioavailability and enhance its effects. This study aimed
to develop and characterize a nanoemulsion containing Ocimum gratissimum
essential oil (NG), evaluating its stability, safety, and biological efficacy. Gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis identified B-ocimene,
eugenol, and germacrene D as the major compounds of OG. NG was obtained
using the low-energy method, exhibiting an average particle size within the
nanometric range, a polydispersity index (PDI) lower than 0.3, and a negative
Zeta potential, indicating good colloidal stability. The physicochemical stability
was monitored for 60 days under different storage conditions (4°C, 25°C, and
45°C), with 4°C being the most favorable temperature, showing a controlled and
progressive increase in particle size. The antioxidant activity, assessed by
ABTS and DPPH assays, showed that NG preserved the antioxidant activity of
OG. Intracellular antioxidant and anti-inflammatory activities were evaluated by
inhibition of nitric oxide, superoxide anion, and hydrogen peroxide, and by
suppression of cytokine production in macrophage cultures. Both NG and OG
reduced superoxide, peroxide, and nitric oxide levels, maintaining antioxidant
effects. NG significantly reduced TNF-a, IL-6, IL-1, while OG reduced only TNF-
a. In vitro fibroblast culture, both NG and OG stimulated fibroblast proliferation,
as shown by the BrdU assay, and promoted cell migration in the Scratch assay,
suggesting a beneficial effect on skin tissue repair. Safety assays showed that
NG had low irritability (mean score of 4.1) in the CAM-TBS test and moderate
irritability in the HET-CAM test (mean score of 9.2). The photohemolysis
evaluation indicated low toxicity to erythrocytes and no phototoxicity in 3T3
fibroblasts, reinforcing the safety of the nanoemulsion upon light exposure. It is
concluded that NG preserved or enhanced the biological activity of OG and
exhibited a favorable safety profile. This study highlights the potential of
Ocimum gratissimum nanoemulsion for cosmetic and therapeutic applications,
emphasizing the need for further studies in in vivo models and long-term stability
evaluations.

Keywords: nanoemulsion; Ocimum gratissimum; wound healing potential; anti-
inflammatory.
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1. INTRODUGAO
1.1. Oleos essenciais

Desde os primordios da civilizagao, as plantas tém sido utilizadas para
alimentacdo e tratamento de doengas, com registros historicos datando de
60.000 a.C. Esse conhecimento tradicional impulsionou pesquisas cientificas
para identificar e caracterizar compostos bioativos, ampliando sua aplicacao
terapéutica. As plantas medicinais sao amplamente reconhecidas por seu
potencial farmacoldgico, pois contém substéncias bioativas derivadas do
metabolismo secundario, sendo amplamente empregadas como principios
ativos em medicamentos e essenciais para o metabolismo humano (Silva et al.,
2018; da Rocha et al., 2021).

Entre os metabdlitos secundarios das plantas aromaticas, os 6leos
essenciais (OEs) se destacam como misturas complexas de compostos
volateis e lipofilicos, extraidos de diferentes partes vegetais, incluindo folhas,
flores, caules, sementes e raizes. Com uma composi¢cao complexa que pode
abranger de 20 a 60 componentes em proporgdes variaveis, esses compostos
quimicos desempenham um papel fundamental na defesa da planta contra
patdgenos e predadores (de Matos et al., 2019; Cimino et al., 2021) e, além de
suas fungdes na planta, também desempenha papéis significantes na industria
de consumo.

O mercado internacional de Oleos essenciais tem apresentado
crescimento continuo, sendo estimado em US$ 10,3 bilhdes em 2021, com
projecdes de alcangar US$ 16 bilhdes até 2026 (Bizzo e Rezende, 2022). Esses
Oleos sao amplamente utilizados em diversos setores, com destaque para
alimentos e bebidas (35%), fragrancias, cosméticos e aromaterapia (29%),
produtos domésticos (16%) e industria farmacéutica (15%) (Padole et al.,
2022). O Brasil tem se consolidado como um dos maiores exportadores
globais, sendo, em 2020, o pais com o maior volume de Oleos essenciais
exportados, com destaque para o 6leo essencial de laranja, amplamente
utilizado na industria cosmética (Bizzo e Rezende, 2022).

O segmento cosmético, em particular, tem se destacado como um dos
principais consumidores de 6leos essenciais, impulsionado pela crescente
demanda por ingredientes naturais e sustentaveis em produtos para cuidados

com a pele, cabelos, perfumes e aromaterapia. Esse interesse se deve, em



13

grande parte, as propriedades biolégicas desses compostos, que vao além do
aroma caracteristico e desempenham diversas fungdes, como antioxidante,
anti-inflamatdria, antifungica, antimicrobiana e anticancerigena (Tit e Bungau,
2023; Thitinarongwate et al., 2022; Hou et al., 2022; Lauricella et al., 2022).
Essas propriedades tém sido amplamente exploradas no desenvolvimento de
formulagdes cosméticas e farmacéuticas voltadas para a protegcao contra danos
oxidativos e processos inflamatorios desregulados (Borges et al., 2018; Araujo
etal., 2021).

A composi¢ado quimica dos Oleos essenciais pode variar
significativamente em fungcdo do método de extragdo, da espécie vegetal e da
parte da planta utilizada. Esses compostos sao formados predominantemente
por metabdlitos secundarios, como compostos fendlicos, terpenos e alcaloides,
gue desempenham papéis fundamentais nas propriedades biolégicas dos 6leos
essenciais (Miranda et al., 2016; de Sousa et al., 2023). Entre esses
constituintes, os terpenos séo particularmente notaveis por sua diversidade
estrutural e funcional. Com mais de 55.000 moléculas identificadas, esses
metabdlitos sdo responsaveis por efeitos antimicrobianos, analgésicos,
neuroprotetores, antifungicos, antiparasitarios, antivirais, antialérgicos,
antiespasmaodicos, hipoglicémicos, anti-inflamatérios e imunomoduladores,
tornando-os alvos de investigagdes para aplicagdes na industria cosmeética e
farmacéutica (Zore et al., 2011; Menezes et al., 2017).

Considerando a relevancia dos mecanismos biolégicos envolvidos, as
atividades antioxidante e anti-inflamatéria dos o6leos essenciais tém sido
amplamente investigadas, especialmente no contexto de formulagdes voltadas
para a protecao contra danos oxidativos e inflamagéao desregulada (Borges et
al., 2018; Araujo et al., 2021). Dessa forma, a compreensao desses efeitos é
essencial para a aplicagdo segura e eficaz dos oleos essenciais em produtos

cosmeéticos.



14

1.1.1. Atividade antioxidante

Pesquisas tém enfatizado a importancia dos antioxidantes naturais,
especialmente diante da crescente preocupacdo com os potenciais efeitos
adversos dos antioxidantes sintéticos no organismo. Nesse contexto, os
estudos tém se concentrado na identificacdo de compostos naturais com
potente atividade antioxidante e baixa citotoxicidade (Gulcin, 2020).

Embora o organismo humano possua mecanismos enddgenos de
defesa antioxidante, a exposi¢ao continua a fatores externos, como poluicéo,
radiacao ultravioleta e xenobidticos, pode resultar em um aumento na produgao
de espécies reativas de oxigénio (EROs). A manutencéo do equilibrio entre a
producao de EROs e a acdo dos antioxidantes é essencial para prevenir danos
celulares e preservar a homeostase celular. Quando esse equilibrio € rompido,
ocorre o estresse oxidativo, um processo associado a danos teciduais, morte
celular e ao desenvolvimento de diversas doencgas cronicas, incluindo cancer,
diabetes, cardiopatias e disturbios neurodegenerativos (Huyut et al., 2017,
Bhattacharjya et al., 2019).

Os antioxidantes atuam como moléculas capazes de inibir reacdes
oxidativas em cadeia, neutralizando as espécies EROs que sao prejudiciais a
célula, especialmente sob condigbes de estresse oxidativo. O principal objetivo
dos antioxidantes é se ligarem as EROs e impedir que danifiquem as células
saudaveis, prevenindo mutagdes no DNA e danos nas membranas celulares e
proteinas (Gupta, 2015).

No contexto dermatolégico, o estresse oxidativo esta diretamente
relacionado ao envelhecimento cutaneo, pois a acao dos radicais livres acelera
a degradacgéo de colageno, elastina e outras macromoléculas estruturais da
pele. Esse processo leva a perda da elasticidade e firmeza, resultando no
surgimento de rugas, flacidez e hiperpigmentacdo (Vinardell et al., 2023).
Assim, a busca por ingredientes cosméticos com propriedades antioxidantes
tem se intensificado, visando o desenvolvimento de formulagdes eficazes no
combate ao envelhecimento precoce.

Diante disso, a avaliagado da atividade antioxidante tornou-se um pilar
fundamental na pesquisa e desenvolvimento de ingredientes cosméticos com

o apelo ao antienvelhecimento. Métodos in vitro, como o ensaio de DPPH,



15

ABTS e a quantificagao da produgao de EROs, sdo amplamente utilizados para
medir a capacidade de neutralizar radicais livres (Vinardell et al., 2023).

A complexidade quimica dos 6leos essenciais faz com que sua atividade
antioxidante ndo seja atribuida a um unico composto, mas sim ao efeito
sinérgico entre seus diversos constituintes. Estudos demonstram que
compostos fendlicos, flavonoides e terpenos sdo os principais responsaveis
pela atividade antioxidante dos oleos essenciais. Esses metabdlitos
secundarios podem atuar como agentes redutores, sequestradores de radicais
livres, inibidores enzimaticos e quelantes de metais, contribuindo para a
manuteng¢ao do equilibrio oxidativo entre a produgdo e o combate as EROs
(Castro et al., 2022; Shen et al., 2022).

1.1.2. Atividade anti-inflamatéria

A inflamagédo é uma resposta fisiolégica essencial para a defesa do
organismo contra patégenos, sendo desencadeada por lesbes nos tecidos ou
infecgbes. No entanto, quando desregulada, pode resultar em danos celulares,
perda de funcio tecidual e aumento na produgao das EROs, potencializando o
estresse oxidativo (Lindley et al., 2016). Esse processo inflamatorio € mediado
por citocinas, que regulam a resposta imune e coordenam a progressao da
inflamacao. Essas moléculas podem atuar de forma pré-inflamatéria, como IL-
1B, IL-6, IL-8 e TNF-a, amplificando a inflamagéo, ou anti-inflamatéria, como IL-
10 e IL-4, que modulam e atenuam a resposta inflamatoria (Nunes et al., 2018).

As citocinas também influenciam a atividade, diferenciacédo e
proliferagdo das células imunoldgicas, incluindo macréfagos, neutréfilos e
linfocitos (Koh e Dipietro, 2011). Entre elas, os macrofagos desempenham um
papel crucial na regulagédo inflamatéria, secretando mediadores como 6xido
nitrico (NO), prostaglandina E2 (PGE-2) e citocinas inflamatérias (TNF-qa, IL-6 e
IL-18). A ativacédo dessas moléculas ocorre por vias intracelulares, como o fator
nuclear kappa B (NF-kB), que controla a expressao de genes pro-inflamatorios,
incluindo quimiocinas, citocinas (como TNF-a e IL-1), ciclooxigenase-2 (COX-
2), e a ativagao da iNOS (Arulselvan et al., 2016; Marques et al., 2019).

Esse equilibrio inflamatdrio ndo apenas protege os tecidos, mas também
influencia diretamente no processo de cicatrizacao. A resposta inflamatdéria esta

diretamente ligada a cicatrizagdo, pois enquanto o corpo esta em processo de
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defesa, o reparo tecidual acontece de forma simultanea; por isso, o controle
adequado da inflamacdo € essencial garantir uma regeneragao tecidual
eficiente. A cicatrizacdo ocorre em trés fases: inflamatdria, proliferativa e de
remodelamento. A fase inflamatoria prepara o ambiente para a regeneragéo,
enquanto a fase proliferativa estimula a formacgao do tecido de granulagéo e
angiogénese, sob a regulacao de fatores como PDGF e TGF-[3, que promovem
a producgao de colageno tipo | e a contragdo da ferida. Por fim, na fase de
remodelamento, o colageno tipo Il inicial & substituido por colageno tipo |,
conferindo maior resisténcia ao tecido cicatricial (Lindley et al., 2016).

Estudos demonstram que compostos naturais com propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias podem modular a expressao de citocinas e
fatores de crescimento, acelerando a fase proliferativa e reduzindo a formacao
de cicatrizes hipertroficas (Kim et al.,, 2017). Os Oleos essenciais sao
reconhecidos por sua atividade anti-inflamatéria, atribuida principalmente a
presenga de compostos fendlicos e terpenos, que regulam vias inflamatdrias
ao reduzir a producao de mediadores pro-inflamatorios e aumentar a liberagao
de citocinas anti-inflamatorias (Zhang e Tsao, 2016).

Marques et al. (2019) relataram a atividade anti-inflamatéria in vitro de
terpenos via supressao da geragéo de superdxido e 6xido nitrico pela via de
sinalizacao NF-kB. Como resultado, os terpenos reduziram as citocinas pro-
inflamatdrias TNF-a e IL-1a e aumentaram a producgédo de IL-10. De forma
complementar, de Christo Scherer et al. (2019) demonstraram que os terpenos
terpinoleno e a-felandreno aumentaram significativamente a migragédo e
proliferagao de fibroblastos, enquanto suprimiam IL-6 e TNF-a de forma dose-
dependente, reforgando o potencial dos terpenos como agentes anti-
inflamatérios.

Para investigar o potencial cicatrizante dos 6leos essenciais e outros
compostos terapéuticos, ensaios in vitro, como Scratch assay e BrdU, sao
amplamente utilizados para analisar a migracao e proliferagao celular. Esses
testes permitem verificar sua capacidade de modular a inflamacgao e estimular
a regeneragao tecidual, fornecendo novos insights para o desenvolvimento de

produtos terapéuticos voltados a cicatrizagao de feridas (Fronza et al., 2009).



17

1.1.3. Ocimum gratissimum

O Brasil, conhecido por ser o pais com a maior biodiversidade do mundo,
detém mais de 55.000 espécies vegetais conhecidas, distribuidas pelos seis
biomas terrestres (Ministério do Meio Ambiente, 2020). Dentre essa vasta
variedade, destaca-se a familia botanica Lamiaceae, que € reconhecida por
suas propriedades medicinais, e compreende 236 géneros e 7.200 espécies,
sendo que 46 géneros e 524 espécies sdo nativos do Brasil (Soares et al.,
2019).

Nesse contexto, o género vegetal Ocimum pertencente a familia
Lamiaceae, conhecidas popularmente como “alfavacas” e “manjericées”, tém
sido um destaque no meio cientifico pelo uso de seus Oleos essenciais
(Vasconcelos et al., 2021). Entre as espécies, Ocimum gratissimum (Figura 1)
se destaca por ser uma planta medicinal amplamente reconhecida por seu
potencial terapéutico, empregada na medicina tradicional para tratar varias
enfermidades, incluindo tosse, pneumonia, febre, inflamacéo, anemia, diarreia,
dores e infecgcbes causadas por fungos e bactérias, além de seu uso como
condimento natural e aromatizante em comidas (Chimnoi et al. (2018).

Trata-se de uma espécie herbacea perene, de grande interesse comercial,
destacando-se pelo seu aroma intenso e propriedades bioativas. Possui entre
1 e 3 cm de altura, seu caule é ereto, ramificado e de formato quadrangular,
tornando-se lenhoso na base, enquanto suas folhas sdo opostas, delgadas e
apresentam margens bem definidas (Chimnoi et al. (2018). A espécie possui
ampla distribuicdo na Africa, Asia e América do Sul (Tanko et al., 2008; Soares
et al., 2019; Akara et al., 2021).
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Fonte: Mbuvi et al. (2019).

Figura 1. Folhas de Ocimum gratissimum.

O dleo essencial de Ocimum gratissimum (OG) apresenta uma
composicao rica em compostos bioativos, incluindo eugenol, timol, linalol,
germacreno D e [(-ocimeno, responsaveis por suas propriedades
farmacoldgicas. Pesquisas fitoquimicas indicam que os compostos fendlicos
sao o0s principais constituintes desta espécie, sendo os componentes
majoritarios o eugenol, o timol e o geraniol (Vilanova, 2018; Souza et al., 2015).

Além desses compostos, também sao relatados na composi¢cao quimica
da espécie: estragol, metileugenol, y-terpineno, B-cimeno, pipeno, linalol,
limoneno, cariofileno, terpinen-4-ol, a-terpeno, mirceno, a-tujeno, carvacrol,
1,8-cineol, B-selineno, B-elemeno, cis-ocimeno, germacreno D e B-pineno,
entre outros (Mohr et al., 2017; de Oliveira et al., 2021). Na literatura, sdo
reconhecidos trés quimiotipos de O. gratissimum, classificados de acordo com
o constituinte predominante em seu 6leo essencial: eugenol, geraniol e timol
(Vianna, 2009).

Sua composi¢cao quimica pode variar conforme fatores ambientais e
genéticos, influenciando sua atividade farmacolégica e perfil toxicolégico. Entre
esses fatores, destacam-se altitude, temperatura, umidade, tipo de solo e

estagio de desenvolvimento da planta, os quais podem influenciar
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significativamente a concentragao e o perfil dos compostos bioativos presentes
no 6leo essencial (Mohr et al., 2017; Chimnoi et al., 2018).

Diversos estudos descrevem os possiveis efeitos biolégicos do OG,
destacando sua ampla gama de atividades biolégicas, incluindo agéao
antimicrobiana, antifungica, antinociceptiva, antiprotozoaria, antioxidante e
anti-inflamatdria. Essas propriedades sao atribuidas a presenca de terpenos e
compostos fendlicos, que atuam por diferentes mecanismos, como
desestabilizacdo de membranas microbianas, modulacdo da resposta
inflamatodria e neutralizagao de radicais livres. Essas caracteristicas tornam o
OG um potencial candidato para aplicacdes farmacéuticas e cosméticas,
especialmente em formulagbes voltadas para o tratamento de infecgdes,
inflamacgdes e disturbios oxidativos (Joshi, 2013; Okoye et al., 2014; Mohr et
al., 2017; Ugbogu et al., 2021).

Apesar de seu amplo potencial terapéutico, a aplicagdo do OG apresenta
desafios, por sua alta volatilidade e instabilidade devido a fatores ambientais,
como as mudancas de temperatura, exposi¢ao a radiagado UV e aos processos
oxidativos. Essas condi¢gdes podem comprometer sua atividade biolégica ao
degradar seus compostos quimicos. Para superar essas limitagcbes, a
nanotecnologia tem sido amplamente explorada, com destaque para sistemas
de encapsulagdo, como nanoemulsdes, nanoparticulas e lipossomas, que
protegem os compostos ativos, aumentam sua estabilidade e permitem uma
liberagao controlada, aumentando sua eficacia terapéutica (ElI Asbahani et al.,
2015).

1.2. Nanotecnologia

A nanotecnologia € uma abordagem multidisciplinar que envolve o
desenvolvimento, estudo e aplicacdo de materiais e sistemas em escala
nanométrica. O termo “nano” refere-se a estruturas com dimensdes na ordem
de nandmetros, ou seja, um bilionésimo de metro (1 nm = 10° m) (Raj et al.,
2012).

O conceito de nanotecnologia surgiu em 1959 com o discurso “There’s
Plenty of Room at the Bottom”, proferido pelo fisico Richard Feynman durante
um encontro da Sociedade Americana de Fisica, no qual ele destacou a

possibilidade de manipular materiais na escala atdmica. Posteriormente, em
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1974, o termo foi oficializado pelo pesquisador Norio Taniguchi, da
Universidade de Toquio, que definiu a nanotecnologia como “a habilidade de
criar materiais com precisdo em escala nanométrica” (Cadioli e Salla, 2006;
Hulla et al., 2015).

Os nanomateriais apresentam  propriedades  fisico-quimicas
aprimoradas devido ao seu tamanho reduzido e aumento da area de superficie,
o que influencia caracteristicas como temperatura de fusao, estabilidade e
solubilidade. Em comparacdo com particulas de maior tamanho, as
nanoparticulas oferecem maior biodisponibilidade, facilitando a absorgédo e
penetragdo em membranas bioldgicas, incluindo a pele e tecidos celulares
(Mihranyan et al., 2012; Gupta et al., 2022).

Dessa forma, a nanotecnologia tem sido amplamente explorada em
diversas areas, incluindo quimica, fisica, biologia, agricultura, engenharia,
medicina, tecnologia da informagé&o, neurociéncia cognitiva e biotecnologia. No
setor farmacéutico e cosmético, a nanotecnologia permite otimizar a entrega de
compostos bioativos, tornando-os mais eficazes e seguros para aplicacoes

terapéuticas (Antunes e Backx, 2020).

1.2.1. Nanoemulsées

A nanoencapsulagao tem se destacado como uma estratégia eficaz para
a veiculagao e protecdo de compostos bioativos, especialmente os compostos
lipofilicos, como os 6leos essenciais. Essa abordagem melhora a estabilidade
quimica, reduz a volatilizagédo e protege os ativos de processos de degradagcao
oxidativa e térmica, garantindo maior eficacia terapéutica (Blanco-Padilla et al.,
2014; Singh e Pulikkal, 2022).

Dentre as diferentes abordagens da nanotecnologia, as nanoemulsées
se destacam por sua versatilidade e eficiéncia na entrega de compostos
bioativos. Elas sdo definidas como sistemas coloidais compostos por dois
liquidos imisciveis, onde pequenas goticulas da fase dispersa (6leo) se
distribuem em um meio continuo (geralmente aquoso), sendo estabilizadas por
tensoativos. Quando a fase dispersa € composta por 6leo e a fase continua por
agua, obtém-se uma nanoemulsdo do tipo 6leo em agua (O/A), enquanto o
inverso resulta em uma nanoemulsdo agua em o6leo (A/O) (Figura 2)
(Echeverria e Albuquerque, 2019; Ashaolu, 2021).



21

Goticula de ) ' droga hidrofébica
oleo $
cabega hidrofilica
©= 50 -500 nm .’
. cauda hidrofébica
Emulsificante

Y Molécula emulsificante

Nanoemulsdo A/O

Fonte: Adaptado de Sanghi e Singh (2012).

Figura 2. Representagao esquematica de goticula de nanoemulsao O/A.

As nanoemulsdes possuem goticulas com diametros entre 10 e 500 nm,
o que resulta em um aumento da area de superficie € melhor dispersao dos
compostos ativos. Essa caracteristica influencia diretamente a solubilidade,
absorcao e estabilidade dos ativos, permitindo uma liberacdo controlada e
potencializando seus efeitos terapéuticos (Mushtaq et al., 2023). A aparéncia
Optica das nanoemulsdes varia de translicida a leitosa, dependendo do
tamanho das goticulas e do comprimento de onda da luz incidente, sendo
translucidas abaixo de 200 nm e apresentando aparéncia opaca quando as
goticulas ultrapassam 500 nm (Sundararajan et al., 2018).

Para caracterizar as nanoemulsdes, o espalhamento dindmico de luz
(DLS) é uma técnica amplamente utilizada que permite a determinagao do
tamanho médio das goticulas, sua distribuicdo de tamanho e o indice de
polidispersidade (PDI). O método baseia-se na analise das flutuagdes da luz
espalhada quando um feixe de laser incide sobre as particulas dispersas no
meio. Essas flutuagbes ocorrem devido ao movimento browniano das goticulas,
e a velocidade desse movimento esta relacionada ao seu tamanho. Dessa
forma, o DLS fornece informacgdes essenciais sobre a estabilidade fisica da
nanoemuls&o, uma vez que variagdes no tamanho das particulas ao longo do

tempo podem indicar processos como agregagao ou coalescéncia, impactando
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diretamente a funcionalidade e a eficacia da formulagcdo (Grapentin et al.,
2015).

A aplicacdo das nanoemulsdes na industria cosmética e farmacéutica
tem sido amplamente estudada devido aos beneficios na absor¢ao cutanea e
estabilidade dos compostos ativos. Comparadas as emulsdes convencionais,
as nanoemulsbées demonstram maior eficacia na penetragdo cutanea,
permitindo melhor biodisponibilidade dos ativos e aumentando seus efeitos
biolégicos (Nohynek et al., 2008). Além disso, apresentam vantagens como
baixo custo de producgao, controle na liberagcédo dos ativos, melhora da eficacia
farmacolégica e aumento da estabilidade termodinamica. As nanoemulsdes
formadas por 6leos essenciais podem, portanto, exibir desempenho superior,
melhorando a solubilidade em agua, a estabilidade e a atividade biologica
(Echeverria e Albugquerque, 2019).

O uso de nanoemulsdes contendo 6leos essenciais do género Ocimum
vem sendo explorada devido a sua capacidade de potencializar propriedades
biolégicas, como atividade antimicrobiana, antioxidante e larvicida. Estudos
como o0 de Sundararajan et al. (2018) demonstraram que a nanoemulséo
contendo 6leo essencial de Ocimum basilicum exibiu atividade antimicrobiana
e antioxidante superiores ao 6leo essencial puro, enquanto Soundararajan et
al. (2021) observaram maior eficacia antioxidante e larvicida na nanoemulsao
de Ocimum tenuiflorum, especialmente na neutralizagéo do radical DPPH.

Pesquisas recentes também tém explorado as propriedades e
aplicacdes de nanoemulsdes contendo 6leo essencial de Ocimum gratissimum.
Araujo et al. (2021) desenvolveram nanoemulsées utilizando goma de cajueiro
como co-surfactante e OG, demonstrando 6tima estabilidade e potencial agao
antimicrobiana e antioxidante. Onwuzuligbo (2024) investigaram a eficacia da
nanoemuls&o no tratamento da malaria, enquanto Ontao et al. (2021) avaliaram
sua estabilidade fisico-quimica, observando que as nanoemulsdes
apresentaram baixo indice de polidispersidade e excelente estabilidade
térmica.

No entanto, nao ha relatos especificos sobre a atividade anti-inflamatéria
da nanoemulsédo de Ocimum gratissimum (NG), assim como as investigagdes
voltadas para a avaliagdo de sua segurancga, fator essencial para garantir sua

aplicacao terapéutica e cosmética. Dessa forma, surge a necessidade de
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pesquisas adicionais que aprofundem tanto os mecanismos de agao quanto os
parametros de seguranga, permitindo o uso mais eficaz e seguro desses

sistemas nanoestruturados.

1.3. Avaliagcao da segurancga de ingredientes cosméticos

A avaliagdo da seguranga de uma formulagdo cosmética é essencial
para garantir a protecdo da saude do consumidor. A combinacdo dos
ingredientes e os métodos de fabricagcdo podem impactar diretamente a
estabilidade, a toxicidade e a eficacia do produto final (Brasil, 2012).

Até o século passado, a toxicidade dessas formulacdes era avaliada
quase exclusivamente por meio de testes em modelos animais (Basketter et
al., 2013). O Teste de Draize, desenvolvido por John H. Draize em 1944, foi o
primeiro método preliminar para avaliar a irritacdo ocular causada por
medicamentos, cosméticos e produtos quimicos. No entanto, ao longo dos
anos, o teste sofreu varias modificagdes para reduzir o numero de animais
utilizados e minimizar o sofrimento gerado. Com isso, diversos pesquisadores
deram inicio a criagdo de métodos alternativos para determinar a irritacao
ocular (Bradlaw, 1997).

Em 1959, o zodlogo William Russell e o microbiologista Rex Burch
introduziram um novo paradigma na experimentagcdo animal em seu livro
“Principles of Human Experimental Technique”. Os autores propuseram que a
boa pratica cientifica com animais deveria obedecer aos principios dos "3Rs":
substituicao (replacement), redugao (reduction) e refinamento (refinement), ou
seja, que pudessem substituir, refinar e/ou reduzir a utilizacdo de animais para
avaliagao da seguranga de produtos. A partir dessa conceituagao, reconheceu-
se a necessidade de desenvolver modelos alternativos validados,
impulsionando os estudos nessa area (Ranganatha e Kuppast, 2012).

No mesmo ano, foi criada a Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD), uma organizagéao internacional composta por 34 paises,
dedicada ao desenvolvimento, implementacdo e validacao de diretrizes e
protocolos padronizados para testes toxicolégicos e de seguranga que néao

envolvem o uso de animais (Kirk, 2018).
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Enquanto a OECD valida e padroniza esses métodos
internacionalmente, no Brasil, o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) é responsavel por estabelecer diretrizes
para o uso ético de animais em ensino e pesquisa cientifica e supervisionar a
adocéao e avaliagao de métodos alternativos destinados a substituir, reduzir ou
aprimorar o uso de animais (Brasil, 2008). Em 2023, o CONCEA publicou a
Resolugdo Normativa n® 58, que proibe o uso de animais vertebrados em
pesquisas relacionadas a produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes

cujos ingredientes ja tém seguranca e eficacia comprovadas cientificamente.

1.3.1. Métodos alternativos para avaliagao da seguranga de ingredientes
cosméticos

Atualmente, diversos métodos alternativos validados s&o descritos em
protocolos disponiveis nos guias da OECD. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou o "Guia para Avaliagdo de Seguranga
de Produtos Cosméticos" com o objetivo de sugerir critérios e fornecer
subsidios para a avaliagdo de seguranca de produtos cosméticos, além de
orientar pesquisadores e empresas sobre os metodos apropriados para essa
avaliagéo (Brasil, 2012).

Atualmente, o CONCEA reconhece 25 métodos alternativos ao uso de
animais, dos quais 17 estdo especificados na Resolugédo Normativa (RN) n°® 18
(CONCEA, 2014b). Esses métodos sao destinados a avaliagbes como
potencial de irritacdo e corrosdao da pele, irritacdo e corrosao ocular,
fototoxicidade, absorgcao cutanea, sensibilizagdo cutanea, toxicidade aguda e

genotoxicidade, conforme detalhado no Quadro 1.
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Quadro 1. Métodos alternativos reconhecidos pela Resolugao Normativa n° 18

do CONCEA e seus respectivos desfechos.

DESFECHO

METODO ALTERNATIVO

Avaliagao do potencial
de irritagao e corrosao

Método OECD TG 430 - Corrosao dérmica in vitro:
Teste de Resisténcia Elétrica Transcutanea

Método OECD TG 431 - Corrosao dérmica in vitro:
Teste da Epiderme Humana Reconstituida

Método OECD TG 435 - Teste de Barreira de

potencial de irritacao e
corrosao ocular

da pele rest
Membrana in vitro
Método OECD TG 439 - Teste de irritagdo Cutanea in
vitro
Método OECD TG 437 - Teste de Permeabilidade e
Opacidade de Coérnea Bovina
Avaliacdo do

Método OECD TG 438 - Teste de Olho Isolado de
Galinha

Método OECD TG 460 - Teste de Permeacéao de
Fluoresceina

Avaliacédo do potencial
de fototoxicidade

Método OECD TG 432 - Teste de Fototoxicidade in
vitro 3T3 NRU

Avaliacao da absorcao
cutanea

Método OECD TG 428 - Absor¢cao Cutanea método in
vitro

Avaliacédo do potencial
de sensibilizacao
cutanea

Método OECD TG 429 - Sensibilizacdo Cutanea:
Ensaio do Linfonodo Local

Método OECD TG 442A e 442B - Versoes nao
radioativas do Ensaio do Linfonodo Local

Avaliacao de
toxicidade aguda

Método OECD TG 420 - Toxicidade Aguda Oral -
Procedimento de Doses Fixas

Método OECD TG 423 - Toxicidade Aguda Oral -
Classe Toxica Aguda

Método OECD TG 425 - Toxicidade Aguda Oral -
procedimento "Up and Down"

Método OECD TG 129 - estimativa da dose inicial
para teste de toxicidade aguda oral sistémica

Avaliacao de
genotoxicidade

Método OECD TG 487 - Teste do Micronucleo em
Célula de Mamifero in vitro

Com o objetivo de enriquecer essas analises, existem outros métodos

que, embora ndo validados pela OECD, sao amplamente utilizados como
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ferramentas de triagem preliminar para identificar possiveis efeitos adversos de
substancias. Entre esses, destacam-se a avaliagao do potencial de irritagao
ocular pelo teste de fotohemalise em glébulos vermelhos (Photo-RBC), o teste
na membrana corioalantdide de ovos embrionados de galinha (HET-CAM) e
sua variagao, o CAM-TBS (Oliveira et al., 2012).

1.4. Hipoétese

A hipotese deste trabalho € que a nanoemulsdo de Ocimum gratissimum
possui maior estabilidade e eficacia biolégica em comparacao ao 6leo essencial
isolado, destacando-se por suas propriedades antioxidantes, cicatrizantes e
anti-inflamatdrias, sem causar toxicidade ou fototoxicidade significativa,
configurando-se como uma formulagdo promissora para aplicagées cosmeticas

e terapéuticas topicas.

OBJETIVO GERAL
e Desenvolver e caracterizar a nanoemulsao do 6leo essencial de Ocimum

gratissimum, avaliando sua estabilidade, seguranca e eficacia bioldgica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a composi¢cdo quimica do o6leo essencial de Ocimum
gratissimum;

e Formular a nanoemulsdo contendo 6leo essencial de Ocimum
gratissimum;

o Caracterizar e avaliar a estabilidade da nanoemulsao;

o Determinar a atividade antioxidante in vitro do 6leo essencial e da
nanoemulsio;

e Investigar os efeitos anti-inflamatorios in vitro do déleo essencial e da
nanoemulsao;

o Determinar os efeitos in vitro do 6leo essencial e da nanoemulséo sobre
a proliferacao e migracao de fibroblastos;

o Avaliar a seguranga da nanoemulsao.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Materiais

Polissorbato 80 (Tween 80®) foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA). Cloreto de sédio (NaCl), tampéao fosfato salino (PBS, pH 7,4), lauril
sulfato de sddio (SDS, 1%) e hidréxido de sodio (NaOH, 0,1 N) foram obtidos
da Merck (Darmstadt, Alemanha). Dimetilsulfoxido (DMSO), brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), corante vermelho neutro
(NRU), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico) (ABTS) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O OG foi
fornecido por um fornecedor comercial HAJE®, certificado e armazenado em
frasco ambar sob refrigeragdo (4°C). O meio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), soro fetal bovino (SFB), L-glutamina (200 mM) e a solugéo
de penicilina-estremptomicina (10.000 U/mL penicilina e 10 mg/mL
estreptomicina) foram obtidos da Gibco BRL (Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA). As linhagens celulares utilizadas incluem fibroblastos 3T3 (ATCC CCL-
92), adquiridos da Eucellbank (Universidade de Barcelona, Espanha), e
fibroblastos L929 (ATCC CRL-6364), macréfagos RAW 264.7 (ATCC TIB-71) e
queratindcitos HaCaT, adquiridos pelo Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ).

2.2. Caracterizagao quimica do 6leo essencial de Ocimum gratissimum
(OG) por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS)

Para caracterizacdo quimica do OG foram realizadas analises por um
Cromatografo Gasoso acoplado a um Espectrobmetro de Massas da Agilent
(7890 B) e detector de massa modelo 5977A MSD com impacto de elétrons de
70eV. Foi utilizada uma coluna HP-5 de 30 m x 250 um x 0,25 pm para realizar
0 processo de separagao. O injetor foi ajustado para uma temperatura de 290°C
e o detector para 310°C. O sistema de eluicdo foi feita em uma rampa de
aquecimento iniciando a 40°C com taxa de aquecimento de 5°C/min até 280°C,
seguido com taxa de aquecimento de 15°C/min até 310°C. Para caracterizagao
dos compostos quimicos, foi utilizado padrao de alcano de C10 a C40 para a

calculo do indice de Kovats (IK). A identificagdo das substancias foi através da
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comparagao dos espectros de massas da biblioteca NIST com os indices de
retencdo e semelhanga dos espectros de massas com dados da literatura
(Adams, 2017).

2.3. Preparagao das nanoemulsoes

A NG foi formulada utilizando o método de baixa energia por formagao
espontanea, descrito por Singh e Pulikkal (2022). Esse método consiste na
formagao espontadnea da nanogoticula quando a fase oleosa (6leo essencial) e
a fase aquosa sao misturadas sob constante agitagdo. A adigao do tensoativo
estabiliza o sistema, o que permite a dispersédo da goticula formada em meio
aquoso.

Para o inicio dos testes de estabilidade, foi adicionado 5% de OG,
enquanto os 95% restantes consistiam em agua e emulsificantes. A

composicao final foi seguida pela equagéao 1:

5% Oleo de Ocimum gratissimum + x% Emulsificantes + (95% —

x%)Agua = 100% Solucio (Equagéo 1)

Para o preparo das nanoemulsées, foram empregados os emulsificantes
polissorbato 20 (Tween 20 - EHL 16,7), polisorbato 80 (Tween 80 - EHL 15),
trioleato de sorbitano (Span 85 - EHL 1,8) e monooleato de sorbitano (Span 80
- EHL 4,3), ajustados a valores de Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico (EHL) de 15,
13, 11 e 10. As concentragdes de emulsificantes variaram entre 5%, 10%, 15%
e 20%. O calculo das quantidades de cada emulsificante (ma e mp) baseou-se
no valor final de EHL desejado (EHLy), a proporcao total de emulsificantes (mt
=ma + mp) e 0s EHLs individuais dos componentes (EHLa € EHLb), utilizando a

equacgao 2:

EHLf = [(EHLa X ma) + (EHLb X mb)]
(ma + mb)

(Equacao 2)

Apos determinar as massas necessarias, a fase oleosa foi preparada
pela mistura dos emulsificantes e do 6leo essencial (Figura 3). A fase aquosa

foi adicionada sob agitagdo continua em vértex para produzir o sistema
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nanoencapsulado. As formulagcdes mais estaveis foram diluidas em proporcao
de 1:10 (v/v) para volumes de 1 mL, 2 mL, 3 mL e 4 mL.

Apos as diluicbes em agua, as nanoemulsdes foram avaliadas
visualmente quanto a estabilidade, verificando a presencga de separacédo de
fases e a observagao do efeito Tyndall sob luz, devendo ser observado a
coloragéo azulada na solugdo. O efeito Tyndall ocorre pelo espalhamento da
luz nas goticulas dispersas, indicando boa estabilidade quando o feixe de laser
permanece visivel e uniforme, sem turvagcdo ao longo do tempo (Kim et al.,
2018).

As formulagdes mais estaveis foram submetidas a testes adicionais de
estabilidade sob temperaturas controladas (8°C e 40°C) e centrifugagao a 3000
rom por 30 minutos. As amostras aprovadas passaram por analises de pH,
indice de refracao e transmitancia a 600 nm para confirmar suas propriedades
fisico-quimicas (Fernandes et al., 2014; Ortiz-Zamora et al., 2020; Lima et al.,
2021).

, Surfactante
OE Ocimum
G \ / “ Tween
L ]
T i
N — .. S ) ..
| — — £
L .. e @ . ®
| | W
—— KeTon ..0..0..
Fase aquosa Nanoemulsao 6leo em
agua (O/A)

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 3. Fluxograma da formulagéo da nanoemulsé&o de Ocimum gratissimum.
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2.4. Caracterizacao das nanoemulsoes
2.4.1. Determinagao do tamanho de particula, indice de polidispersao e
potencial Zeta
O tamanho da particula (nm), indice de polidispersividade (PDI) e o
potencial Zeta (mV) da NG foram determinados no dia 1 (D1), dia 7 (D7), dia
15 (D15), dia 30 (D30) e dia 60 (D60) por espalhamento dindmico de luz (DLS),
com laser em 658 nm e angulos de espalhamento de 15°, 90°, 175°, usando
Litesizer 500 (Anton Paar, Graz, Austria) (Stetefeld et al., 2016). Os parametros

foram estimados pela média de trés medigdes.

2.4.2. Estabilidade em diferentes temperaturas de armazenamento

A estabilidade térmica da triplicata das NGs foi avaliada quanto ao
tamanho da particula (nm), indice de polidispersividade (%) e potencial Zeta
(mV) por DLS nos dias D1, D7, D15, D30 e D60. As nanoemulsdes foram
aliquotadas em triplicata e armazenadas em trés diferentes condigcbes: a 4 + 2
°C,a 25+ 2°C e a 37 £ 2°C (Brasil, 2004).

2.5. Determinagao da atividade antioxidante quimica
2.5.1. Ensaio de ABTS

A atividade antioxidante do OG e da NG foi avaliada utilizando o método
ABTS (2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)), descrito por Lorengoni
et al. (2020). Este ensaio determina a capacidade da amostra de capturar
radicais livres do tipo ABTS+. A solugao estoque de ABTS foi preparada com
concentracao de 7 mM, e radicais livres foram gerados usando K2S203 a 2,45
mM. As amostras do OG e NG foram diluidas em etanol 70% em diferentes
concentragdes (0,1 a 100 ug/mL). 30 uL de cada amostra teste foi transferida
para microplacas onde adicionou-se 270 pL da solugcdo de ABTS. Apds
incubacéao, a absorbancia foi medida a 734 nm. Os resultados foram expressos
em ICso0, representando a concentracdo necessaria para reduzir 50% dos

radicais livres. Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata.
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2.5.2. Ensaio de DPPH

A atividade antioxidante do OG e NG também foi avaliada utilizando o
método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), conforme Lorencgoni et al. (2020). A
solucdo de DPPH foi preparada na concentracdo de aproximadamente 40
Mg/mL, garantindo uma absorbancia inicial entre 0,9 e 1,1 a 517 nm. As
amostras foram preparadas nas concentragdes de 0,1 a 100 pyg/mL em etanol
70% e, posteriormente, diluidas para os testes em microplaca. No ensaio, 30
ML das amostras foram adicionados a cada pogo da microplaca, seguidos de
270 L da solugao de DPPH. As placas foram mantidas em repouso no escuro
por 60 minutos antes da leitura da absorbancia a 517 nm. Os resultados foram
expressos em ICso, representando a concentragdo necessaria para reduzir 50%

dos radicais livres. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

2.6. Cultivo das linhagens celulares

As linhagens celulares de fibroblastos L929 (ATCC CRL-6364™),
fibroblastos 3T3, macrofagos RAW 264.7 (ATCC TIB-71™) e HaCaT foram
cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) adequado
para cada tipo celular, suplementado com 10% de soro fetal bovino, L-
glutamina (quando necessario) e penicilina-estreptomicina em diferentes
concentragcdes. As células foram mantidas a 37 °C, em atmosfera de 5% de
CO; e 97% de umidade relativa, até atingirem 80% de confluéncia. A linhagem
3T3 foi adquirida do Eucellbank (Universitat de Barcelona, Espanha), enquanto

as demais foram obtidas de cole¢des reconhecidas, como ATCC.

2.7. Ensaios de viabilidade celular
2.7.1. Avaliagao de citotoxicidade in vitro (MTT)

Para analise da citotoxicidade, foi utilizado o método colorimétrico do
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio), conforme
descrito por Mosmann (1983). Fibroblastos L929, macrofagos RAW 264.7 e
queratindcitos HaCaT (7 x 10* células/mL) foram cultivados em placas de 96
pocos e mantidos a 5% de CO2 a 37 °C durante a noite. Em seguida, foram
expostos a diferentes concentracdes de OG e NG (20, 10, 5, 2,5 1,25 pg/mL)
por 24 horas. Apds o periodo de exposi¢cado, 100 yL de MTT (1 mg/mL) foi

adicionado a cada pogo e incubado por mais 3 horas. Em seguida, o excesso
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de MTT foi aspirado, e os cristais de formazana formados foram dissolvidos em
100 ul de dimetilsulféxido (DMSO). A absorbancia proporcional ao numero de
células viaveis, foi medida a 595 nm, utilizando um leitor de microplacas
(Molecular Devices, Spectra Max 190, EUA). Os experimentos foram realizados

em triplicata.

2.7.2. Citotoxicidade pelo método de vermelho neutro (NRU)

O efeito citotoxico do OG e NG também foi avaliado pelo ensaio de
captacdo de vermelho neutro (NRU) (Borenfreund e Puerner, 1985).
Fibroblastos 3T3 foram cultivados nos 60 pogos centrais de uma placa de 96
pocgos com densidades de 1 x 10° células/mL. Apds incubagéo por 24 horas em
atmosfera com 5% de CO, a 37 °C, o meio consumido foi substituido por 100
ML de meio fresco suplementado com 5% de SFB contendo a OG e NG nas
concentragdes de 10 e 1 pg/mL. Apos 24 horas, o meio foi aspirado e 100 pL
de solugdo NR a 50 pg/mL em DMEM sem SFB e vermelho de fenol foram
adicionados a cada pog¢o para o ensaio NRU. As placas foram incubadas por
mais 3 horas, apos as quais o meio foi removido e as células foram lavadas
uma vez com PBS. Em seguida, 100 yL de uma solugado contendo 50% de
etanol absoluto e 1% de acido acético em agua destilada foram adicionados
para extrair o corante. Apos 5 minutos em agitador de microplacas a
temperatura ambiente, a absorbancia das solucdes resultantes foi medida a
550 nm usando um leitor de microplacas Bio-Rad 550. O efeito de cada
tratamento foi calculado como a porcentagem de inibigdo da viabilidade celular

em comparagao com os respectivos controles.

2.8. Determinacgao da atividade antioxidante intracelular in vitro
2.8.1. Efeito preventivo contra o dano oxidativo in vitro por H202

O efeito protetor do OG e NG contra os danos oxidativos causado por
peréxido de hidrogénio (H202) em macrofagos RAW 264.7 foi conduzido de
acordo com a metodologia adaptada por Kwon et al. (2019). As células foram
plagueadas em placas de 96 pogos a uma densidade de 7 x 10* células/mL.
ApOs 24 horas, as células foram expostas a diferentes concentragbes de OG e
NG e 500 uM de H202 foram adicionados. Apds 24 horas de incubacao, a

viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico MTT método. A
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enzima catalase (CAT) foi usado como controle positivo. Os experimentos
foram realizados em ftriplicata, e os resultados foram expressos como média +
DP da viabilidade celular (%).

2.8.2. Determinacgao indireta in vitro de 6xido nitrico

A produgéo de 6xido nitrico foi avaliada de forma indireta em uma cultura
de macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS, conforme Soares et al.
(2021). Os macréfagos foram cultivados em placas de 96 pogos a uma
concentracao de 8 x 10* células/mL por 24 horas, mantidos em uma atmosfera
de 5% de CO2 a 37°C. Em seguida, as amostras foram expostas a diferentes
concentragbes de OG e NG e estimuladas com 1 ug/mL de LPS. Apds 24 horas,
o sobrenadante foi coletado para a quantificagao de nitrito utilizando o reagente
de Griess, conforme descrito por Green et al. (1982). A metodologia foi repetida
em pelo menos dois dias diferentes, com triplicatas em cada experimento. A
leitura foi realizada em um leitor de microplacas a 540 nm, e os resultados

foram expressos como valor médio de nitrito em uM.

2.8.3. Redugao da produgao do anion superoéxido

A metodologia foi baseada no estudo de Soares et al. (2021).
Macrofagos RAW 264.7, a uma concentracao de 8 x 10* células/mL, foram
cultivados em placas de 96 pocos e estimulados com LPS, além de serem
expostos a diferentes concentragdes de OG e NG. Apdés um periodo de 24
horas, a produgdo do radical anion superoxido (O,¢”) foi avaliada. Para o
controle positivo, foi utilizada a concentracdo de 10 uyM de L-Name. O
sobrenadante foi removido e as células foram expostas ao NBT (1 mg/mL) por
2 horas. Em seguida, as células foram lavadas com metanol e os cristais de
formazana formados foram dissolvidos em uma solu¢do de KOH (2M) e DMSO.
A leitura foi realizada a um comprimento de onda de 630 nm, e a porcentagem
de producdo de O, foi calculada apds pelo menos dois testes em triplicata

realizados em dias distintos.
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2.9. Determinagao da atividade anti-inflamatéria in vitro
2.9.1. Determinacgao in vitro de citocinas

A quantificacdo das citocinas TNF-a, IL-1 e IL-6 em culturas de
macrofagos RAW 264.7 estimulados com 1 yg/mL de LPS e expostos a 2,5 e
5,0 yg/mL de OG e NG foi realizada por meio do teste imunoenzimatico
(ELISA). O processo utilizou anticorpos e padrbes especificos para cada
citocina, conforme as instrugdes dos fabricantes Invitrogen® e eBioscience®.
A leitura dos resultados foi feita em um leitor de microplacas, com um
comprimento de onda de 450 nm. Os experimentos foram conduzidos em

triplicata, e os resultados obtidos expressos em picogramas por mililitro

(pg/mL).

2.10. Atividade proliferativa celular (BrdU)

Para avaliar o efeito sobre a proliferagao de fibroblastos, as células foram
mantidas em cultura com meio Dubelcco modified Eagle medium (DMEM)
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) a 37°C, 5% de COz. As células foram
plaqueadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 7 x 10* células/mL,
com 90 pL de meio sem SFB. ApOs 24 horas, os efeitos de OG e NG na
concentragéo de 20 pg/mL na proliferagao de fibroblastos foram medidos com
o analogo de timidina BrdU (5- bromo-2'-desoxiuridina), apds sua incorporagao
no DNA recém-sintetizado e sua deteccdo com um anticorpo anti-BrdU de
acordo com as instrugdes e especificacdes do fabricante (Roche® Mannhein,

Alemanha).

2.11. Migracao celular (Scratch assay)

A analise da proliferacdo e migracdo de fibroblastos foi realizada
utilizando o Scratch assay como modelo experimental (Fronza et al., 2009). As
células foram cultivadas em placas de 6 pogos até atingirem uma monocamada
confluente. Uma ferida linear artificial (scratch) foi induzida na monocamada,
utilizando uma ponteira estéril de 100 uL. As placas foram lavadas com solugao
salina estéril (PBS) para remogao das células durante a realizagdo da ferida.
Posteriormente, as monocamadas foram tratadas por 16 horas com 20 ug/mL
da NG e OG. As imagens das areas foram feitas com uma camera fotografica

acoplada ao microscopio.



35

2.12. Ensaio da inibicao da tirosinase

Para avaliar o efeito clareador do OG, foi utilizado o método modificado
de inibicao da tirosinase, conforme descrito previamente (Shimizu et al., 1998).
Uma solugao de tirosina (120 pL de 1,66 mM em tampéo fosfato 0,1 M, pH 6,8)
foi adicionada a 60 pL do 6leo essencial, obtendo as concentragdes finais de
10, 1 e 0,1 pg/mL, e 60 pL de tampéo fosfato, em uma placa de 96 pogos. A
mistura foi incubada a 37°C + 2°C por 20 minutos. Em seguida, 60 pyL da
solugdo de enzima tirosinase (150 mM em tampéao fosfato) foi adicionado. A
atividade enzimatica foi medida a 37°C + 2°C em leitor de microplacas, a 450
nm. Como controles positivos, foi utilizado o acido kéjico (AK) a 125 pg/mL. O
experimento foi realizado em triplicata e expresso em porcentagem de inibi¢ao.

Devido as caracteristicas do método empregado e a auséncia de
resposta na reacdo, a avaliacdo da inibicdo da tirosinase foi realizada
exclusivamente com o O6leo essencial, ndo sendo possivel testar a

nanoemulsao sob essas condi¢des experimentais.

2.13. Métodos alternativos de segurancga in vitro ao uso de animais
2.13.1. Avaliacao do potencial de irritagao ocular pelo ensaio HET-CAM

O potencial de irritacdo da NG desenvolvida foi avaliado utilizando o
ensaio em membrana cério-alantoide de ovos de galinha embrionados, no
inglés, Hens Egg Test-Chorion Allantoic Membrane (HET-CAM). Foram obtidos
ovos de galinha da raga White Leghorn (Oliveira et al., 2012) do Incubatdrio
Pérola, localizado no Estado do Espirito Santo.

Os ovos foram inspecionados visualmente para verificar a presencga de
rachaduras e, em seguida, incubados por 10 dias a partir do dia da postura, em
uma chocadeira sob temperatura controlada de 37,5 °C e umidade relativa de
62,5%. No décimo dia de incubacdo, a casca do ovo foi cuidadosamente
removida ao redor da camara de ar para expor a membrana da casca (Figura
4). Apos essa etapa, a membrana foi hidratada com uma solugéo salina por 1
minuto para facilitar a sua remoc¢éo cuidadosa, expondo assim a membrana
corio-alantoide (CAM) e evitando danos a ela (Keifer e Effenberger, 1992;
Oliveira et al., 2012).
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Fonte: elaborada pela autora.

Figura 4. Membrana cério-alantoide do ovo exposta previamente ao inicio do

ensaio.

Apds uma observagao preliminar das caracteristicas da membrana
cério-alantéide (CAM), foram aplicados 300 pL de nanoemulsdo sobre a
superficie da membrana. Apds 20 segundos de contato, o produto foi removido
por meio de uma lavagem com 5 mL de solugdo de NaCl 0,9% a 37°C. O
mesmo procedimento foi realizado com as amostras do grupo controle,
utilizando uma solugao salina (NaCl 0,9% p/v) como controle negativo e uma
solugao de hidréxido de sédio (NaOH 0,1N) como controle positivo. Apds a
remocao das amostras, a membrana cério-alantdide foi examinada visualmente
por 5 minutos a partir da aplicagao do produto, avaliando a ocorréncia de sinais
de reag0es irritativas, como hemorragia e coagulagao (Keifer e Effenberger,
1992; Oliveira et al., 2012).

Por fim, com base no tempo e no tipo de fenédmenos observados, uma
pontuacgao € atribuida a cada formulagao, conforme detalhado na Tabela 1 (39);
(40).
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Tabela 1. Escala para teste de HET-CAM conforme efeitos observados ao

longo de 5 min.

Fendémenos Tempo
< 30s 30s<t<2min  2min <t<5min
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacao/Opacidade 9 7 5

Fonte: Oliveira et al., 2012.

O calculo do indice de irritabilidade, no inglés irritation score (IS) foi realizado

utilizando a Equacgao 3:

_ (301—HE)><5+ (301—HP)><7+ (301-C0)x 9

I
S 300 300 300

(Equacao 4)

em que: IS = jrritation score; HE = tempo de ocorréncia de hemorragia (s); HP
= tempo de ocorréncia para hiperemia (s); e CO = tempo para ocorréncia de
coagulacgao. A classificagao do grau de irritagdo quanto ao produto teste segue

abaixo com a Tabela 2:

Tabela 2. Classificagao final do produto quanto ao seu potencial de irritabilidade
no HET-CAM.

Classificagao final dos produtos no HET-CAM

Faixa (graduacao das lesoes) Classificagao
0,0a0,9 Nao Irritante
1,0a4,9 Irritante Leve
5,0a8,9 Irritante Moderado
9,0 a 21 Irritante Severo

Fonte: ICCVAM, 2006d.

2.13.2. Avaliagao do potencial de irritagao ocular pelo ensaio CAM-TBS
A metodologia do teste segue etapas semelhantes ao HET-CAM, porém
com a adigao do corante azul de tripano para indicar lesées na membrana coério-

alantéide (CAM). Apos 10 dias de incubag&o, os ovos foram posicionados
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verticalmente e um pequeno orificio foi feito na casca para expor a membrana
cério-alantdide, que foi cuidadosamente preparada e delimitada com um anel
de silicone (Yang et al., 2010; Oliveira et al.,, 2012). As amostras foram
aplicadas na membrana em 0,3 mL, previamente solubilizadas em 1 mL de
solucgédo salina 0,9%. Apds 20 segundos de contato, a membrana foi lavada e
recebeu a aplicacao de azul de tripano a 0,1% em PBS. O excesso de corante
foi removido com agua purificada, e a area delimitada foi excisada, transferida
para um tubo Falcon contendo 5 mL de formamida e submetida a agitagéo e
centrifugacao para extragao do corante (Lagarto et al., 2006). A absorbancia do
sobrenadante foi mensurada por espectrofotometria no comprimento de onda
de 610nm, em tubos de ensaio contendo 5 mL de formamida. A quantidade de
azul de tripano adsorvido na membrana cério-alantéide foi calculada com a

seguinte equacao 5, e a classificagdo do grau de irritagdo segue a Tabela 3.

Abs x 5nmol

Corante absorvido =
1000x10°

(Equacao 5)

Tabela 3. Classificagdo final dos produtos quanto ao seu potencial de
irritabilidade no ensaio CAM-TBS.

Classificagao Final dos Produtos no CAM-TBS

Faixa (quantidade de corante) Classificagao
<7,0 Nao Irritante/Irritante Leve
7,0-14,5 Moderadamente Irritante
>14,5 Severamente Irritante

Fonte: Lagarto et al., 2006.

2.13.3. Teste de fotohemédlise em glébulos vermelhos (Photo-RBC)

O teste de fototoxicidade de globulos vermelhos (teste Photo-RBC) foi
proposto por Pape et al. (2001) e avalia a hemolise e oxidagdo da hemoglobina
em eritrécitos humanos. Este teste foi desenvolvido para identificar
fotossensibilizadores e estudar os potenciais fototdxicos de produtos quimicos
com base em sua capacidade de hemolisar membranas de eritrocitos e/ou

oxidar a hemoglobina sob exposi¢ao a luz solar simulada (UVA e UVB).
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O procedimento foi aprovado pelo comité de ética em experimentacao
animal da Universidade de Barcelona (UB), Espanha. Foram coletados 5 mL
de sangue de humano saudavel em solugao anticoagulante com EDTA, e em
seguida as hemacias foram isoladas por centrifugagdo a 3000 rpm por 10 min
e lavados trés vezes com uma solugao tampéao de fosfato isoténico (PBS) com
pH 7,4 em densidade celular de 8 x 10° células/mL. (ECVAM, 2019). O método
utilizado foi uma adaptagao descrita por Pape et al. (2001). NG a 30 ug/mL foi
adicionada a aliquotas de 25 pL de suspensao de eritrocitos em placas de 24
pocos e irradiadas por 150 minutos com dose UV de 15J/cm? (1,67mW/cm?) a
uma lampada UV (Ultra-vitalux®, Osram, Alemanha). A produgao de energia
da lampada foi verificada periodicamente antes de cada experimento com um
Radiémetro Digital UVX (Ultravioleta Products Inc., San Gabriel, CA, EUA).
Controles escuros foram incubados simultaneamente sem irradiacdo. Este
periodo foi seguido por 30 minutos de incubag&o no escuro antes das medigdes
feitas. Em seguida, as amostras foram transferidas para eppendorfs e foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 5 min. Os sobrenadantes foram transferidos
para cubetas e o grau de hemdlise e oxidagdo da hemoglobina foram
detectadas por absorbancia em 525 nm e 630 nm, respectivamente, usando
um espectrofotdmetro de feixe duplo Shimadzu UV-VIS 160A® (Kyoto, Jap&o).
As porcentagens de hemdlise foram determinadas por comparagdao com
amostras de controle positivo totalmente hemolisadas com agua destilada e

clorpromazina (CPZ) a 60 yg/mL.

2.13.4. Teste de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU (OECD TG 432)

O procedimento de avaliagdo da fototoxicidade seguiu as diretrizes da
Organizacgao para a Cooperagao e Desenvolvimento Econédmico (OCDE) 163,
com algumas adaptagdes (Figura 5). A linhagem celular 3T3 foi empregada
como modelos in vitro para prever a fototoxicidade cutanea. As células foram
cultivadas por 24 horas em duas placas de 96 pocos com densidades de 1 x
10° células/mL. Em seguinte, a amostra (NG) foi exposta em meio sem soro e
sem fenol vermelho por 1 hora. Uma placa foi exposta a uma dose de 4 J/cm?
de radiacdo UVA, enquanto a outra placa foi mantida no escuro. A irradiagao
UVA foi realizada com uma lampada UV (Ultra-vitalux®, Osram, Alemanha) para

determinar o tempo de exposi¢ao, usando a férmula:
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E (J/cm2) = t(s) x P (W/cm2) (Equagao 6)

onde E é a dose UV, t é o tempo expresso em segundos e, P é a poténcia da
lampada. Apds a exposicao, o meio de tratamento foi substituido por meio de
cultura, e apdés 24 horas, a viabilidade celular foi determinada utilizando o
ensaio de absorcao de vermelho neutro (NRU). Ambos foram medidos em 550
nm apos 3 horas de incubag¢do usando um leitor de microplacas Bio-Rad 550.
Para prever o potencial fototoxico, as viabilidades celulares obtidas na

presenca e auséncia de radiacao UVA foram comparadas.

Luz UVA

24h / 4J/cm’ por 1h

—» Adi¢do da
amostra

1x10° cels/pogo Sem luz
UVA

Leitura a .
540nm Adigao do

Adigao da NRU

solucdo
reveladora 18-24h
4+— 44 +——

Fonte: elaborada pela autora.

Aspirar e substituir
por meio de cultura

Figura 5. Fluxograma ilustrativo do teste de fototoxicidade in vifro com

fibroblastos 3T3 utilizando o ensaio de absorgao de vermelho neutro (NRU).

3.14. Analise estatistica dos dados

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism®
versdo 10.00. Os valores de ICso, com intervalo de confianga de 95%, foram
determinados por regressao nao linear. As diferencas estatisticas entre os

valores de ICso foram calculadas utilizando analise de varidncia unidimensional
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(ANOVA) seguida do teste post-hoc de Tukey para comparagdes. Valores de p

< 0,05 foram considerados significativos.

3. RESULTADOS
3.1.

Composicao quimica do 6leo essencial de Ocimum gratissimum

Os compostos presentes no OG, identificados por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), estdo detalhados na Tabela 4.

O cromatograma correspondente é apresentado na Figura 6. Entre os

compostos majoritarios identificados no OG, destacam-se o (-ocimene (24%)

(Figura 6A), eugenol (21%) e o germacrene D (14,5%) (Figura 6B).
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Figura 6. Cromatograma do 6leo essencial de Ocimum gratissimum, do tempo
0 a 20 min (A) e do tempo 20 a 42 min (B).
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Tabela 4. Composigao quimica do 6leo essencial de Ocimum gratissimum. T;
= tempo de retengéo (min); Ircac = indice de retengao calculado; Irit = indice de
retencéo da literatura; % Area = concentragao relativa de cada composto em

relagédo a area total do cromatograma.

Identificagdo T IRcalc IRt % Area
Thujene 6,938 926 924 1,671
1-octen-3-ol 8,741 980 974 1,007
Myrcene 9,164 992 988 1,005
Terpinene 10,125 1017 1014 1,243
Cymene 10,452 1025 1022 1,373
B-Ocimene 11,247 1044 1044 24,270
Ocimene 11,493 1050 1032 1,331
Terpinene 11,894 1060 1054 1,679
Terpinolene 13,084 1089 1086 0,441
Linalool 13,627 1102 1095 0,975
Ocimene 14,886 1130 1128 1,243
Terpinen-4-ol 17,061 1179 1174 4,068
Terpineol 17,570 1191 1186 0,261
Cubebene 24,503 1350 1348 0,597
Eugenol 25,214 1366 1356 21,010
Copaene 25,718 1378 1374 4,395
Bourbonene 26,056 1386 1387 1,588
Elemene 26,353 1393 1389 0,539
Caryophyllene 27,578 1423 1417 9,705
Copaene 27,858 1430 1430 0,717
Humulene 28,842 1454 1452 0,922
Germacrene D 30,141 1486 1480 14,596
Selinene 30,244 1488 1489 0,420
Muurolene 30,771 1501 1500 0,739
Cadinene 31,326 1516 1513 1,653
Cadinene 31,760 1527 1522 5,126
Cadinene 32,224 1539 1537 0,316
Caryophyllene oxide 33,941 1583 1582 0,563

Muurolol 36,184 1643 1640 0,274
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3.2. Preparacgao da nanoemulsao

Apos diversas tentativas com variagbes de tensoativos e diferentes
propor¢cdes e concentragbes entre eles e o OG, foi obtido como melhor
resultado a NG composta por polissorbato 80 com EHL 15, 5% de OG, 15% de
emulsificante e 80% de agua.

Os resultados obtidos com o uso de polissorbato 80 na solugao
demonstraram estabilidade na concentragédo de 15%. Nessas condigbes, as
formulagbes apresentaram caracteristicas desejaveis, como auséncia de
separacao de fases, leve viscosidade, translucidez e coloragao azulada sob luz
direta, como ilustrado na Figura 7. Além disso, os testes confirmaram que nao
houve quebra das nanoemulsbes mesmo com variagcdes de temperatura,
reforcando a robustez dessas formulagdes.

Com base nos resultados obtidos, as amostras foram diluidas na
propor¢cao de 1:4, alcangando uma concentragao final de 1%, a qual foi
empregada nas analises posteriores do estudo. A Figura 8 ilustra a imagem da

nanoemulsao diluida.

Fonte: elaborado pela autora.

Figura 7. Imagem da nanoemulsédo de Ocimum gratissimum com EHL 15.
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Fonte: elaborado pela autora.

Figura 8. Imagem da nanoemulsédo de Ocimum gratissimum a 1%.

3.3. Avaliagao da estabilidade fisico-quimica sob efeito da temperatura

A estabilidade fisica da NG foi avaliada em diferentes temperaturas
(4°C, 25°C e 45°C) ao longo de 60 dias, considerando parametros como
tamanho médio das particulas, potencial Zeta e indice de polidispersividade

(PDI), conforme apresentado na Tabela 5.

Tamanho média das particulas (nm) Potencial Zeta (mV) PDI (%)
4°C 25°C 45°C 4°C 25°C 45°C 4°C 25°C 45°C
DO 112+£0,9%c 1463+4,7° 2048+48 521012 -41+07° -52+00° 024+00*® 023+0,0° 0,20+0,0°
D7 101,4+022 2145+24> 340,1+145> -42+012 -29+12® .51+1,0® 026+0,0* 024+0,0° 0,22+0,0°
D15 714+19® 2650+374c 2900+34c -37%01% -19+12> -46+01° 023+00° 027+00° 0,26+0,0°
D30 1180+0,2° 3402+933¢ 2478+63¢ -23+03> -12+04° -34+13° 023+0,0* 026+0,0 024+0,0°
D60 101,0+112 3333+45 502+45 -41+042c -21+05%° -48+05° 023+00° 026+00° 0,23+0,0°

Tabela 5. Analise do tamanho da particula (nm), potencial Zeta (mV) e indice
de polidispersidade (PDI) da NG durante 60 dias (DO a D60) determinado pelo
DLS nas temperaturas de 4°C, 25°C e 45°C.

Letras distintas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as amostras (p < 0,05).
Os testes foram realizados em triplicata (n=3), e os resultados s&o apresentados como média

+ desvio padréao.

Todos os experimentos biologicos, apresentados a seguir, para avaliar
a atividade da nanoemulsdo foram realizados com a nanoemulsdo recém-

preparada, sendo utilizada no maximo até 10 dias apds sua preparagao. Isso
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foi feito para garantir a estabilidade da nanoemulsao e a reprodutibilidade dos

resultados.

3.4. Atividade antioxidante
A atividade antioxidante do OG e NG foi avaliada utilizando os métodos

de captura de radicais DPPH e ABTS e os resultados estdo expressos na
Tabela 6.

Tabela 6. Atividade antioxidante determinada pelo teste do ABTS e DPPH da

NG, OG e do eugenol expressos em |Cso.

ICs0 (Mg/mL)
Amostras ABTS DPPH
NG 2,65+ 0,072 5,60 + 0,052
oG 1,25 + 0,06 3,33 £0,06°
Eugenol 1,36 + 0,34° 3,05 +0,10°

Letras distintas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as amostras (p < 0,05).
Os testes foram realizados em duplicata (n=2), e os resultados sao apresentados como média
* desvio padrao.

3.5. Ensaios de viabilidade celular
3.6. Efeitos sobre a viabilidade de fibroblastos, macréfagos e
queratinécitos
Os efeitos da NG e OG sobre a viabilidade celular in vitro foram avaliados
utilizando as linhagens celulares de fibroblastos L929, fibroblastos 3T3,
macrofagos RAW 264.7 e queratinécitos HaCaT. Os resultados mostraram que,
em todas as concentragdes testadas (20, 10, 5 e 2,5 pg/mL), a nanoemulsao

nao apresentou efeitos citotéxicos nas linhagens celulares analisadas.

3.7. Determinagao da atividade antioxidante intracelular in vitro
3.7.1. Efeito preventivo contra danos oxidativos in vitro causados por
H202



46

A viabilidade celular dos macrofagos RAW 264.7 tratados com NG e OG
apds exposigdo com peroxido de hidrogénio (H,O,) esta representada na
Figura 9. Os resultados demonstram que tanto o OG como a NG, nas
concentragbes de 1 e 10 pg/mL, exibiram efeitos protetores sobre a viabilidade
celular dos macréfagos RAW 264.7 em condi¢cdes de estresse oxidativo

induzido por H,0,.

[ Com H,0, 350 pM
I Sem H,0, 350 uM

125-
S 100(= z * : -
Q * * * *
T 75
g I I = T *
S 50q| |[#
>
25
0 T T T T T T T T T T T T T
. o . .1 10 ..1 10
CTL CAT 0G (ug/mL) NG (ug/mL)

(U/mL)

Figura 9. Efeito protetor de nanoemulsao de Ocimum gratissimum (NG) e 6leo
essencial de Ocimum gratissimum (OG) avaliado em macréfagos contra o dano
oxidativo causado pelo peroxido de hidrogénio (H202). CTL indica o controle do
grupo tratado. A enzima catalase (CAT) foi usada como controle positivo. Os
resultados sdo expressos como meédia £ DP. *(p < 0,05) indica diferengas
significativas em comparagdo com as células expostas apenas ao H202. #

indica diferenca significativa em relagdo ao grupo controle sem H20:2.

3.7.2. Determinacao indireta de 6xido nitrico

A producdo de oxido nitrico (NO) foi avaliada em macrofagos
estimulados com lipopolissacarideo (LPS), uma estratégia utilizada para induzir
respostas inflamatdrias (Figura 10). Como resultado, as concentragdes de 10 e

20 pg/mL de NG e OG demonstraram efeito significativo sobre a produgéo de
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NO em macréfagos ativados por LPS 1 pyg/mL. L-Name 10 uM foi usado como

controle positivo.

I NG
25- = 0G
S  20- # I
2 . * I T -
o) * [ = &3
o 157
S 10- *
S
X
O 5-
0 1 1 1 1 1 1 1 1

Basal LPS L-Name 25 5 10 20 25 5 10 20
ipg/mL 10pM | |
| 1

Concentragao (pg/mL)

Figura 10. Efeitos inibitérios da nanoemulsao de Ocimum gratissimum (NG) e
do 6leo essencial de Ocimum gratissimum (OG) sobre a produgdo de 6xido
nitico em cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS
(lipopolissacarideo) 1 pg/mL apos 24 h de tratamento. A concentragao de nitrito
reflete a quantidade de 6xido nitrico gerado pelas células RAW 264.7. L-Name
10 uM foi usado como controle negativo. Os resultados sdo expressos como
média + DP. (*) indica diferenga significativa em comparagdo com as células
tratadas com LPS e, (#) diferencga significativa comparada ao controle basal
(p<0,05).

3.7.3. Reducgao da produgao do anion superoxido
A andlise dos resultados apresentados na Figura 11 evidencia o efeito
inibitério dose dependente da NG e do OG na producao de anion superéoxido

em macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS.
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Figura 11. Efeitos inibitérios da nanoemulsao de Ocimum gratissimum (NG) e
do éleo essencial de Ocimum gratissimum (OG) sobre a produgéo do anion
superoxido em cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS
(lipopolissacarideo) 1 ug/mL. L-Name 10 uM foi usado como controle negativo.
Os resultados sao expressos como média £ DP. *(p < 0,05) indica diferencas

significativas em comparagédo com as células estimuladas com LPS.

3.8. Atividade anti-inflamatoéria in vitro
3.8.1. Determinacao de citocinas

Os resultados apresentados nas Figuras 12, 13 e 14 demonstram os
efeitos das amostras de NG e OG testados nas concentragbes de 2,5 e 5 ug/mL
sobre a producdo de citocinas pré-inflamatérias (IL-6, TNF-a e IL-1) em
macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS. Enquanto o OG foi capaz de
inibir apenas a produgdo de TNF-a na concentragdo de 5 pg/mL, a NG
apresentou efeito inibitdrio sobre a producao de IL-6, TNF-a e IL-1 na mesma

concentragéo.
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Figura 12. Efeito da nanoemulsdo de Ocimum gratissimum (NG) e oleo
essencial de Ocimum gratissimum (OG) nas concentracdes de 2,5 e 5 pg/mL
sobre a concentragdo da citocina pré-inflamatérias IL-6 em cultura de
macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS (lipopolissacarideo) 1 ug/mL
apos 24 h de tratamento. Os resultados foram expressos como média £ DP.
Significancia estatistica para p < 0,05. (#) Grupo controle basal comparado ao

grupo estimulado com LPS. (*) Grupo tratado comparado ao grupo LPS.
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Figura 13. Efeito da nanoemulsdo de Ocimum gratissimum (NG) e oleo
essencial de Ocimum gratissimum (OG) nas concentracdes de 2,5 e 5 pg/mL
sobre a concentracdo da citocina proé-inflamatérias TNF-a em cultura de
macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS (lipopolissacarideo) 1 ug/mL
apos 24 h de tratamento. Os resultados foram expressos como média £ DP.
Significancia estatistica para p < 0,05. (#) Grupo controle basal comparado ao

grupo estimulado com LPS. (*) Grupo tratado comparado ao grupo LPS.
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Figura 14. Efeito da nanoemulsdo de Ocimum gratissimum (NG) e dleo
essencial de Ocimum gratissimum (OG) nas concentragdes de 2,5 e 5 ug/mL
sobre a concentragdo da citocina pré-inflamatérias IL-1 em cultura de
macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS (lipopolissacarideo) 1 pg/mL
apos 24 h de tratamento. Os resultados foram expressos como média + DP.
Significancia estatistica para p < 0,05. (#) Grupo controle basal comparado ao

grupo estimulado com LPS. (*) Grupo tratado comparado ao grupo LPS.

3.9. Atividade proliferativa celular (BrdU)
Os resultados apresentados na Figura 15 indicam que tanto NG quanto
OG promoveram um aumento significativo na atividade proliferativa dos

fibroblastos nas concentragdes de 10 e 20 pg/mL.
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Figura 15. Efeito proliferativo em cultura de fibroblastos avaliado pelo ensaio
BrdU da nanoemulsao de Ocimum gratissimum (NG) e do 6leo essencial de
Ocimum gratissimum (OG) nas concentragdes de 2,5 a 20 uyg/mL. Os valores
sado expressos como média £ DP. (*) indica diferenga significativa em relagao

ao grupo controle (CTL) (p < 0,05).

3.10. Ensaio de migragao celular (Scratch assay)

Os resultados do ensaio de migracao celular apresentados na Figura 16,
demonstram que tanto NG quanto OG, na concentracdo de 20 pg/mL,
promoveram uma reducdo expressiva da area em comparagao ao grupo
controle (células ndo tratadas) apds 16 horas. As imagens ilustram a lesdo
artificial criada na monocamda de fibroblastos inicialmente (Oh) e sua redugao
ao longo do tempo (16h), evidenciando o efeito positivo das formula¢des no

estimulo a migragao celular.
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Control Control
Time point Oh Time point 16h

NG 20 pg/mL OG 20 pg/mL
Time point 16h Time point 16h

Figura 16. Imagens representativas dos efeitos sobre a migracao celular de
fibroblastos pela nanoemulséo de Ocimum gratissimum (NG) e 6leo essencial
de Ocimum gratissimum (OG) (20 ug/mL) ap6s 16 horas comparada ao controle

no tempo Oh.

3.11. Ensaio da inibigao da tirosinase

Os resultados obtidos no teste de inibicdo da tirosinase com OG indicam
que a atividade inibitéria da enzima € dependente da concentragcdo do
composto testado (Figura 17). As concentragbées mais altas, de 100 uyg/mL e 10
pMg/mL, demonstraram inibigdo significativa da tirosinase, com percentuais
préximos ao controle positivo (acido kojico a 125 pg/mL). Por outro lado,
concentragdbes menores, como 1 ug/mL e 0,1 pg/mL, apresentaram uma
reducao acentuada na atividade inibitdria, reforcando a relacao direta entre a

concentragdo da nanoemulsao e sua eficacia.
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Figura 17. Percentual de inibicao da atividade da tirosinase pelo dleo essencial
de Ocimum gratissimum (OG) em diferentes conc entragdes (10, 1 e 0,1 ug/mL)
comparado ao acido kdjico (AK 125 pg/mL, controle positivo). (*) indica

diferencga significativa em comparagao com as células tratadas com AK.

3.12. Métodos alternativos de seguranga in vitro ao uso de animais
3.121. Avaliagao do potencial de irritagao ocular pelo ensaio de

HET-CAM

O ensaio de HET-CAM foi utilizado para avaliar o potencial de irritacdo
ocular, e os resultados dessa classificagao, juntamente com os valores médios
e 0s desvios padrao obtidos, estdo apresentados na Tabela 7 correspondentes
as formulagdes testadas.

Os resultados dos controles confirmaram a eficiéncia do método
alternativo na avaliagdo da irritabilidade, conforma mostrado na Figura 18.
Como o esperado, a solugéo de NaCl 0,9% (controle negativo) ndo produziu
respostas visuais, sendo classificada como nao irritante (IS = 0,0 £ 0,0). Os
controles positivos, SDS 1% (IS = 19,46 + 1,66) e NaOH 0,1N (IS = 18,36 £
0,45), induziram hiperemia e hemorragia, sendo classificados como muito
irritantes.

NG e seu controle branco (nanoemulsao sem OG) foram classificados

como irritantes moderados, com indices de 7,8 + 543 e 8,35 + 245,
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respectivamente, porém apresentaram-se menos irritantes em comparacao aos
controles positivos.

Tabela 7. Efeitos da nanoemulsdo de Ocimum gratissimum sobre o potencial
de irritacdo ocular pelo ensaio de HET-CAM classificados quanto ao IS

(irritation score).

Formulagao IS Classificagao

NG 7,8+543 Irritante moderado
NG branco 8,35+ 2,45 Irritante moderado
NaCl 0,9% 0,0+0,0 Nao Irritante

SDS 1% 19,46 + 1,66 Muito irritante
NaOH 0,1N 18,36 £ 0,45 Muito irritante

»
‘\.\‘/
S

4

SDS 1% NaOH 0,1N

CAM

Figura 12. Imagens representativas dos efeitos na membrana coério-alantéide
(HET-CAM) apos tratamento com diferentes controles. CAM: membrana sem
tratamento (controle negativo); SF 0,9%: solugéo fisiolégica (controle negativo);
SDS 1%: lauril sulfato de s6dio a 1% (controle positivo irritante); NaOH 0,1N:
solugao de hidroxido de sédio a 0,1N (controle positivo irritante). Os sinais

observados incluem (*) hiperemia, (**) hemorragia e (***) coagulagao.

3.12.2. Avaliacao do potencial de irritagao ocular pelo ensaio CAM-
TBS
A avaliagao semi-quantitativa do potencial de irritacdo ocular da NG

determinada pelo ensaio do CAM-TBS nao demonstrou nenhum efeito irritante.
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Os resultados dos controles confirmaram a eficiéncia do método
alternativo na avaliagéo da irritabilidade, conforma mostrado na Tabela 8.
Como esperado, a solugéo de NaCl 0,9% (controle negativo) ndo demonstrou
efeito irritante, e os controles positivos, SDS 1% e NaOH 0 demonstraram

irritabilidade.

Tabela 8. Efeitos da nanoemulsdo de Ocimum gratissimum (NG) sobre o

potencial de irritacdo ocular pelo ensaio de CAM-TBS.

Formulagao Corante absorvido (ug) Classificagcao

NG 3,45 x 10° Nao irritante/irritante leve

NG branco 3,3x10° N&o irritante/irritante leve

NaCl 0,9% 2,85 x 10 Nao irritante/irritante leve

SDS 1% 9,15 x 10° Moderadamente irritante

Solugao NaOH 0,1N 8,45 x 10° Moderadamente irritante
3.12.3. Teste de fotohemodlise em glébulos vermelhos (Photo-RBC)

Os resultados dos efeitos hemoliticos da NG s&o apresentados na Figura
19. A NG apresentou um percentual de hemdlise consideravelmente reduzido
em comparagao aos controles positivos, tanto na auséncia quanto na presencga
de radiagao UVA. O grupo NG branco demonstrou altos indices de hemolise,
aproximando-se dos valores observados para o controle positivo com agua
destilada (H,O). A exposigao a radiagao UVA ndo aumentou significativamente
a hemdlise induzida pela NG, mantendo-se abaixo dos valores observados
para a clorpromazina (CPZ), que apresentou efeito hemolitico expressivo. A

analise estatistica indicou diferencas significativas entre os grupos testados.
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Figura 19. Efeito hemolitico da nanoemulsao de Ocimum gratissimum (NG) sob
exposicao (barras cinzas) e auséncia de exposigao (barras brancas) a radiagao
UVA (4 Jlcm?). A avaliagdo de hemolise foi conduzida para NG (30 ug/mL),
nanoemulséo sem 6leo essencial (NG branco), agua destilada (H,O, controle
positivo) e clorpromazina (CPZ, 60 pg/mL, controle positivo). Resultados
apresentados como média £+ DP de experimentos realizados em triplicata.

Analise estatistica conduzida por ANOVA seguida de teste de Tukey.

3.12.4. Efeitos da fototoxicidade da nanoemulsao sobre a viabilidade
de fibroblastos 3T3

A fototoxicidade da nanoemulsdo foi avaliada em fibroblastos de
camundongo 3T3 por meio do ensaio de vermelho neutro (NRU). Os resultados
obtidos indicaram que a NG nao apresentou efeitos fototoxicos nas
concentragbes avaliadas (1 e 10 pg/mL), com e sem exposi¢ao a radiagao UVA
(4 J/cm?) Figura 20).
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Figura 20. Efeito fototoxico da nanoemulsao de Ocimum gratissimum (NG) em
fibroblastos 3T3 com e sem exposigao a radiagdo UVA (4 J/cm?). A viabilidade
foi avaliada pelo ensaio de vermelho neutro (NRU) apds tratamento com NG
em diferentes concentragdes (1 e 10 yg/mL). Resultados expressos como

meédia = DP de experimentos realizados em triplicata.

4. DISCUSSAO

A crescente demanda por formulagdes cosméticas mais eficazes tem
impulsionado o desenvolvimento de sistemas avangados de liberagdo, como
as nanoemulsdes, reconhecidas por sua capacidade de aprimorar a
estabilidade, biodisponibilidade e desempenho biolégico de compostos
bioativos (Singh e Pulikkal, 2022). Este estudo apresenta uma abordagem
inovadora ao explorar o potencial da nanoemulsdo como estratégia para
otimizar a biodisponibilidade e estabilidade do OG, avaliando sua atividade
antioxidante, anti-inflamatéria e seu efeito cicatrizante.

A analise quimica revelou que os compostos majoritarios do OG foram
B-ocimeno, germacreno D e eugenol, respectivamente, demonstrando uma
composicao diversificada, uma vez que a literatura geralmente aponta o
eugenol como o principal constituinte dessa espécie. Essa variagao pode estar

relacionada a fatores genéticos, morfolégicos e ambientais, como local de
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cultivo, clima e método de extragao (Chimnoi et al., 2018). Dentre os compostos
identificados, B-ocimeno e germacreno D pertencem a classe dos terpenos,
enquanto o eugenol, um fenilpropanoide, se destaca por suas propriedades
antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatorias (Miranda et al., 2016;
Barboza et al., 2018).

A caracterizagao fisico-quimica das nanoemulsbées € essencial para
garantir sua estabilidade e eficacia biolégica. O tamanho das particulas
influencia diretamente na permeacao cutanea do ativo e sua biodisponibilidade
tépica, impactando na eficacia terapéutica da formulagéo (Singh et al., 2017).
Além disso, o indice de polidispersidade (PDI) reflete a uniformidade na
distribuicdo das particulas e o potencial Zeta determina a carga elétrica na
superficie, sendo, portanto, um indicador da estabilidade coloidal da
nanoemulsao (Patel et al., 2011; Wu et al., 2018).

A NG apresentou um PDI baixo (<0,3), indicando alta uniformidade das
particulas, e um potencial Zeta negativo, reforcando sua estabilidade coloidal.
O tamanho das particulas manteve-se dentro da faixa recomendada para
nanoemulsdes (10-500 nm) (Mushtaq et al., 2023), sendo 4°C a condigdo mais
estavel ao longo de 60 dias, com um aumento progressivo e controlado do
tamanho das particulas. Em 45°C, observou-se variagdo no tamanho das
particulas, sugerindo reorganizagdo molecular e instabilidade, possivelmente
pelo amadurecimento de Ostwald, fendmeno que promove o crescimento de
goticulas maiores pela migragao de moléculas de goticulas menores, causando
instabilidade da emulsdo em altas temperaturas (Chuacharoen et al., 2019).
Assim, 4°C foi a melhor temperatura de armazenamento, garantindo maior
estabilidade para aplicacdes cosméticas e terapéuticas.

Tanto o OG quanto NG demonstraram capacidade sequestradora de
radicais livres, evidenciando a preservacao do efeito antioxidante mesmo apds
o processo de nanoencapsulagdo. No entanto, diferentemente dos estudos de
Soundararajan et al. (2021) e Araujo et al. (2021), que relataram um aumento
na atividade antioxidante com a nanoencapsulagdo de O6leos essenciais,
nossos resultados n&o indicaram essa potencializagcédo. Apesar disso, destaca-
se que nao houve perda da atividade antioxidante, o que € um aspecto
relevante para o desenvolvimento de formulagdes cosméticas, garantindo a

estabilidade funcional do éleo essencial.
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O estresse oxidativo esta relacionado a processos inflamatodrios,
envelhecimento cutdneo e danos celulares, o que torna seu controle
fundamental para o desenvolvimento de formulagdes antioxidantes eficazes
(Huyut et al., 2017). Ensaios intracelulares, que avaliam os efeitos sobre a
producao ou inibicao de 6xido nitrico (NO), anion superoéxido (O,+7) e a protegao
contra danos oxidativos induzidos pelo perdxido de hidrogénio (H,0,), sédo
amplamente utilizados para avaliar o potencial antioxidante e auxiliar no
controle dessas espécies reativas (Soares et al., 2021).

Tanto NG quanto OG demonstraram efeitos de protegao contra danos
oxidativos induzidos pelo H,0O, e capacidade de reduzir os niveis de NO e O,
indicando que a nanoencapsulagao preservou os efeitos antioxidantes do 6leo
essencial, reforcando seu potencial na modulacdo do estresse oxidativo.
Estudos prévios sugerem que compostos fendlicos e terpenos presentes nos
Oleos essenciais podem modular essa resposta, contribuindo para a redugao
do estresse oxidativo e minimizagao dos danos celulares (Castro et al., 2022;
Shen et al., 2022).

No processo inflamatério, a ativagao de células imunolégicas, como
macrofagos, resulta na liberagao de citocinas pro-inflamatarias, incluindo TNF-
a, IL-6 e IL-1, que amplificam a resposta inflamatéria e favorecem danos
celulares (Arulselvan et al., 2016). Em nosso estudo, a avaliagdo da atividade
anti-inflamatéria revelou um achado crucial: NG demonstrou uma eficacia
superior a OG promovendo uma redugao significativa de TNF-a, IL-6 e IL-1,
enquanto o OG apresentou efeito significativo apenas na redugdo do TNF-a.
Esse resultado destaca o potencial da nanoencapsulagcdo como uma estratégia
promissora ndo apenas para preservar sua estabilidade, protegendo os
compostos bioativos da degradacdo e volatilizagdo, mas também para
potencializar os efeitos farmacoterapéuticos do 6leo essencial (Yan et al.,
2024).

A literatura indica que o eugenol, principal componente do OG, modula
a resposta inflamatodria através da inibicao da via NF-kB, reduzindo TNF-a e IL-
6 (Chimnoi et al., 2018). No caso da NG, os efeitos anti-inflamatérios podem ter
sido amplificados pela liberagao controlada e sustentada dos compostos ativos.

Além disso, os terpenos presentes no 6leo essencial também contribuem para
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a modulacao da inflamagao, como demonstrado no estudo de Marques et al.
(2019), que relataram a reducdo de TNF-a e IL-1a pelos terpenos.

A saude e integridade da pele dependem de mecanismos celulares nos
quais os fibroblastos sdo essenciais, pois sao responsaveis por produzir
colageno e promover o reparo tecidual. Portanto, alteragdes nos fibroblastos
podem comprometer a estrutura da pele (Nilforoushzadeh et al., 2022). Tanto
a NG quanto o OG demonstraram efeito significativo na proliferacao de
fibroblastos, sugerindo que seus compostos bioativos modulam vias de
sinalizagao no reparo tecidual, semelhante ao observado para o 6leo essencial
de Artemisia montana (Yoon et al., 2014). Ambas as amostras também
favoreceram o fechamento da ferida pela migracdo dos fibroblastos, com
destaque para o fechamento em 16 horas, superando outros estudos como o
de Antonescu et al. (2021), que relataram fechamento completo em 48 horas.
Estudos anteriores indicam que compostos fendlicos e terpenos desempenham
um papel relevante na modulagdo da migragdo celular, favorecendo um
fechamento mais rapido de feridas (Fronza et al., 2009).

De forma inédita, o OG foi avaliado quanto ao seu potencial clareador,
tendo como base a inibicdo da tirosinase, um dos principais mecanismos
reguladores da produgdo de melanina. Essa caracteristica é particularmente
relevante para formulagbes cosméticas voltadas a uniformizagcdo do tom da
pele e ao tratamento de hiperpigmentagdes (Baber et al., 2023).

Os resultados do ensaio de inibicdo da tirosinase indicaram que o OG
apresentou uma excelente atividade inibitéria enzimatica de forma dose-
dependente com percentual de inibicdo proximo ao acido kéjico, porém em
concentracdes 10x menores. Essa inibicdo enzimatica pode estar associada a
presenga de compostos fendlicos, que possuem estrutura quimica semelhante
a tirosina e podem competir pelo sitio ativo da enzima, impedindo a oxidagao
completa da tirosina e, consequentemente, reduzindo a sintese de melanina
(Vieira et al.,, 2015). Esses achados sugerem um possivel potencial
despigmentante e clareador do OG. No entanto, estudos adicionais sao
necessarios para confirmar seu mecanismo de ag¢ao, especialmente na forma
nanoestruturada.

Para garantir a segurangca das formulagdes cosméticas antes da

comercializacao, € essencial realizar avaliagbes rigorosas para prevenir danos



62

a pele, como irritagdes, sensibilizagdes, toxicidade celular e reagcbes adversas
a radiacdo UV. Formulagbes inadequadas podem comprometer a pele,
resultando em inflamacbdes, danos oxidativos e alteragdes na matriz
extracelular. Assim, os testes de seguranga sao fundamentais para assegurar
a tolerabilidade dos produtos, proteger os consumidores e atender as
regulamentagdes sanitarias (Chorilli et al., 2009; Brasil, 2012).

Os métodos in vitro desempenham um papel crucial nesse processo,
pois permitem avaliar potenciais efeitos adversos sem a necessidade de testes
em animais, alinhando-se as diretrizes éticas e regulatérias globais. Testes
como o HET-CAM e CAM-TBS sao utilizados para avaliar a irritabilidade ocular
e cutanea, enquanto ensaios de fototoxicidade, utilizando fibroblastos 3T3,
determinam a seguranga da exposi¢ao do produto a luz UV. A avaliagdo da
fotohemolise também é um parametro crucial, pois permite identificar danos
aos eritrocitos induzidos pela luz, promovendo a formacéo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), que causam danos nas membranas celulares dos
eritrocitos e resultam em hemodlise (Brasil, 2012).

Nesse estudo, a NG apresentou irritabilidade baixa no CAM-TBS,
enquanto no ensaio HET-CAM apresentou irritabilidade moderada. Essa
diferenca pode estar relacionada ao alto percentual do emulsificante utilizado
(15%) e as possiveis limitagdes na concentragao testada. Surfactantes como o
polissorbato 80 amplamente empregados em nanoemulsdes devido a sua
capacidade de reduzir a tensdo interfacial e estabilizar o sistema podem
comprometer a integridade da barreira cutanea, causando irritagéo (Salomon e
Giordano-Labadie, 2022). Assim, em formulag¢des tdpicas destinadas a pele,
seu uso na regido dos olhos deve ser evitado, especialmente em produtos
cosmeéticos de aplicagao periorbital.

A avaliagao da hemolise é crucial para determinar a biocompatibilidade
de formulagdes nanoestruturadas, sendo um método amplamente utilizado
para estimar a toxicidade de surfactantes e formulag¢des. Esse ensaio ajuda a
prever danos aos eritrécitos in vivo, que podem levar a efeitos adversos
sistémicos, especialmente em produtos topicos (Aparicio et al., 2005). No
presente estudo, a NG mostrou um percentual de hemdlise reduzido em
comparagao aos controles positivos, indicando um perfil de seguranga

adequado. Além disso, a exposicdo a radiacadto UVA nao aumentou
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significativamente a hemdlise induzida pela NG, demonstrando seu potencial
protetor contra a luz e sua estabilidade frente a radiagcdo. Esses resultados
sugerem que a nanoemulsao tem baixa propensao a gerar espécies reativas
de oxigénio, minimizando danos as membranas celulares e tornando-a mais
segura para aplicagdes topicas.

A fototoxicidade é uma reagdo cutanea aguda desencadeada pela
interacado entre uma substancia quimica e a exposigao a radiagao ultravioleta
(UV) ou visivel, resultando em danos celulares na area exposta (Chorilli et al.,
2009). No presente estudo, a seguranca da NG foi avaliada por meio de testes
in vitro de irritabilidade e fototoxicidade, sendo pioneira na avaliagdo desses
parametros para esta formulagdo. A analise da fototoxicidade em fibroblastos
3T3 demonstrou que a nanoemuls&do ndo induziu efeitos toxicos significativos
ap6s exposicdo a radiagdo UV, sugerindo que sua composi¢ao rica em
antioxidantes pode conferir protegdo contra danos oxidativos (Gupta, 2015).

Esses achados corroboram estudos anteriores, como o de Zanatta et al.
(2010), que relataram auséncia de fototoxicidade em emulsées contendo 6leo
de buriti (Mauritia flexuosa), efeito atribuido a presenga de compostos
antioxidantes. De maneira semelhante, nanoemulsdes formuladas com éleo de
Punica granatum demonstraram capacidade de proteger queratinocitos HaCaT
contra danos ao DNA induzidos por UVB (Baccarin et al., 2015).

Dessa forma, os resultados obtidos indicam a segurancga da formulagéo
e seu potencial para aplicagdes topicas. No entanto, a irritabilidade moderada
no ensaio HET-CAM sugere a necessidade de ajustes na concentragdo ou no
sistema emulsificante. Além disso, a auséncia de testes in vivo e de
investigacbes sobre estabilidade a longo prazo refor¢ca a importancia de
estudos adicionais para validar o uso seguro e eficaz da NG em formulagdes

cosméticas.

5. CONCLUSAO

O presente estudo pioneiro desenvolveu e caracterizou a NG avaliando
sua estabilidade, seguranga e propriedades biolégicas. A analise da
composic¢ao quimica do OG revelou a predominancia de terpenos e compostos

fendlicos, substancias amplamente reconhecidas por suas potentes atividades
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biolégicas. A formulacdo desenvolvida demonstrou estabilidade adequada,
evidenciada por métodos de caracterizacao fisico-quimica, com énfase nos
testes realizados a temperatura de 25°C, 0 que assegura sua viabilidade para
aplicagdes cosmeéticas e terapéuticas em condi¢gdes ambientais tipicas.

Nos testes in vitro de atividade biologica, tanto o 6leo essencial quanto
a nanoemulsdo apresentaram efeitos antioxidantes significativos. No entanto,
a andlise da atividade anti-inflamatdria relevou um achado relevante, na qual a
NG mostrou eficacia superior a OG, reduzindo significativamente os niveis de
TNF-a, IL-6 e IL-1, enquanto a OG apresentou um efeito significativo apenas
na diminuicdo do TNF-a. Esse desempenho superior reflete a potencializacao
dos efeitos anti-inflamatérios pela formulagdo nanoestruturada, que
proporcionou uma liberagdo mais controlada e direcionada dos bioativos. A
avaliagao dos efeitos sobre fibroblastos mostrou que tanto OG quanto NG
promoveram aumento da proliferagdo e migragao celular, sugerindo potencial
para o tratamento de cicatrizes e estimulo a regeneragéo celular. O OG também
demonstrou inibi¢gao significativa da tirosinase, sugerindo um possivel efeito
clareador. Entretanto, a nanoemulsao nao foi testada nesse ensaio, o que abre
oportunidade para investigagdes futuras sobre seu potencial clareador.

A avaliagédo de segurancga revelou que a nanoemulsdo ndo apresentou
fototoxicidade e teve baixo efeito hemolitico, indicando boa biocompatibilidade.
No entanto, a irritabilidade moderada observada no ensaio HET-CAM sugere
que ajustes na concentracao ou na formulagdo podem ser necessarios para
minimizar possiveis reagdes adversas, especialmente em produtos destinados
a area dos olhos.

Em resumo, os resultados obtidos demonstraram que a nanoemulsao
formulada com OG apresentou maior estabilidade e eficacia biolégica em
comparacao ao 6leo essencial isolado, corroborando a hipotese proposta. A
nanoemulsao se destacou, principalmente, por manter a estabilidade quimica
e proteger os compostos ativos contra degradagéo oxidativa e térmica, o que
se reflete na conservagao das propriedades biolégicas do 6leo, com énfase em
sua superior atividade anti-inflamatoria. Isso evidencia seu grande potencial
para aplicacdes cosméticas e terapéuticas, oferecendo uma forma mais estavel
e eficaz de liberar os compostos bioativos. No entanto, sdo necessarios estudos

adicionais para validar sua eficacia em modelos mais complexos, avaliar sua
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estabilidade a longo prazo e otimizar sua formulacdo, assegurando sua

seguranca e eficacia em produtos cosméticos.

6.
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