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RESUMO 

 

O ácido azelaico é um fármaco amplamente utilizado como tratamento em diversas 

doenças de pele, como acne, rosácea e melasma. A utilização de sistemas 

nanoestruturados para aplicação tópica se mostra interessante visto que o menor 

tamanho de partícula proporciona uma melhor entrega de fármacos até o seu sítio 

de ação. É promissor o desenvolvimento de formulações capazes de diminuir os 

efeitos adversos do ácido azelaico e intensificar sua eficácia no tratamento de 

desordens pigmentárias da pele, aliado ao desenvolvimento de uma formulação com 

controle de permeação e perfil sensorial que facilite a adesão ao tratamento. O 

objetivo do presente trabalho é desenvolver uma nanoemulsão contendo ácido 

azelaico e realizar ensaios da tirosinase, permeação cutânea e análise sensorial da 

formulação desenvolvida. A nanoemulsão foi preparada através da técnica de 

homogeneização a alta velocidade. A caracterização físico-química avaliou os 

parâmetros de diâmetro médio de partícula e distribuição do tamanho de partícula 

pela técnica de difração de laser, o potencial zeta foi medido por mobilidade 

eletroforética, o pH por potenciometria e teor e eficiência de encapsulação por 

CLAE. A morfologia foi observada por microscopia eletrônica de transmissão. A 

nanoemulsão foi estável por 30 dias a 30°C/ 65% UR. A formulação apresentou teor 

de 10 mg/mL, tamanho de partícula de 419 ± 23 nm, distribuição monomodal, 

eficiência de encapsulação de 84,65%, potencial zeta de -10,9 ± 0,44 mV e pH de 

5,01 ± 0,01. Para verificar a eficácia despigmentante da formulação foi realizado o 

ensaio in vitro de inibição de tirosinase, onde a nanoemulsão se mostrou mais eficaz 

que o controle com o fármaco na sua forma livre. O ensaio de permeação cutânea in 

vitro em células de difusão de Franz foi realizado com pele de orelha de porcos 

durante 24 horas e ele demonstrou que a formulação nanotecnológica conseguiu 

atingir as camadas mais profundas da pele (epiderme viável e derme), permitindo 

que o fármaco alcance o seu sítio de ação, facilitando a inibição da síntese de 

melanina. Foi realizada análise sensorial descritiva, com 16 voluntários 

demonstrando que a formulação apresentou maior espalhabilidade e menor brilho 

que um produto já disponível no mercado. Portanto, a nanoemulsão desenvolvida se 

mostra promissora para utilização no tratamento de melasma, inclusive o dérmico. 

 

Palavras-chave: Nanoemulsão. Ácido azelaico. Melasma. 



 

  

 



 

  

ABSTRACT 

 

Technological development of an azelaic acid-loaded nanoemulsion and evaluation 

of its tyrosinase inhibition, skin permeation and sensory profile 

Azelaic acid is a drug commonly used in the treatment of several skin diseases such 

as acne, rosacea and melasma. Nanostructured systems for topical application are 

interesting because its smaller particle size lead to a better drug delivery to its action 

site. Therefore, it is promising to develop formulations able to lower azelaic acid’s 

side effects and increase its efficacy as a skin whitening agent as well as control its 

permeation and shows a sensory profile that helps with patient adherence. The aim 

of the present work is to develop an azelaic-acid loaded nanoemulsion, evaluating its 

tyrosinase inhibition, skin permeation and sensory profile. The nanoemulsion was 

prepared using high shear homogenization. Its characterization was conducted 

evaluating the average particle diameter through laser diffraction, the zeta potential 

by eletrophoretic mobility, pH by potentiometry and drug content and encapsulation 

efficiency by HPLC. The morphology of the nanoemulsion was observed by 

transmission electron microscopy. The product was stable for 30 days at 30°C/ 65 % 

RH. The theoretical drug content was 10 mg/mL and the particle size 419 ± 23 nm 

with a monomodal distribution profile, encapsulation efficiency of 84,65% and the 

zeta potencial was -10,9 ± 0,44 mV while the pH was 5,01 ± 0,01. To evaluate the 

formulation’s whitening efficacy, tyrosinase inhibition was calculated and the azelaic-

acid loaded nanoemulsion was more effective than the control with the drug in its free 

form. The in vitro permeation study using Franz diffusion cells was conducted for 24 

hours, using pig ear skin and showed that the formulation was able to permeate 

through the skin and reach the deeper layers (viable epidermis and dermis), allowing 

the drug to reach its action site, improving the melanin synthesis inhibition. To help 

understand the sensory profile of the nanoemulsion, a descriptive sensory evaluation 

was conducted with 16 volunteers. The nanoemulsion’s sensory profile showed a 

better spreadability and lower shine comparing with a product already available in 

pharmacies. Hence, the azelaic acid-loaded nanoemulsion developed in this word 

seems to be promising as a treatment for pigmentary skin disorders as dermal 

melasma.  

 

Keywords: Nanoemulsion. Azelaic acid. Melasma. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O ácido azelaico (AzA) é um ácido dicarboxílico amplamente utilizado em 

doenças da pele, como acne, rosácea e melasma (GUPTA, 2005; HABIF, 2012; 

LOWE et al., 1998; SARKAR; BHALLA; KANWAR; 2002). Apresenta propriedades 

queratolíticas, antibacterianas, anti-inflamatórias, antioxidantes e despigmentantes 

(DRAELOS; KAYNE, 2008; GUPTA, 2005). Seu mecanismo de ação ainda não foi 

completamente elucidado.  Tem sido relatado o surgimento de efeitos adversos 

como queimação, coceira e ardência (REIS et al., 2013; SARKAR; BHALLA; 

KANWAR; 2002; THIBOUTOT; THIEROFF-EKERDT; GRAUPE, 2003). 

A diminuição dos efeitos adversos, aliado ao aumento da eficácia e busca de 

um perfil sensorial que favoreça a adesão ao tratamento são fatores importantes a 

se considerar no desenvolvimento de uma formulação.  Neste contexto, o uso da 

nanotecnologia está relacionado com uma melhora de diversos aspectos das 

formulações farmacêuticas. Sistemas nanoestruturados, em produtos de uso tópico 

podem servir de reservatório para substâncias lipídicas, prolongando e controlando a 

liberação cutânea de substâncias, além de melhorar a adesividade e tempo de 

permanência destas substâncias na pele (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; ALVES et 

al., 2007; CONTRI et al., 2011a; JAEGER et al., 2007). A nanotecnologia pode 

alterar o perfil sensorial de formulações e aumentar a eficácia de ativos 

dermatológicos (KÜLKAMP-GUERREIRO et al., 2013). 

A utilização de sistemas nanoestruturados para aplicação tópica se mostra 

interessante visto que o menor tamanho de partícula proporciona uma maior 

estabilidade da nanoemulsão quando comparada à macroemulsões. Também, as 

nanoemulsões são mais eficientes na entrega de fármacos através da pele já que a 

grande área superficial e o tamanho de partícula reduzido do sistema proporciona 

uma maior eficiência na penetração de ativos (TADROS et al., 2004). Até o 

momento, as poucas publicações científicas que exploram o AzA em nanoestruturas 

avaliam somente sua atividade antiacne e no tratamento da rosácea, sem explorar o 

uso do fármaco como despigmentante. Além disto, não há relato do fármaco em 

nanoemulsão, somente em microemulsão, nanocápsulas poliméricas ou sistemas 

vesiculares contendo fosfolipídios (MA et al., 2015; REIS et al., 2013; SHAH et al., 

2015). 
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Os tratamentos existentes contra o melasma reduzem somente a melanina 

presente na epiderme. Não há tratamentos disponíveis que consigam tratar o 

melasma dérmico, considerado de difícil resolução (BOLANCA et al., 2008). Assim, a 

utilização do AzA em uma nanoformulação que consiga promover uma maior 

penetração e permeação dérmica, atingindo as camadas mais profundas da pele se 

mostra bastante promissor. O trabalho de Reis e colaboradores (2013) não avaliou a 

permeação cutânea de suas nanopartículas, mas avaliou a atividade antiacne do 

AzA, que foi similar à formulação com o fármaco na sua forma livre. Já a 

microemulsão desenvolvida por Ma e colaboradores (2015) atingiu um aumento da 

permeação cutânea do AzA, porém avaliaram somente a atividade anti-rosácea. Os 

sistemas avaliados por Shah e colaboradores (2015) também ficaram mais retidos 

no estrato córneo do que nas camadas mais profundas da pele e somente os 

invasossomas conseguiram uma maior eficácia antiacne que o controle não-tratado. 

Para o presente trabalho, foram escolhidos os tensoativos poloxamer 407 e 

monooleato de sorbitano (Span® 80), que, apesar de serem muito comuns na 

preparação de nanoemulsões, a combinação dos mesmos em uma única formulação 

ainda não foi descrita na literatura. Como núcleo oleoso da nanoemulsão 

desenvolvida neste trabalho, foi escolhido o óleo de arroz. Suas frações 

insaponificáveis possuem altos níveis de tocoferóis, tocotrienóis e gama-orizanol, os 

quais apresentam atividade antioxidante (BERNARDI et al., 2011; RIGO et al., 2014). 

A exposição à radiação UV pode causar peroxidação lipídica gerando radicais livres, 

o que poderia estimular os melanócitos a produzir melanina (BOLANCA et al., 2008). 

Assim, a utilização de um óleo rico em antioxidantes é interessante como 

coadjuvante ao tratamento de melasma.  

Assim, também, é relevante citar que ambas as formulações possuem em sua 

composição o ácido hialurônico (AH), que é um polissacarídeo aniônico encontrado 

naturalmente na matriz extracelular de certos tecidos. O AH pode hidratar o estrato 

córneo, abrindo rotas de penetração e, com isto, facilitar o transporte transdérmico. 

Além disto, os receptores de AH são altamente expressados nos queratinócitos da 

epiderme e fibroblastos da derme (HAN et al., 2015; JUNG et al., 2014). Atrux-Tallau 

e colaboradores (2014) realizaram um estudo que analisou a utilização de ligantes 

auto-organizáveis em nanoemulsões. Foi possível verificar que a nanoemulsão 

contendo como ligante o AH reduziu significativamente a síntese de melanina. Já 

que nenhum dos sítios receptores do AH parece ter envolvimento na melanogênese, 
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o autor concluiu que o ligante de AH não afetou o conteúdo de melanina, mas 

melhorou a atividade da nanoemulsão, aumentando a interação com os melanócitos. 

Por isto, a utilização de AH se mostra interessante para o presente trabalho, pois 

pode melhorar a eficácia despigmentante do AzA através do aumento da interação 

com os melanócitos.  

Assim, o presente trabalho visa desenvolver nanoemulsão inovadora 

contendo AzA, contemplando o desenvolvimento farmacotécnico e o estudo de 

parâmetros relacionados com a adesão, a eficácia e a segurança do tratamento. 

Desta forma, o presente trabalho inclui a realização da análise sensorial e o perfil de 

permeação cutânea de uma nanoemulsão desenvolvida com uma combinação 

inédita de tensoativos, capaz de estabilizar o AzA em uma nanoformulação.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver nanoemulsão inovadora de AzA e avaliar suas características 

físico-químicas, inibição da tirosinase, perfil de permeação cutânea e sensorial. 

  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Preparar e avaliar nanoemulsão inovadora de AzA, avaliando a distribuição de 

tamanho de partículas, potencial zeta, pH, teor e eficiência de encapsulação; 

• Avaliar a inibição in vitro da tirosinase da nanoemulsão de AzA em 

comparação ao fármaco na sua forma livre;  

• Avaliar o perfil de permeação cutânea in vitro do AzA veiculado na formulação 

desenvolvida em comparação ao fármaco livre; bem como o papel da 

presença de AH na nanoformulação;  

• Avaliar o perfil sensorial da nanoemulsão desenvolvida em comparação a um 

produto disponível no mercado. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 MELASMA E PELE 

 

A pele é o maior órgão do corpo humano, contemplando em torno de 15% do 

peso total de um adulto (KANITAKIS, 2002). Ela pode ser dividida em três camadas: 

epiderme, derme e tecido subcutâneo (HABIF, 2012).  

O estrato córneo é a camada mais externa da epiderme e é responsável pela 

função barreira, sendo a menos permeável das camadas da pele (HABIF, 2012; 

JAMES; BERGER; ELSTONS, 2016). Abaixo do estrato córneo encontra-se a 

chamada epiderme viável que se localizam os melanócitos, células responsáveis 

pela produção de melanina (HABIF, 2012; NAIK; KALIA; GUY, 2000). 

O melasma é uma desordem pigmentária que acomete a pele principalmente 

na testa, bochechas e queixo. Também chamado de cloasma, é caracterizado por 

máculas de coloração marrom escura (Figura 1) e acomete mais mulheres do que 

homens (BOLANCA et al., 2008). 

 

 
Figura 1 – Paciente com melasma na área da bochecha, demonstrando a pigmentação irregular  

Fonte: Sheth; Pandya (2011a). 

 

A sua patofisiologia não está completamente elucidada, entretanto vários 

fatores são descritos como contribuidores para o aparecimento do melasma, como 

exposição à luz ultravioleta, predisposição genética, gravidez, uso de contraceptivos 

orais, disfunções endócrinas, tratamentos hormonais e até cosméticos ou 
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medicamentos que contém agentes fototóxicos (SARKAR; BHALLA; KANWAR; 

2002). 

Conforme Cestari e colaboradores (2009), as manchas provocadas pelo 

melasma podem ser divididas em quatro grupos: epidérmicas, dérmicas, epidérmica-

dérmica e tipo indeterminado. Este último acomete pacientes com tipo de pele V e 

VI, de acordo com a classificação de Fitzpatrick. Já o tipo epidérmico é o mais 

comum e mais facilmente tratável e se caracteriza por um aumento da melanina na 

epiderme. O tipo dérmico é menos responsivo às terapias convencionais e apresenta 

na derme macrófagos carregados com melanina. O tipo misto apresenta melasma 

tanto do tipo epidérmico quanto do dérmico. 

O tratamento mais convencional e “padrão ouro” contra o melasma é o uso 

tópico de hidroquinona devido a sua atividade inibitória da tirosinase, entretanto 

outros fármacos também são amplamente utilizados, como mequinol, retinóides, 

corticosteroides, ácido kójico, ácido ascórbico, arbutin e AzA (BOLANCA et al., 2008; 

CESTARI et al., 2009; RENDON; BARKOVIC, 2016; SARKAR; BHALLA; KANWAR; 

2002; SHETH; PANDYA, 2011b).  

A maioria das terapias descritas na literatura reduz somente a melanina 

presente na epiderme. O melasma dérmico é de difícil resolução e não há 

tratamentos que consigam remover o pigmento presente na derme. Entretanto, a 

fonte do pigmento dermal é de origem epidermal então inibindo a melanogênese 

epidermal por longos períodos o pigmento presente na derme pode diminuir 

(BOLANCA et al., 2008). 

 

3.2 ÁCIDO AZELAICO 

 

Ácido azelaico (ácido 1,7-heptanedicarboxicílico, AzA) é um ácido 

dicarboxílico utilizado no tratamento de doenças de hiperpigmentação e da acne 

(GUPTA, 2005; LOWE et al., 1998).  

A Figura 2 mostra a estrutura molecular do AzA.  

 

 
Figura 2 – Estrutura molecular do AzA 

Fonte: SciFinder (2017). 
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O mesmo possui pKa de 4,47 à 25°C, densidade de 1,251 g/cm3 e baixa 

solubilidade em água (logP de 1,196) (SCIFINDER, 2017).  

O AzA possui propriedades queratolíticas, antibacterianas e anti-inflamatórias 

(HABIF, 2012) bem como propriedades antioxidantes e despigmentantes 

(DRAELOS; KAYNE, 2008; GUPTA, 2005). Pode ser utilizado para tratar acne, 

rosácea e melasma (HABIF, 2012; LOWE et al., 1998; SARKAR; BHALLA; 

KANWAR; 2002). 

Aparentemente, apresenta poucos efeitos adversos, não severos (SARKAR; 

BHALLA; KANWAR; 2002). Entretanto, um estudo relacionou o aparecimento de 

sensação de queimação, coceira e ardência em 38% dos pacientes que utilizaram 

uma formulação em gel com 15% de AzA, em comparação ao veículo sem fármaco 

(THIBOUTOT; THIEROFF-EKERDT; GRAUPE, 2003). Assim, mesmo possuindo 

efeitos adversos considerados leves, os mesmos podem interferir na aderência do 

paciente ao tratamento (REIS et al., 2013). 

Apesar de todas as propriedades já descritas, o mecanismo de ação do AzA 

ainda não foi completamente elucidado. Um estudo apontou que o AzA consegue 

modular a resposta inflamatória em queratinócitos normais de humanos 

(MASTROFRANCESCO et al., 2010). Além disto, sua ação despigmentante se dá 

por ser um inibidor da tirosinase e assim inibir a produção de melanina (DRAELOS; 

KAYNE, 2008; GUPTA, 2005; KADUNC et al., 2013; SHETH; PANDYA, 2011b). 

Outro estudo, mais recente, demonstrou que a ação terapêutica do AzA na rosácea 

pode incluir a inibição da catelicidina e da enzima KLK5, que possuem papéis 

importantes na patofisiologia da doença (CODA et al., 2013). É interessante 

mencionar que o AzA não possui efeito despigmentante na pele com pigmentação 

normal; esta especificidade pode se dar por ele ter um efeito seletivo somente nos 

melanócitos anormais (BANDYOPADHYAY, 2009). 

Vale salientar que o AzA é pode ser utilizado durante a gravidez pois é 

classificado pelo Food and Drug Administration (FDA) como categoria B, ou seja, em 

estudos com animais o AzA não mostrou teratogenicidade, todavia, não há estudos 

deste tipo em humanos (CHIEN et al., 2016; FDA, 2017). 
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3.3 SISTEMAS NANOESTRUTURADOS 

 

O uso da nanoencapsulação de ativos para melhorar aspectos das 

formulações farmacêuticas é amplamente encontrado na literatura. Dentre esses 

aspectos podemos citar que a nanoencapsulação pode potencializar a ação de 

inúmeros fármacos, pode fornecer um controle da liberação de fármacos em sítios 

específicos e pode reduzir a toxicidade e degradação das substâncias (MORA-

HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). 

Os tipos mais comuns de nanopartículas estudadas para aplicação tópica são 

as baseadas em sistemas lipídicos, como as nanopartículas lipídicas sólidas, 

carreadores lipídicos nanoestruturados e nanoemulsões (CONTRI et al., 2011a).   

As nanoemulsões são dispersões finas óleo-em-água, com gotículas entre 

100 e 600 nm (BOUCHEMAL et al., 2004). Apresentam menor tendência a 

sedimentação e cremeação (SOLANS et al., 2005). As nanoemulsões possuem uma 

maior capacidade de penetrar e/ou permear na pele quando comparadas com as 

nanocápsulas. Este fato, provavelmente, se deve pela sua flexibilidade e ausência 

de polímero, o qual possui uma afinidade pelo estrato córneo. Além disto, os 

sistemas nanoemulsionados são aplicados para melhorar a solubilidade de ativos 

lipofílicos (CONTRI et al., 2011a). As técnicas mais conhecidas para formação de 

nanoemulsão são a utilização de métodos de alta e baixa energia de emulsificação 

(TADROS et al., 2004). Geralmente nos métodos que utilizam alta energia de 

emulsificação, o primeiro passo é preparar uma macroemulsão O/A e então esta 

emulsão é convertida em nanoemulsão através do uso de equipamentos específicos, 

como homogeneizador a alta pressão ou de alta velocidade (GUPTA et al., 2016). 

 

3.4 ESTUDOS DE PRÉ-FORMULAÇÃO 

 

Para uma elaboração mais racional de nanoemulsão, utiliza-se alguns 

recursos como o cálculo de equilíbrio hidrófilo-lipófilo requerido para a emulsão e a 

construção de diagrama ternário de fases. O conceito de equilíbrio hidrófilo-lipófilo 

(EHL) foi introduzido por Griffin em 1949. Visto que emulsionantes consistem em 

uma molécula com grupos hidrofílicos e lipofílicos, o equilíbrio do tamanho e força 

destes grupos pode ser chamado de EHL. Este sistema permite selecionar o 

emulsionante mais eficaz para o tipo de emulsão desejado (GRIFFIN, 1949). O valor 
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de EHL de um tensoativo representa as proporções relativas das partes hidrofílicas e 

lipófilicas. Sendo assim, quando o valor de EHL é elevado, significa que a substância 

possui mais propriedades hidrofílicas e quando o EHL é baixo, possui mais 

propriedades lipofílicas (BERGENSTÅHL, 2008; BILLANY, 2008; LACHMAN; 

LIEBERMAN; KANIG, 2010). Pode-se verificar na Tabela 1, a faixa de EHL requerido 

de algumas substâncias, de acordo com a sua utilização, conforme Griffin (1949). 

 

Tabela 1 – Faixa de EHL de acordo com o uso de substâncias 

Faixa de EHL Uso 

4 – 6 Emulsionantes A/O 

7 – 9 Agentes molhantes 

8 – 18 Emulsificantes O/A 

13 – 15 Detergentes 

15 – 18 Solubilizantes 

Fonte: Griffin (1949). 

 

Outra ferramenta que auxilia no desenvolvimento de nanoemulsões é o 

diagrama de fases.  Este consiste em um diagrama ternário que ilustra os efeitos 

das diferentes concentrações de solubilizado, solvente e tensoativo. Sua construção 

permite verificar qual é a concentração ideal de tensoativo para determinado sistema 

(BILLANY, 2008; BORBA; SANTANA, 2007). 

O diagrama é composto por três eixos, um para cada componente, 

representando de 0 a 100% do mesmo. O ponto A como mostra a Figura 3 ilustra um 

diagrama terciário onde se tem uma formulação com 50% de solubilizado, 20% de 

tensoativo e 30% de água. 

 
Figura 3 – Diagrama ternário de fases 
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Fonte: adaptado de Billany (2008). 

 

Para o presente trabalho, foram escolhidos os tensoativos monooleato de 

sorbitano e o poloxamer 407 e. O monooleato de sorbitano (Span® 80) é um 

tensoativo não iônico com baixo valor de EHL (BILLANY, 2008). Outro surfactante 

não iônico também utilizado para estabilização de nanoemulsões é o poloxamer 407 

(Pluronic® ou Lutrol® F127), que é um copolímero em tri-bloco de polioxietileno-

polioxipropileno (PATEL, A. R.; PATEL, R. P.; PATEL M. M., 2009). Este tipo de 

polímero, com uma cadeia hidrofílica longa e um bloco hidrofóbico menor produz 

emulsões do tipo óleo-em-água devido ao seu alto EHL (TORCELLO-GÓMEZ et al., 

2014). Até o presente momento, não há na literatura relatos da utilização 

concomitante destes dois tensoativos com o objetivo de formar nanoemulsão. 

 

3.5 ESTUDOS DE EFICÁCIA E ANÁLISE SENSORIAL DE PRODUTOS 

DERMATOLÓGICOS 

 

No presente trabalho, para avaliar a eficácia in vitro da nanoemulsão como 

agente despigmentante, foi utilizado o ensaio de inibição da tirosinase. A tirosinase é 

uma enzima que exerce um papel importante na síntese de melanina já em suas 

primeiras etapas. Esta enzima catalisa a reação de oxidação de dois substratos - L-

tirosina e L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) – em dopaquinona. Este passo é 

limitante do processo de síntese da melanina visto que as reações subsequentes 

ocorrem espontaneamente em pH fisiológico. A dopaquinona é auto-oxidada em 

dopachrome que eventualmente é convertido em melanina (CHANG, 2009; 

SCHALLREUTER et al., 2008). Um esquema das reações que ocorrem durante a 

melanogênese pode ser verificado na Figura 4, conforme Chang (2009). 
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Figura 4 – Rota biossintética da melanina  

Fonte: Chang (2009). 

   

Assim, o ensaio de eficácia despigmentante com tirosinase de cogumelo se 

baseia na determinação colorimétrica da quantidade de DOPAchrome na presença e 

na ausência da nanoemulsão. 

Um ensaio que está relacionado tanto à análise da eficácia quanto da 

segurança é o estudo da permeação cutânea. Apesar de alguns autores acreditarem 

que a absorção percutânea não contribua significantemente para a 

biodisponibilidade de substâncias, a determinação da absorção cutânea deve ser 

avaliada para predizer o risco sistêmico da exposição cutânea a determinados 

produtos (BARTOSOVA; BAJGAR, 2012). 

A técnica para avaliação de permeação cutânea através da utilização de 

célula de difusão de Franz é um método in vitro reconhecido por agências 

regulatórias (AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA – ANVISA, 2015; 

ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT – 

OECD, 2004). Este método consiste em medir a difusão de substâncias através da 

pele até um fluido receptor. Há a possiblidade de utilização de pele não viável para 

medir somente a difusão ou de pele ativa para medir tanto a difusão quanto o 

metabolismo cutâneo. Estes modelos são bastante úteis quando utilizados como um 

método de comparação de drug delivery através da pele por diferentes formulações 

e, ao mesmo tempo, pode-se ter uma ideia de como seria a absorção percutânea 

em humanos (OECD, 2004). 



34 

 

  

Complementarmente à análise da eficácia e segurança, a avaliação da 

aceitabilidade é importante no desenvolvimento dos produtos. A análise sensorial é 

uma ciência multidisciplinar que abrange a medida, a interpretação e o entendimento 

das respostas humanas às propriedades de produtos percebidas através dos cinco 

sentidos, e tem demonstrado grande importância no desenvolvimento de produtos 

cosméticos que satisfaçam o consumidor (MARTENS, 1999; NORONHA et al., 2008; 

PENSÉ-LHÉRITIER, 2008).   

A análise sensorial permite obter informações que não são detectadas por 

procedimentos analíticos, como, por exemplo, a aceitabilidade de um produto e a 

intenção de compra por consumidores (ANCONI; CAMPOS, 2007; CHORILLI et al., 

2009; GONÇALVES; OLIVEIRA, 2008). Na área farmacêutica, reconhece-se a 

importância da análise sensorial na aceitabilidade de cosméticos, que reflete 

diretamente na adesão ao uso do produto (ALMEIDA; GAIO; BAHIA, 2008; 

GONÇALVES; OLIVEIRA, 2008; NORONHA et al., 2008; PARENTE; GÁMBARO; 

ARES, 2008; STEBBINS; ALEXIS; LEVITT, 2008). Assim sendo, a avaliação 

sensorial é indispensável na pesquisa e inovação de produtos cosméticos (PENSÉ-

LHÉRITIER, 2008; ZENG; RUAN; KOEHL, 2008). 

Existem três tipos de análise sensorial: descritiva, discriminativa e afetiva. O 

teste discriminativo é utilizado quando se deseja verificar se as amostras são iguais 

ou diferentes visto que avalia atributos através da discriminação simples 

(MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999). Os testes afetivos, também chamados de 

testes de consumidores, são conduzidos a partir de testes de preferência ou 

aceitabilidade. Estes dois tipos de testes sensoriais são realizados pelos próprios 

consumidores e são utilizados quando se requer avaliar a aceitação e 

agradabilidade, porém sem dar importância às intensidades das sensações 

(MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999). Já a análise descritiva traduz uma 

informação qualitativa em um dado numérico, aplicando um desenho estatístico 

experimental e condições de testes controladas. Trabalhar com dados numéricos 

tem a vantagem de que eles podem ser analisados estatisticamente com maior 

facilidade (OIRSCHOT; TOMLINS, 2002). Nesta técnica, os atributos são 

identificados e quantificados por julgadores treinados especificamente para este 

propósito. Deve ser utilizada quando se necessita de informações detalhadas sobre 

os atributos de produto, como para obter uma documentação das características 

sensoriais, identificação e quantificação dos atributos sensoriais para orientação de 
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uma pesquisa, comparação entre produtos similares e também quando se quer um 

padrão ou referência para controle de qualidade ou desenvolvimento de novos 

produtos (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAIS 

 

4.1.1 Matérias-primas 

 

• Acetato de amônio – Synth; 

• Ácido acético – Synth; 

• Ácido azelaico – Sigma-Aldrich; 

• Ácido hialurônico – Chengehi Life Sciences; 

• Água ultrapura – sistema MilliQ®; 

• Álcool isopropílico – Dinâmica; 

• Amido de milho – Opção Fênix; 

• Butilhidroxitolueno - Embacaps; 

• Dimeticona – Dow Corning; 

• Dimetilsulfóxido – Synth; 

• Edetato dissódico - Embacaps; 

• Etanol – Merck; 

• Fosfato de sódio heptaidratado - Neon; 

• Fosfato de sódio monobásico – Neon; 

• Lanolina – Dinâmica; 

• Lauril Sulfato de Trietanolamina – Delaware; 

• L-tirosina – Synth; 

• Metanol Grau HPLC – Tedia; 

• Monooleato de sorbitano (Span® 80) – Sigma-Aldrich; 

• Óleo de arroz – Irgovel Indústria Riograndense de Óleos Vegetais; 

• Óleo mineral – Dinâmica; 

• Optiphen® (fenoxitanol e caprilil glicol) - Ashland; 

• Petrolato – Dinâmica; 

• Pigmento tímica – Basf; 

• Poloxamer 407 – Basf; 

• Tirosinase de cogumelo – Sigma-Aldrich; 

• Trietanolamina – Sigma-Aldrich. 
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4.1.2 Materiais 

 

• Coluna Waters Nova Pak® C18 4 µm (3,9 x 150 mm); 

• Pré-coluna SecurityGuardCartridges C18 - Phenomenex®; 

• Membrana Amicon® 10.000 MW - Millipore; 

• Membrana 0,45 µm – Millipore; 

• Azelan® - Bayer. 

 

4.1.3 Aparelhos e equipamentos 

 

• Balança analítica – APX-200, Denver Instrument; 

• Centrífuga Eppendorf – Centrifuge 5417R; 

• Cromatógrafo líquido de alta eficiência – Perkin Elmer Series 200; 

• Potenciômetro – Ultra-Basic, Denver Instrument; 

• Mastersizer® modelo 2000 – Malvern; 

• Agitador do tipo vórtex - Phoenix; 

• Ultra-turrax® T25 - IKA; 

• Sonicador Ultracleaner 1400A – Unique; 

• Refratômetro de bancada do tipo ABBE – Carl Zeiss;   

• Espectrofotômetro Spectramax® M2E – Molecular Devices; 

• Célula de difusão de Franz automática - Microette Plus Multi-Group®, Hanson 

Research Corporation, Chatsworth, PA, USA. 

  

4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Desenvolvimento de nanoemulsão contendo AzA 

 

Para o desenvolvimento da nanoemulsão, primeiramente foi realizada a 

verificação do EHL requerido para o óleo de arroz. A partir deste dado, se construiu 

um diagrama pseudo-ternário de fases com o objetivo de identificar a área de 

formação de nanoemulsão com o uso dos tensoativos poloxamer 407 e monooleato 

de sorbitano. A partir deste diagrama, foi determinada a concentração de uso dos 

tensoativos.  Em seguida, passou-se para a fase de preparação da nanoemulsão 
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com todos os insumos sugeridos. Para a caracterização do tamanho e diâmetro de 

partícula, foi realizado o ensaio de determinação do índice de refração da 

nanoemulsão e posteriormente a mesma foi caracterizada através dos ensaios de 

tamanho de partícula e análise de distribuição do mesmo, potencial zeta e pH. 

Avaliou-se, também, o teor de AzA presente na nanoemulsão, a eficiência de 

encapsulamento e a estabilidade da formulação.  

 

4.2.1.1 Verificação do EHL requerido para o óleo de arroz 

 

Para a determinação do EHL requerido para o óleo de arroz, produziu-se uma 

série de sete emulsões utilizando uma combinação de emulsionantes de valor de 

EHL conhecido em diferentes proporções (Tabela 2). Foram utilizados os tensoativos 

monooleato de sorbitano (lipofílico, EHL 4,3) e polissorbato 80 (hidrofílico, EHL 15).  

Para o cálculo das quantidades de tensoativos necessários para a obtenção 

dos valores de EHL foi utilizada a Equação 1, considerando que a soma das 

quantidades dos tensoativos, corresponde a 10% do total da formulação. A 

concentração de óleo de arroz e de água é de 10% e 80%, respectivamente. 

 

  (1) 

 

As quantidades utilizadas de tensoativo para cada valor de EHL encontram-se 

na Tabela 2. Para determinar a proporção dos tensoativos, foram selecionados os 

valores de EHL de 4,3; 6; 8; 10; 12; 14 e 15. 

 

Tabela 2 – Porcentagens de cada tensoativo para obter o valor de EHL selecionado 

Amostra EHL 
Monooleato de 

Sorbitano (A) (%) 
Polissorbato 

80 (B) (%) 

1 4,3 100,00 0,00 

2 6 84,11 15,89 

3 8 68,22 31,78 

4 10 46,73 53,27 

5 12 28,01 71,96 

6 14 9,35 90,65 

7 15 0,00 100,00 
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As emulsões foram preparadas adicionando os tensoativos ao óleo de arroz e 

aquecendo as fases a 80 ± 3°C. Então, a fase oleosa foi adicionada gota a gota à 

água sob agitação magnética. As amostras foram submetidas à avaliação 

macroscópica para determinação da emulsão mais estável, demonstrando o valor de 

EHL requerido para o óleo de arroz.  

 

4.2.1.2 Construção de Diagrama Pseudo-Ternário de Fases 

 

Para determinar as concentrações dos componentes para a obtenção da 

nanoemulsão, foi construído um diagrama pseudo-ternário de fases através do 

método de titulação aquosa (BALI; ALI, M.; ALI, J., 2010; SHAFIQ et al., 2007; 

SHARMA et al., 2010).  

A construção do diagrama foi baseada na fase oleosa (óleo de arroz), 

surfactantes (monooleato de sorbitano e poloxamer 407), cosurfactante (etanol) e 

água ultrapura. A razão entre da combinação dos surfactantes com o cosurfactante 

(chamado de Smix) foi fixada em 9:1. 

A fase oleosa foi combinada com o Smix nas proporções de 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 

5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. Um volume de 1 mL de água ultrapura foi adicionado gota a 

gota com uma micropipeta sob agitação magnética. Após cada adição de água, os 

sistemas foram homogeneizados com o auxílio de bastão de vidro. 

As mudanças de fases foram identificadas visualmente e classificadas como 

macroemulsão viscosa, macroemulsão líquida, macroemulsão cremosa, separação 

de fases e nanoemulsão. 

 

4.2.1.3 Preparação da nanoemulsão 

 

A nanoemulsão proposta neste trabalho, denominada NAzA, foi preparada 

através de homogeneização à alta agitação através do equipamento Ultra Turrax®. 

A fase A consiste no sistema tensoativo (monooleato de sorbitano e 

poloxamer 407), etanol, AzA, óleo de arroz, butilhidroxitolueno e trietanolamina. O 

AzA foi solubilizado no etanol e ambos aquecidos a 45°C. Para garantir a melhor 

solubilização do AzA, ajustou-se o pH da solução de AzA e etanol com trietanolamina 

até pH 4,9. Após este ajuste de pH, adicionam-se os demais insumos da fase que já 

foram previamente aquecidos a 80 ± 3°C. 
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A fase B (fase aquosa) consiste em edetato dissódico, ácido hialurônico e 

água ultrapura. Os insumos sólidos foram solubilizados na água sob agitação 

magnética de 600 rpm por 10 minutos. Foi utilizado o insumo AH pois ele pode 

hidratar o estrato córneo, abrindo rotas de penetração e, com isto, facilitar o 

transporte transdérmico. Também, os receptores de AH são altamente expressados 

nos queratinócitos da epiderme e fibroblastos da derme (HAN et al., 2015; JUNG et 

al., 2014). 

A fase A quanto a fase B da nanoemulsão foram aquecidas a 80 ± 3°C. Em 

seguida, a fase B foi vertida gota a gota sobre a fase A, sob agitação magnética. 

Após a formação da emulsão, a mesma foi submetida a agitação de 22.000 rpm com 

o auxílio do equipamento Ultra Turrax® T25 (IKA® Works Inc., NC, USA), durante 30 

minutos.  

A fase C foi adicionada no final do preparo da nanoemulsão, quando a mesma 

já se encontrava em temperatura ambiente. Manteve-se agitação do equipamento 

Ultra Turrax® por 5 minutos a 16.000 rpm. 

A Tabela 3 demonstra os componentes da nanoemulsão e suas respectivas 

concentrações. 

 

Tabela 3 – Insumos da nanoemulsão proposta (NAzA) e suas respectivas concentrações 

Fase Componente Concentração (%) 

A Monooleato de sorbitano 6,57 

 Poloxamer 407 2,43 

 Etanol 1,00 

 Ácido azelaico 1,00 

 Óleo de arroz 10,00 

 Butilhidroxitolueno 0,05 

 Trietanolamina qs pH 4,9 

B Edetato dissódico 0,05 

 Ácido hialurônico 0,40 

 Água ultrapura 78,00 

C Fenoxietanol e caprilil glicol 0,50 

 

Como controle frente à nanoestrutura, utilizou-se a emulsão contendo AzA na 

sua forma livre e contendo todos os demais componentes que também estavam 

presente na nanoemulsão (denominada de LAzA), com o objetivo de descartar 

qualquer influência dos excipientes nos experimentos a serem realizados. 
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A emulsão LAzA foi preparada através de agitação magnética, sem a 

utilização do equipamento Ultra Turrax®. 

A fase A da LAzA consiste no sistema tensoativo (monooleato de sorbitano e 

poloxamer 407), óleo de arroz e butilhidroxitolueno. Estes insumos foram aquecidos 

à 80 ± 3°C e submetido à agitação magnética de 600 rpm. 

A fase B (fase aquosa) consiste em edetato dissódico, ácido hialurônico e 

água ultrapura. Os insumos sólidos foram solubilizados na água sob agitação 

magnética de 600 rpm por 10 minutos e aquecidos à 80 ± 3°C. 

A fase B foi vertida gota a gota sobre a fase A, sob agitação magnética de 600 

rpm. 

O AzA foi solubilizado no etanol e ambos aquecidos a 45°C. Para garantir a 

melhor solubilização do AzA, ajustou-se o pH da solução de AzA e etanol com 

trietanolamina até pH 4,9 (fase C). Então, a fase C foi adicionada à emulsão já 

formada (fase A + fase B), mantendo a agitação magnética de 600 rpm por 5 

minutos. 

Então, a fase D foi adicionada à emulsão, também sob agitação magnética 

por 5 minutos.  

A Tabela 4 demonstra os componentes da nanoemulsão e suas respectivas 

concentrações. 

 

Tabela 4 – Insumos da LAzA e suas respectivas concentrações 

Fase Componente Concentração (%) 

A Monooleato de sorbitano 6,57 

 Poloxamer 407 2,43 

 Óleo de arroz 10,00 

 Butilhidroxitolueno 0,05 

B Edetato dissódico 0,05 

 Ácido hialurônico 0,40 

 Água ultrapura 78,00 

C Etanol 1,00 

 Ácido azelaico 1,00 

 Trietanolamina qs pH 4,9 

D Fenoxietanol e caprilil glicol 0,50 
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4.2.1.4 Determinação do índice de refração da nanoemulsão 

 

O índice de refração da formulação proposta foi determinado por refratômetro. 

O equipamento utilizado foi um refratômetro de bancada do tipo ABBE (fabricante 

Carl Zeiss) e a leitura foi realizada na escala do índice de refratividade e em 

triplicata. 

 

4.2.1.5 Caracterização físico-química da nanoemulsão 

 

A caracterização da nanoemulsão foi realizada através de parâmetros críticos 

que devem ser analisados no desenvolvimento deste tipo de estrutura.  

As nanopartículas foram caracterizadas quanto ao tamanho de partícula por 

difração de laser (Malvern® 2000 Mastersizer, Malvern Instruments, Reino Unido). Os 

valores de diâmetro são expressos como:  

• D[4,3], que corresponde ao valor médio de diâmetro da esfera equivalente 

(Equação 2); 

 

  (2) 

 

• d(0,1): tamanho que abrange 10% das partículas de menor tamanho sob a 

curva de distribuição; 

• d(0,5): tamanho que representa a mediana da curva de distribuição de 

tamanhos; 

• d(0,9): tamanho que abrange 90% da curva de distribuição. 

 

A distribuição de tamanho é expressa pelo valor de Span, calculado conforme a 

Equação 3.  

 

  (3) 

 

Os resultados foram obtidos através da média de três determinações.  



44 

 

  

O potencial zeta da nanoemulsão foi determinado pela análise da mobilidade 

eletroforética em equipamento Zetasizer®. As análises foram realizadas após diluição 

de 500 vezes (v:v) em solução de NaCl 10 mM, previamente filtrada através de 

membrana 0,45 µm. Para cada medida, foram realizadas 20 varreduras.  

O pH foi determinado por potenciometria em potenciômetro previamente 

calibrado com solução tampão padrão de pH 4,0 e pH 7,0, ambas a 25°C, 

diretamente na nanoemulsão. As medidas foram lidas em triplicatas. 

 

4.2.1.6 Ensaios de teor e taxa de encapsulação 

 

O ensaio de avaliação de teor de AzA foi realizado conforme metodologia já 

validada por Mansour e Ibrahiem (2002). Foi realizada uma validação parcial do 

método conforme consta no Anexo A. 

A quantificação do AzA foi realizada empregando-se cromatógrafo líquido de 

alta eficiência Perkin Elmer, com detector UV em 220 nm. Utilizou-se coluna Waters 

Nova Pak C18 4 µm (3,9 x 150 mm), volume de injeção de 20 µL e tempo de análise 

de 8 minutos. A fase móvel isocrática foi constituída de metanol:água (40:60 v/v) com 

0,077% (p/v) de acetato de amônio. O pH da fase móvel foi ajustado a 5,0 ± 0,1 com 

ácido acético 96%. O fluxo empregado foi de 0,8 mL/min. 

O método foi parcialmente validado segundo a Resolução nº 899 da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2003) e Internacional Conference on 

Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceutical for 

Human Use (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION - ICH, 1996) 

em termos de: linearidade, especificidade, precisão e exatidão (Anexo A). 

O teor do fármaco foi determinado após a diluição da nanoemulsão até a 

concentração de 150 µg/mL com a solução da fase móvel. Esta solução foi 

submetida à agitação do tipo vórtex por 3 minutos.  

Para determinar a taxa de encapsulação, o AzA livre (não-associado) foi 

avaliado no ultrafiltrado, pela técnica de ultrafiltração-centrifugação (Amicon® 10.000 

MW, Millipore) em centrífuga, a 4.000 rpm por 5 minutos. A taxa de encapsulação foi 

calculada pela diferença entre a concentração total do fármaco e a concentração 

livre (encontrada no ultrafiltrado), conforme a Equação 4. 
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 (4)  

 

4.2.1.7 Avaliação morfológica da nanoemulsão 

 

A morfologia da nanoemulsão foi avaliada através de microscopia eletrônica 

de transmissão (MET). Para tanto, a amostra foi diluída em etanol na proporção de 

1:10 (nanoemulsão:etanol) e uma gota depositada sobre grids de cobre (400 mesh) 

com revestimento de formvar/carbono (Electron Microscopy Sciences). Após 1 

minuto, o grid foi seco com papel filtro e foi adicionado acetato de uranila em solução 

aquosa (2%) como contraste negativo. A amostra foi mantida em dessecador à 

vácuo até a realização da análise, que foi realizada no Centro de Microscopia 

Eletrônica da UFRGS em microscópio eletrônico de transmissão operando a 80 Kv. 

 

4.2.1.8 Estudo de estabilidade das nanoemulsões 

 

O teste de estabilidade preliminar foi realizado através do uso de centrífuga. A 

nanoemulsão foi submetida a 30 minutos de centrifugação a 3.000 rpm. 

A nanoemulsão foi monitorada através dos parâmetros pH, teor e tamanho de 

partícula e Span durante um período de 30 dias, em câmara climática a 30°C e 65% 

de umidade e em geladeira a 4°C.  

  

4.2.1.9 Ensaio in vitro de inibição da tirosinase de cogumelo 

 

Para avaliar a eficácia despigmentante da nanoemulsão desenvolvida, foi 

realizado um teste in vitro para avaliar a inibição da tirosinase de cogumelo, 

conforme descrito por Yoshimura e colaboradores (2005). 

O ensaio de eficácia despigmentante com tirosinase de cogumelo se baseia 

na determinação colorimétrica da quantidade de DOPAchrome na presença e na 

ausência da nanoemulsão. O ensaio foi realizado incubando em placas de 96 poços 

50 µL de L-tirosina, 90 µL de tampão fostato (0,1 M a pH 6,8), 10 µL de 

dimetilsulfóxido e 40 µL da solução amostra ou solução tampão, a 37°C por 5 

minutos. Após, é adicionada 50 µL de solução tampão ou solução de tirosinase a 
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0,125 mg/mL. A quantidade de DOPAchrome foi determinada em 405nm em 

espectofotômetro (Spectramax® M2E, Molecular Devices).  

O resultado é dado pela porcentagem da inibição da tirosinase através da 

Equação 5: 

 

  (5)  

Onde: 

A = diferença das absorbâncias da amostra controle entre as amostras com e sem 

tirosinase; 

B = diferença das absorbâncias da substância teste com e sem tirosinase. 

 

A inibição da tirosinase pela nanoemulsão foi avaliada em três concentrações 

diferentes: 1 mM, 5 mM, 10 mM e 15 mM. Nestas mesmas condições, também foi 

avaliada uma emulsão contendo o fármaco na sua forma livre, chamada de LAzA. 

Utilizou-se como controle positivo a substância arbutin nas concentrações de 1 mM, 

5 mM e 10 mM.  

A atividade inibitória das amostras foi expressa como a concentração que 

inibe 50% da atividade enzimática (IC50) e calculada através do software GraphPad 

Prism® 7.02. 

 

4.2.1.10 Ensaio de penetração e permeação cutânea in vitro 

 

O estudo de permeação in vitro foi realizado utilizando pele de orelha de 

porcos como membrana biológica, em sistema de célula vertical de Franz automática 

(Microette Plus Multi-Group®, Hanson Research Corporation, Chatsworth, PA, USA). 

As amostras de pele foram obtidas de animais recém sacrificados (Frigorífico Ouro 

do Sul). Após a coleta, as amostras de pele foram limpas e secas, discos foram 

recortados na pele e suas espessuras determinadas com um medidor de espessura. 

Para realização dos experimentos foram utilizadas membranas com espessura 

média de 1,0 a 2,0 mm. Após a determinação da espessura de cada disco, o mesmo 

foi embalado de maneira individual em papel alumínio e congelado à –4°C até o 

momento de sua utilização.  
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O estudo foi conduzido em células de difusão vertical de Franz, possuindo 

compartimento receptor com capacidade em torno de 7,0 mL e uma área de difusão 

de 1,77 cm2. As determinações foram realizadas utilizando-se 5 repetições para 

cada formulação testada (n=5). 

Para a determinação da escolha do meio receptor, testes preliminares com 

meios distintos foram realizados. Soluções supersaturadas com o fármaco em cada 

meio testado permaneceram em repouso por 24 horas e após foram centrifugadas a 

3.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi diluído e quantificado por CLAE 

conforme metodologia já descrita. A concentração de saturação do AzA foi 

determinada para garantir que a condição sink do experimento seja mantida. O meio 

escolhido consistiu em tampão fosfato pH 7,4 com 20% de etanol.  

Para a determinação do meio extrator de AzA em pele de porco também 

foram testados meios distintos. Em tubo Falcon, pele de porco picada e a esta foi 

adicionada uma quantidade conhecida de AzA e, após 30 minutos da adição, o 

solvente proposto foi adicionado até totalizar 5,0 mL. As amostras foram submetidas 

a agitação do tipo vórtex por 2 minutos seguidas por 30 minutos em banho de 

ultrassom. Realizou-se filtração dos meios em seringa com filtro 0,45 µm e 

quantificação em CLAE conforme método já descrito. A solução extratora escolhida 

foi água ultrapura e metanol (60:40), com 0,077% de acetato de amônio com 

correção de pH a 5,0 utilizando ácido acético. Esta solução corresponde à fase 

móvel utilizada no método de doseamento por CLAE. 

Para garantir a linearidade do método de quantificação de AzA em meio 

receptor e meio extrator, foram realizadas 3 curvas analíticas de AzA para cada 

meio. No meio receptor, as curvas foram realizadas nas concentrações de 35, 50, 

65, 75 e 100 µg/mL. Já para o meio extrator, concentrações utilizadas foram de 20, 

50, 75, 100 e 200 µg/mL.  

Para a determinação da exatidão do método de quantificação de AzA a partir 

de pele de orelha de porco neste experimento, adicionou-se a pedaços de pele de 

orelha de porco uma quantidade conhecida de AzA, obtendo-se concentrações finais 

iguais a: 20, 75 e 200 µg/mL (respectivamente, uma concentração baixa, média e 

alta da curva-padrão). As amostras foram extraídas após 2 minutos de agitação do 

tipo vórtex e 30 minutos no banho de ultrassom. Procedeu-se com a filtragem em 

filtro de 0,45 µm e quantificação por CLAE. A partir da recuperação do ativo, se 

determinou a exatidão do método. 
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Para o experimento de permeação cutânea em célula de difusão de Franz, a 

membrana foi mantida em contato com uma solução receptora de tampão fosfato pH 

7,4 e etanol (80:20) e regime de doses infinitas. A solução receptora foi selecionada 

através da determinação da sua concentração de saturação de AzA em diferentes 

meios, a fim de manter a condição sink. O meio receptor foi mantido sob agitação 

magnética, em banho aquecido a 37 ± 1°C para que a temperatura na superfície da 

pele permanecesse em torno de 32°C.  

As amostras foram pesadas (170 mg/cm2, o que corresponde a 3 mg de AzA) 

e aplicadas na pele, onde foram deixadas sob contato por 24 horas. O equipamento 

realizou coletas do meio receptor nos tempos 2, 5, 8, 10, 12, 20 e 24 horas que 

foram posteriormente submetidas à análise por CLAE, de acordo com as condições 

operacionais já utilizadas anteriormente (Anexo A). 

O excesso de formulação na superfície da membrana foi removido com o 

auxílio de algodão. Para separar as camadas da pele, foram utilizadas as técnicas 

de tape stripping e separação por calor, conforme descrito a seguir. 

 

4.2.1.10.1 Retenção no estrato córneo (tape stripping) 

 

As camadas do estrato córneo foram retiradas da pele com o auxílio de 18 

pedaços de fita adesiva Scotch 3M, medindo 25x25 mm. As fitas foram colocadas 

em tubos Falcon para extração com 5 mL de solução extratora. Os tubos foram 

submetidos à agitação do tipo vórtex por 2 minutos e levados a banho de ultrassom 

por 30 minutos, para garantir a extração do fármaco. As amostras foram filtradas 

através de membrana com porosidade de 0,45 µm e submetidas a doseamento 

conforme método descrito no item 4.2.1.6 e Anexo A. 

 

4.2.1.10.2 Retenção na epiderme e na derme (técnica de separação por calor) 

 

Após a retirada do estrato córneo, a epiderme e a derme foram separadas. 

Para tal, a pele foi mantida em imersão em água ultrapura a 55°C por 45 segundos. 

A epiderme foi removida com o auxílio de um bisturi e colocada em tubos Falcon 

com 3 mL de solução extratora. A derme foi picotada e colocada em tubos Falcon 

com 5 mL. Todos os tubos foram submetidos a agitação do tipo vórtex por 2 minutos 

e submetidos a banho de ultrassom por 30 minutos. As amostras foram filtradas 
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através de membrana com porosidade de 0,45 µm e submetidas à doseamento 

conforme método previamente descrito. 

Os resultados da permeação cutânea foram analisados estatisticamente 

através de análise de variância (ANOVA) e teste Tukey, considerando um nível de 

significância de 0,05. Os testes estatísticos foram realizados no programa GraphPad 

Prism® 7.02. 

 

4.3 ENSAIO DE ANÁLISE SENSORIAL DA NANOEMULSÃO 

 

O estudo de análise sensorial descritiva da NAzA foi realizado de acordo com 

a legislação brasileira com aprovação de Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 

regulamentado pelo Conselho Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP). O parecer 

contemplando a aprovação do projeto pelo CEP encontra-se no Anexo B.  

 

4.3.1 Análise sensorial descritiva  

 

Para este tipo de análise, a literatura indica que se utilize um painel de 10 a 

30 voluntários treinados (KORAĆ; KRAJIŠNIK; MILIĆ, 2016; PENSÉ-LHÉRITIER, 

2008, 2015). O presente trabalho foi realizado com 16 painelistas.  

Após assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

(Anexo C), os painelistas participaram de uma sessão de apresentação dos 

conceitos gerais de análise sensorial e detalhamento dos atributos sensoriais. Para 

cada atributo sensorial que seria avaliado foram apresentados os respectivos 

padrões de nenhuma intensidade e de grande intensidade. Os participantes 

aplicaram os padrões nos antebraços. O Quadro 1 reúne os atributos, suas 

definições e padrões. Os padrões foram selecionados de acordo com o guia E 1490 

- 03 da American Society of Testing and Materials (ASTM) (2003).  
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Atributo Definição 
Padrão  

Nenhuma 
intensidade 

Padrão 
Grande 

intensidade 

Espalhabilidade 
Facilidade de movimentação do 

produto sobre a pele 
Lanolina Dimeticona 

Espessura 
Quantidade de produto percebida 

entre o dedo e a pele 
Álcool 

isopropílico 
Petrolato 

Resíduo branco 
Grau de esbranquiçamento do 

produto enquanto é feita a aplicação 
Óleo mineral 

Solução de 
TEALS* 

Brilho 
Quantidade ou grau de luz refletida 

na pele 
Amido de 

milho 
Pigmento 

tímica 

Pegajosidade 
Intensidade com que o dedo se 

adere a pele 
Pele sem nada Lanolina 

Oleosidade Sensação de óleo sobre a pele Pele sem nada Óleo mineral 

Quadro 1 – Atributos e padrões utilizados no treinamento do painel sensorial *solução de 
Lauril Sulfato de Trietanolamina a 5% (v/v) 

Fonte: adaptado de ASTM (2003). 

 

O estudo foi realizado em uma sala climatizada, com temperatura na faixa de 

22 a 25 °C, específica para realização de análise sensorial, no Instituto de Ciência e 

Tecnologia de Alimentos (ICTA) da UFRGS. Os voluntários lavaram os antebraços 

com uma solução de lauril sulfato de sódio a 5% e após esta higienização e a 

secagem dos antebraços, cada voluntário recebeu 0,05 g de cada amostra para 

aplicar com os dedos (um dedo diferente para cada amostra) em sítios circulares de 

51 mm de diâmetro. Os sítios devem estar 3 dedos distantes dos pulsos e dos 

cotovelos, conforme demonstra a Figura 5. 

 

 
Figura 5 – Sítios circulares nos antebraços 

Fonte: adaptado de ASTM (2011). 

 

Cada amostra possuía códigos randomizados de três dígitos, com o objetivo 

de não possibilitar a identificação das mesmas. Além da formulação NAzA, também 

foi avaliada uma formulação com o medicamento de referência contendo o ativo livre 

(Azelan® creme), para fins de comparação. As amostras foram avaliadas em 

triplicata. 
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A quantidade a ser aplicada foi previamente pesada pelos pesquisadores e 

entregue aos voluntários em embalagens unitárias. Foi instruído que os mesmos 

aplicassem toda a quantidade presente na embalagem. Os produtos foram aplicados 

pelos próprios voluntários em rotações, durante o tempo de 1 minuto, obedecendo 

ao ritmo de um metrônomo na velocidade de 60 pulsos por minuto. O início e fim do 

tempo de aplicação foram controlados pelos pesquisadores. 

Os voluntários avaliaram os atributos espalhabilidade, espessura, resíduo 

branco, brilho, pegajosidade e oleosidade durante e logo após a aplicação das 

amostras. Após 10 minutos da aplicação, foram reavaliaram os atributos residuais de 

brilho, pegajosidade e oleosidade. 

Para avaliação das amostras foram utilizadas escalas lineares de 10 cm com 

referências nas extremidades para pouco/nada e muita intensidade (Anexo D). As 

marcações nas escalas foram medidas com régua e transcritas digitalmente. Os 

dados foram avaliados estatisticamente por análise de variância (ANOVA) com nível 

de significância de 95% e, assim, não há diferença estatística entre os valores 

quando o valor-P foi maior que 0,05. 

 

4.4 DESCARTE DE RESÍDUOS  

 

O descarte de resíduos químicos seguiu procedimento padrão realizado pela 

Faculdade de Farmácia – UFRGS, no qual os resíduos gerados foram devidamente 

rotulados e entregues à Comissão de Saúde e Ambiente de Trabalho (COSAT) desta 

Faculdade, que é responsável pelo envio dos resíduos ao Instituto de Química da 

UFRGS, onde são realizados os procedimentos adequados de reciclagem e/ou 

descarte do material químico. 

 



 

  

 

 



53 

 

  

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 DESENVOLVIMENTO DA NANOEMULSÃO CONTENDO ÁCIDO AZELAICO 

 

O primeiro passo para o desenvolvimento da nanoemulsão foi verificar o EHL 

requerido do óleo de arroz a fim de garantir a escolha correta das concentrações de 

uso dos tensoativos escolhidos – poloxamer 407 e monooleato de sorbitano. 

O EHL requerido para o óleo de arroz foi determinado experimentalmente e 

os resultados encontram-se na Tabela 5. Nas amostras 1, 5, 6 e 7 foi observado o 

fenômeno de coalescência enquanto nas amostras 2 e 4 foi observada cremagem. 

Sendo assim, o valor de EHL requerido para o óleo de arroz foi de 8.  

 

Tabela 5 – Amostras utilizadas para determinação do EHL requerido do óleo de arroz 

Amostra EHL Avaliação Macroscópica 

1 4,3 Coalescência 

2 6 Cremagem 

3 8 Homogêneo 

4 10 Cremagem 

5 12 Coalescência 

6 14 Coalescência 

7 15 Coalescência 

 

A partir deste valor, consegue-se estabelecer a concentração mais adequada 

dos insumos do sistema tensoativo (poloxamer 407 e monooleato de sorbitano) e 

garantir a estabilidade da emulsão proposta. 

Desta maneira, foi possível a construção de um diagrama pseudo-ternário de 

fases. O diagrama é uma ferramenta bastante útil para determinar os limites da 

região de formação da nanoemulsão e, assim, demonstrando as melhores 

concentrações de água, óleo e sistema tensoativo. Com isto, consegue-se prever 

uma formulação mais estável (PATEL; VAVIA, 2007). 

Conforme a Figura 6, verifica-se a área mais propícia à formação de 

nanoemulsão. 
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Figura 6 – Diagrama de Fases: a área escura corresponde à área de formação de nanoemulsão 
 

Considerando o resultado do diagrama, foi escolhido um ponto no meio da 

área de formação de nanoemulsão que corresponde a 10% de óleo de arroz, 10% 

de Smix e 80% de água. Com estes valores, foi proposta uma formulação para 

continuar os estudos, contendo o fármaco e demais componentes, conforme já 

descrito na Tabela 3. 

 

5.2 DETERMINAÇÃO DO ÍNDICE DE REFRAÇÃO DA NANOEMULSÃO 

 

De acordo com a Farmacopéia Brasileira (2010), “o índice de refração (n) de 

uma substância é a relação entre a velocidade da luz no vácuo e sua velocidade na 

substância”.  

O índice de refração é um dado de extrema relevância quando o tamanho de 

partícula de uma nanoestrutura é analisado pela técnica de difração de laser. Ele 

informa aonde a intensidade da luz não chega por difração mas sim por refração. 

Sendo assim, é necessário saber o correto índice da amostra para ter um resultado 

confiável na análise de tamanho de partícula por difração de laser (KECK; MÜLLER, 

2008). 

A nanoemulsão contendo AzA (NAzA) foi analisada em um refratômetro de 

bancada do tipo ABBE, com leitura na escala do índice de refratividade e obteve um 

índice de refração de 1,377. A análise foi realizada em triplicata. 
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5.3 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DA NANOEMULSÃO 

 

Os resultados obtidos na caracterização físico-química da NAzA se 

encontram na Tabela 6.  

 

Tabela 6 – Características físico-químicas da NAzA (n=3, média ± dp) 

Parâmetro Resultado 

Teor (%) 101,10 ± 7,37 

D[4,3] por volume (nm) 419 ± 23 

D[4,3] por número (nm) 417 ± 23 

Span por volume 1,406 ± 0,04 

Span por número 1,06 ± 0,22 

Potencial Zeta (mV) -10,9 ± 0,44 

pH 5,01 ± 0,01 

 

As nanoemulsões são dispersões finas óleo-em-água, com gotículas entre 

100 e 600 nm (BOUCHEMAL et al., 2004). A NAzA apresentou distribuição 

monomodal e tamanho de partícula por volume de 419 ± 23 nm e por número 417  ± 

23 nm. 

A Figura 7 apresenta a média do resultado da análise de tamanho de 

partícula pela técnica de difração de laser, tanto por volume como por número. 

 

 
Figura 7 – Distribuição do tamanho de partículas das nanoemulsões analisadas por difração de 

laser tanto por volume (a) como por número (b) 

a) 

b) 
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Para verificar que a LAzA não possui tamanho nanométrico, ela também teve 

seu tamanho de partícula avaliado pela técnica de difração de laser, por volume 

(Figura 8). 

 

 
Figura 8 – Distribuição do tamanho de partícula da LAzA analisada por difração de laser, por 

volume 

 

O potencial zeta da NAzA foi de -10,9 ± 0,44 mV. A literatura indica que 

quanto maior o valor em módulo do potencial zeta maior seria a estabilidade das 

formulações (LEGRAND et al., 1999). Entretanto, de acordo com Barradas e 

colaboradores (2015), tensoativos não-iônicos, como o poloxamer 407 e o 

monooleato de sorbitano, tendem a diminuir o valor em módulo do potencial zeta e 

nestes sistemas a estabilização do sistema pode se dar por estabilização estérica ao 

invés de estabilização eletrostática.  

O pH adequado para preparações farmacêuticas de uso tópico varia de 4,5 a 

7,5 (DAUDT et al., 2015), sendo assim o ajuste de pH realizado durante a fabricação 

da nanoemulsão NAzA permite o pH ideal de uso e concomitantemente garante a 

solubilização do AzA na formulação. Na maioria dos produtos comercializados, o AzA 

se apresenta como um sólido em suspensão e não está solubilizado (LI et al., 2010, 

2012; MA et al., 2015). Li e colaboradores (2012) demonstraram que em uma 

formulação onde o AzA se encontra solubilizado o grau de penetração e retenção 

cutânea são maiores quando comparados com a forma suspensa. 

    

5.4 ENSAIO DE TEOR E EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO 

 

O teor do fármaco encontrado na formulação foi de 101,10 ± 7,37%, 

demonstrando que não houve perda do fármaco durante o processo de fabricação 

da nanoemulsão. 
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A eficiência de encapsulação foi de 84,65%. Este valor é considerado 

satisfatório visto que a concentração teórica utilizada de AzA é bastante alta (10 

mg/mL) para este tipo de sistema. Este valor foi maior do que o encontrado por Reis 

e colaboradores (2013) que foi de 76,27 ± 3,81%; entretanto o autor avaliou 

nanopartículas poliméricas ao invés de nanoemulsão.  

 

5.5 AVALIAÇÃO MORFOLÓGICA DA NANOEMULSÃO 

 

A Figura 9 mostra as fotomicrografias obtidas a partir da nanoemulsão 

contendo 10 mg/mL de AzA (NAzA). Observa-se a presença de estruturas esféricas 

condizentes com a aparência usual de nanoemulsões óleo-em-água, com baixa 

polidispersão do sistema. 

 

 
Figura 9 – Fotomicrografias obtidas por MET da nanoemulsão contendo 10 mg/mL de AzA, em 

diferentes aumentos (a: 25.000 X, b: 50.000 X, c: 100.000 X e d: 200.000 X) 

                        

 

a b 

c d 
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5.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE DA NANOEMULSÃO (NAzA) 

 

A formulação NAzA se mostrou estável através do teste de centrifugação visto 

que não foram observadas alterações macroscópicas na formulação, conforme pode 

ser visualizado na Figura 10. 

 

 
Figura 10 – NAzA após teste de centrifugação (3.000 rpm por 30 minutos) 

 

A Tabela 7 compila os dados monitorados na avaliação da estabilidade da 

formulação NAzA. 

 

Tabela 7 – Avaliação da estabilidade da nanoemulsão NAzA 

Condição Amostra Teor (%) 
Tamanho de 

partícula (nm) 
Span pH 

Avaliação 
macroscópica 

 0 dias 
101,10 ± 

7,37 
419 ± 23 1,41 ± 0,04 

5,01 ± 
0,01 

Nanoemulsão 
esbranquiçada 

30°C a 
65% 

30 dias 
92,35 ± 

3,01 
418 ± 23 1,26 ± 0,13 

4,98 ± 
0,02 

Nanoemulsão 
esbranquiçada 

4°C 30 dias 
84,92 ± 

1,74 
1996 ± 367 8,31 ± 4,31 

4,95 ± 
0,01 

Nanoemulsão 
amarelada 

 

Verifica-se que quando armazenada a 4°C, a NAzA perde suas características 

nanométricas e o teor de AzA é diminuído consideravelmente. O fenômeno que mais 

desestabiliza nanoemulsões é o amadurecimento de Ostwald, entretanto, neste 

fenômeno a solubilidade da fase dispersa e a difusão aumentam em temperaturas 

mais altas, acelerando o amadurecimento (LERCHE; SOBISCH, 2011). Portanto, as 

alterações verificadas na armazenagem a 4°C provavelmente não são causadas por 

este fenômeno.  

Uma hipótese para a ocorrência destas mudanças se baseia no fato de que, 

segundo o laudo do fabricante (Irgovel Indústria Rio Grandense de Óleo Vegetais 
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Ltda), o óleo de arroz utilizado possui em sua composição diversos ácidos graxos, 

sendo o ácido oleico o composto majoritário (34 a 42% - Anexo E). De acordo com 

dados do SciFinder (2017), o ponto de fusão do ácido oleico é de 16,3°C. Assim, 

este ácido graxo solidifica em temperaturas mais baixas. Como o óleo de arroz está 

presente no núcleo oleoso das partículas da nanoemulsão, acredita-se que após a 

solidificação do ácido oleico o tamanho das partículas pode ter aumentado. 

 

5.7 ENSAIO IN VITRO DA INIBIÇÃO DE TIROSINASE DE COGUMELO 

 

O ensaio da inibição de tirosinase é baseado na determinação colorimétrica 

de DOPAchrome quando em presença da enzima tirosinase e da amostra testada. 

Este experimento é amplamente utilizado para avaliar a eficácia despigmentante de 

substâncias (KOBAYASHI et al., 1995; JO et al., 2012; LEE et al., 2002; 

REBOLLEDA et al., 2015; YOSHIMURA et al., 2005). 

Como controle frente à nanoestrutura, utilizou-se a emulsão contendo AzA na 

sua forma livre LAzA, a fim de descartar qualquer influência dos excipientes no 

experimento. Como controle positivo foi utilizado o ativo arbutin, que é conhecido por 

sua ação inibitória da tirosinase (DESMEDT et al., 2016). 

A Tabela 8 apresenta os valores de IC50 para a NAzA, para a emulsão 

contendo o fármaco na sua forma livre e a para o arbutin, calculados através dos 

dados de três experimentos utilizando o software GraphPad Prism® 7.0. 

 

          Tabela 8 – Resultados do IC50 calculados a partir da inibição da tirosinase 

Amostra IC50 (mM) 

NAzA 13,97 

LAzA 52,74 

Arbutin 42,85 

 

Foi verificado que a NAzA teve um IC50 menor que o do produto com fármaco 

livre (LAzA), demonstrando ter um maior potencial de inibição da tirosinase. Além 

disso, a nanoemulsão se mostrou também mais eficaz que o próprio controle 

positivo (arbutin), evidenciando ainda mais o quanto a NAzA é promissora para uso 

como agente despigmentante.  

Este ensaio é considerado um ensaio de eficácia preliminar, entretanto já 

pode ser verificado que a nanoemulsão permitiu um aumento na capacidade de 
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inibição da tirosinase. Mesmo assim, para poder entender o efeito do tamanho da 

partícula na entrega do fármaco na pele, é necessário realizar o estudo de 

penetração e permeação cutânea in vitro. 

 

5.8 ENSAIO DE PERMEAÇÃO CUTÂNEA IN VITRO 

 

A impermeabilidade relativa da pele é um obstáculo para a absorção de 

fármacos aplicados topicamente considerando que somente uma pequena 

porcentagem dos mesmos chega ao seu destino após a aplicação na pele (CONTRI 

et al., 2011a). A absorção percutânea/dérmica pode ser definida como o termo que 

descreve o transporte de substâncias da parte externa da pele até a circulação 

sistêmica. Geralmente ela é dividida em penetração, permeação e ressorção. A 

permeação cutânea se caracteriza pela entrada de uma substância em uma camada 

ou estrutura particular da pele, enquanto a permeação é o transporte de uma 

camada até outra, que possui estruturas e funções diferentes. A ressorção é a 

passagem de uma substância através da pele, linfa e sistema vascular e, na maioria 

dos casos, resulta em uma absorção sistêmica desta substância (CONTRI et al., 

2011b; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006). 

O ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar a diferença no comportamento 

de penetração/permeação do AzA em sua forma livre (LAzA), na forma de 

nanoemulsão (NAzA) e na forma de nanoemulsão sem o insumo AH. O AH é um 

polissacarídeo aniônico encontrado naturalmente na matriz extracelular de certos 

tecidos. O AH pode hidratar o estrato córneo, abrindo rotas de penetração e, com 

isto, facilitar o transporte transdérmico. Além disto, os receptores de AH são 

altamente expressados nos queratinócitos da epiderme e fibroblastos da derme 

(HAN et al., 2015; JUNG et al., 2014). Atrux-Tallau e colaboradores (2014) 

realizaram um estudo que analisou a utilização de ligantes auto-organizáveis em 

nanoemulsões. Foi possível verificar que a nanoemulsão contendo como ligante o 

AH reduziu significativamente a síntese de melanina. Já que nenhum dos sítios 

receptores do AH parece ter envolvimento na melanogênese, o autor concluiu que o 

ligante de AH não afetou o conteúdo de melanina, mas melhorou a atividade da 

nanoemulsão, aumentando a interação com os melanócitos. Por isto, a utilização de 

AH se mostra interessante para o presente trabalho, pois pode melhorar a eficácia 

despigmentante do AzA através do aumento da interação com os melanócitos.  
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Uma das vantagens do ensaio de permeação cutânea é permitir a utilização 

da pele de porco como membrana biológica devido às suas similaridades com a pele 

humana em termos de morfologia e permeabilidade, ao contrário da pele de ratos, 

que possui menos camadas no estrato córneo e por isto é mais permeável que a 

pele humana (CONTRI et al., 2011a; GODIN; TOUITOU, 2007; LI et al., 2012; 

OECD, 2004). Apesar da maioria dos autores apoiarem o uso da pele de porco em 

estudos de permeação cutânea, alguns autores ainda levantam a hipótese de que a 

pele humana é menos permeável que a de porco, principalmente devido a diferenças 

como a orientação lipídica do estrato córneo e espessura da pele (PROW et al., 

2011). Para este trabalho, optou-se por utilizar a pele da orelha de porco por ela ser 

considerada um resíduo, não sendo destinada ao consumo alimentar humano e, 

assim, geralmente é descartada pelos frigoríficos, o que gera uma grande facilidade 

de aquisição deste material (FERNANDEZ et al., 2000; WEISS-ANGELI, 2007). O 

uso deste tipo de pele é importante para ser usada como um primeiro modelo de 

avaliação das formulações propostas, entretanto, futuramente, seria de grande valia 

realizar, também, um experimento utilizando pele humana como membrana 

biológica. 

O método utilizado para extração de AzA em células de difusão de Franz se 

mostrou específico, sem picos interferentes de componentes da pele de orelha de 

porco na quantificação do fármaco. 

A curva-padrão para o meio receptor apresentou coeficiente angular igual a 

349,74, a intersecção no eixo y igual a -6578,7 e coeficiente de determinação de 

0,995. A curva-padrão para o meio extrator apresentou coeficiente angular igual a 

286,35, a intersecção no eixo y igual a -2291,4 e coeficiente de determinação de 

0,995. A partir da recuperação do fármaco se determinou a exatidão da metodologia 

do método. Os valores apresentados na Tabela 9 demonstram os valores 

recuperados, em percentual, de AzA a partir de amostras de pele. Os resultados 

ficaram dentro dos intervalos permitidos (ICH, 1996). 

 

 

 

 

 



62 

 

  

Tabela 9 – Avaliação da exatidão do método analítico para doseamento de AzA em pele de 
orelha de porco no experimento de permeação cutânea in vitro (n=3) 

Concentração teórica de 
AzA (µg/mL) 

Concentração experimental (µg/mL) ± DP Exatidão (%) 

20,00 20,85 ± 0,36 104,24 

75,00 72,94 ± 5,04 97,25 

200,00 199,25 ± 4,07 99,63 

 

A Figura 11 relaciona a quantidade de AzA no meio receptor nos diferentes 

tempos de coleta, em µg/cm2. A formulação NAzA-b apresenta uma permeação mais 

rápida do fármaco, já a partir de 2 h do início do experimento enquanto nas outras 

duas formulações o AzA foi detectado no meio receptor somente a partir de 12 horas 

e 16 horas (LAzA e NAzA, respectivamente). A formulação LAzA obteve quantidades 

de fármaco estatisticamente iguais à da NAzA-b nos pontos 2 horas e 24 horas, 

demonstrando que, apesar do comportamento de permeação ao longo do 

experimento ter sido diferente, ao final do ensaio a mesma quantidade de AzA foi 

detectada. Além disto, verifica-se que a formulação NAzA proporcionou uma 

liberação mais tardia do fármaco quando comparado com o LAzA, de 12 horas para 

16 horas. 

 

 
Figura 11 – Quantidade de AzA no meio receptor em diferentes tempos de coleta, para a 

formulação LAzA, NAzA e NAzA-b (n=5) 

 

A Figura 12 demonstra a quantidade total de AzA retida na pele, em 

porcentagem. Verifica-se que a NAzA atingiu uma retenção cutânea de 14,35 ± 

3,75% enquanto a retenção da formulação sem ácido hialurônico (NAzA-b) foi de 
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8,66 ± 1,44% e a da LAzA foi de 6,77 ± 1,57%. Todos os valores são 

estatisticamente diferentes entre si, demonstrando que a presença do AH melhora a 

retenção cutânea do fármaco, corroborando o dado evidenciado por Atrux-Tallau e 

colaboradores (2014) de que o AH pode melhorar a interação de uma nanoemulsão 

com os melanócitos.  

Através da mesma figura pode-se sugerir que, mesmo sem a presença do AH, 

a nanoemulsão consegue uma maior retenção cutânea de AzA quando comparado 

com o fármaco livre o que, provavelmente, se deve ao tamanho nanométrico da 

NAzA-b. 

 

 
Figura 12 – Quantidade total de AzA retido na pele (estrato córneo, epiderme e derme), em 

porcentagem *indica diferença estatística (p<0,05) 

 

Outro estudo que avaliou a permeação cutânea para o AzA, de autoria de Ma 

e colaboradores (2015), observou uma retenção cutânea total de AzA nas 

formulações testadas (creme comercial, gel contendo AzA e a microemulsão) de 

3,41%, 4,47% e 11,87%, respectivamente. Li e colaboradores (2010) também 

avaliaram estes dados para duas formulações e obtiveram resultados de até 40% de 

retenção cutânea total, entretanto como membrana biológica foi utilizada pele de 

rato, que é mais permeável que a pele de porco (GODIN; TOUITOU, 2007). Apesar 

de terem utilizados parâmetros bem diferentes dos utilizados no presente trabalho 

(quantidade de AzA de 0,025 mg, pele humana como membrana e tempo de 6 

horas), o estudo de Shah e colaboradores (2015) apresentou um maior acúmulo de 
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AzA no estrato córneo ao invés da epiderme viável e derme, enquanto a NAzA 

conseguiu atingir estas camadas mais profundas da pele. 

O veículo de uma formulação de uso tópico é de extrema importância para 

atingir a eficácia terapêutica e, geralmente, o fármaco se torna mais biodisponível 

quando se encontra solubilizado na formulação do que quando em forma suspensa 

(LI et al., 2012). O veículo pode alterar o coeficiente de difusão de um fármaco ou a 

sua partição na pele. Conforme descrito no item 4.2.1.3, neste trabalho foi garantida 

a solubilização do AzA na nanoemulsão através do ajuste de pH. Provavelmente por 

causa deste fato, a retenção cutânea atingida com LAzA e NAzA foi maior do que a 

observada por Ma e colaboradores (2015). É importante ressaltar que a formulação 

com o ativo livre (LAzA) possui exatamente os mesmos excipientes que a 

nanoemulsão, a diferença entre elas é somente o processo de fabricação, como já 

descrito anteriormente. 

A Figura 13 demonstra que todas as formulações conseguiram atingir as 

camadas mais profundas da pele e evidencia ainda mais a afinidade do AH pelos 

melanócitos já que é possível observar que há diferença estatística entre a NAzA e a 

NAzA-b na epiderme – local de síntese dos melanócitos.  

Já no estrato córneo a quantidade de AzA não foi diferente estatisticamente. 

O “efeito nano” pode ser novamente verificado avaliando a quantidade de AzA na 

derme – não houve diferença entre as formulações nanométricas (NAzA e NAzA-b) 

porém entre NAzA e NAzA-b versus LAzA, a quantidade de fármaco na derme é 

estatisticamente menor. 

Como no presente trabalho o AzA está sendo utilizado devido à sua 

propriedade despigmentante, este resultado se mostra significante já que os 

melanócitos se encontram na camada mais profunda da epiderme viável e na sua 

junção com a derme (HABIF, 2012; NAIK; KALIA; GUY, 2000).  
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Figura 13 – Quantidade de AzA retido nas camadas da pele (n=5) *indica diferença estatística 

(p<0,05) 

 

A melhora na retenção cutânea do fármaco nas formulações com AH pode ser 

explicada visto que o AH hidrata o estrato córneo, abrindo rotas de penetração e 

facilitando o transporte transdérmico de fármacos (JUNG et al., 2014). Além disto, o 

AH pode agir formando uma matriz mucoadesiva que pode reter o fármaco por mais 

tempo no seu sítio de ação, retardando a permeação e aumentando a interação com 

as células alvo (BROWN; JONES, 2005).  

É sugerido pela literatura que fármacos lipofílicos possuem dificuldade em 

passar pela barreira cutânea e costumam ficar retidos no estrato córneo uma vez 

que a epiderme e a derme possuem características mais hidrofílicas (LUCCA et al., 

2015). A quantidade de AzA retido na epiderme e na derme foram maiores para 

NAzA do que para a LAzA. É provável que este aumento de retenção cutânea nas 

camadas mais profundas da pele pela nanoestrutura se deva pelo fato de que 

nanoemulsões possuem um menor tamanho de partícula e uma alta área superficial, 

o que aumentaria a capacidade de penetração e/ou permeação na pele (CONTRI et 

al., 2011a; LUCCA et al., 2015). 

Considerando o exposto, a presença do ácido hialurônico como excipiente na 

formulação da nanoemulsão se mostrou vantajosa visto que promoveu uma 

permeação mais lenta e prolongada do fármaco e conseguiu aumentar a retenção 

cutânea total do fármaco. Além disto, foi evidenciado que o tamanho nanométrico 

das formulações NAzA e NAzA-b proporcionou uma retenção cutânea mais 

significativa que o da amostra com o fármaco na sua forma livre (LAzA). 
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5.9 ANÁLISE SENSORIAL DESCRITIVA  

 

Os resultados da análise sensorial descritiva podem ser verificados na Tabela 

10, que descreve o valor médio de cada atributo, para a amostra NAzA e para 

amostra com o fármaco livre (LAzA), além da variância dos valores obtidos o valor 

de P calculado entre as amostras. O valor-P menor que 0,05 indica que houve 

diferença estatística entre os valores das amostras. 

 

Tabela 10 – Resultados da análise sensorial descritiva para NAzA e Azelan® 

Atributo Amostra Valor médio Variância (%) valor-P 

Espalhabilidade 
NAzA 8,34 2,72 

2,09 x 10-14* 
Azelan® 4,20 7,37 

Espessura 
NAzA 2,61 6,77 

2,83 x 10-8* 
Azelan® 5,78 6,39 

Resíduo branco 
NAzA 2,96 9,93 

2,95x 10-7* 
Azelan® 6,68 9,49 

Brilho 
NAzA 3,87 9,03 

0,06 
Azelan® 2,81 6,35 

Pegajosidade 
NAzA 2,77 5,71 

0,01* 
Azelan® 4,06 6,19 

Oleosidade 
NAzA 3,30 5,87 

0,052 
Azelan® 4,26 5,57 

Brilho residual 
NAzA 4,26 8,74 

3,06 x 10-12* 
Azelan® 0,61 1,23 

Pegajosidade residual 
NAzA 2,99 7,16 

0,002* 
Azelan® 1,42 4,79 

Oleosidade residual 
NAzA 3,39 9,54 

5,56 x 10-5* 
Azelan® 1,22 3,90 

*indica diferença significativa entre as amostras 

 

Através dos valores obtidos na Tabela 10, foi plotado um gráfico 

representando o perfil sensorial das amostras, conforme o Gráfico 1. 
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Gráfico 1 – Perfil Sensorial de NAzA e Azelan® 

 

Os atributos oleosidade e brilho foram os únicos que não foram considerados 

estatisticamente diferentes pelos voluntários. Os atributos espessura, resíduo 

branco, pegajosidade e oleosidade obtiveram escores maiores para o Azelan® já a 

NAzA obteve escores mais altos em espalhabilidade e em todos atributos residuais 

(brilho, oleosidade e pegajosidade).  

Como o sensorial é diretamente ligado aos componentes da formulação já se 

esperava uma diferença entre as amostras. O objetivo deste estudo foi realizar uma 

análise comparativa, comparando a nanoemulsão desenvolvida com um produto já 

presente no mercado. 

O Azelan® é composto por éster de polioxietileno de ácido graxo, cutina, 

octanoato cetoarílico, propilenoglicol, glicerol, ácido benzoico e água purificada. Com 

isto, verifica-se a presença de vários componentes cerosos e baixa concentração de 

fase oleosa na formulação. Provavelmente devido a este fato, os atributos 

oleosidade e pegajosidade foram considerados mais intensos pelos voluntários 

somente na avaliação inicial do Azelan® enquanto na avaliação residual eles foram 

menores do que os da NAzA, que possui em sua composição 10% de óleo de arroz.  

Ainda, pode-se atribuir às ceras presentes no Azelan® o escore mais alto em 

resíduo branco e espessura já que este tipo de material não está presente na NAzA. 

Além disto, os voluntários perceberam uma maior espalhabilidade na nanoemulsão, 

possivelmente devido a provável menor viscosidade da mesma. 
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É interessante comentar que em todos os atributos considerados negativos 

(oleosidade, brilho, pegajosidade e os residuais), nos quais a NAzA obteve escores 

maiores que o Azelan®, os valores foram menores que 5. Ou seja, indicando que 

apesar de mesmo com escores maiores quando comparados com o Azelan®, os 

escores obtidos pela nanoemulsão são considerados baixos visto que não passaram 

da metade da escala. Entretanto, sugere-se que em uma futura reformulação da 

nanoemulsão, poderiam ser incluídos insumos capazes de modificar o sensorial, 

diminuindo a oleosidade, pegajosidade e brilho residuais. 

Os dados provenientes da análise sensorial realizada podem preencher a 

lacuna resultante dos dados clínicos e de consumidores, podendo ser utilizados para 

prever ou interpretar estes últimos, podendo servir de guia no desenvolvimento de 

produtos (ALMEIDA; GAIO; BAHIA, 2008).  
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6 CONCLUSÃO 

 

No presente trabalho, foi possível desenvolver e caracterizar uma formulação 

nanotecnológica contendo AzA para fins terapêuticos, com maior enfoque no 

tratamento de desordens pigmentárias da pele. 

O desenvolvimento farmacotécnico permitiu a obtenção de uma formulação 

com tamanho nanométrico utilizando uma combinação de tensoativos inédita na 

literatura científica paraa formação de nanoemulsão. 

A formulação NAzA apresentou tamanho nanométrico com distribuição 

unimodal, teor total próximo a 100% e uma alta eficiência de encapsulamento 

considerando a alta carga de fármaco (10 mg/mL). 

No ensaio in vitro de inibição da tirosinase, a formulação desenvolvida 

apresentou maior eficácia despigmente quando comparada à formulação com o 

fármaco em sua forma livre (LAzA) e até mesmo quando comparada com o controle 

positivo (arbutin). 

O ensaio in vitro de permeação cutânea através de células de difusão de 

Franz evidenciou que a NAzA conseguiu atravessar o estrato córneo e atingir a 

localização do seu alvo terapêutico (melanócitos), que seriam as camadas mais 

profundas da pele (epiderme viável e derme), de forma mais eficaz que o fármaco na 

sua forma livre. Deste modo, a NAzA poderia ser utilizada até em melasma dérmico, 

que possui poucas opções de tratamento disponíveis no mercado. Além disto, foi 

demonstrado que a presença de ácido hialurônico na formulação permitiu uma maior 

interação com os melanócitos, aumentando a retenção cutânea do fármaco. 

A análise sensorial descritiva forneceu dados sobre o perfil sensorial da 

NAzA, que foi comparado com um produto já disponível no mercado. A NAzA 

apresentou maior espalhabilidade e menor resíduo branco que o Azelan®, 

demonstrando que poderia ter um bom potencial de aceitação pelo mercado.  

Sendo assim, sugere-se que a formulação desenvolvida possa ser utilizada 

como um possível tratamento despigmentante para doenças hiperpigmentárias da 

pele como, por exemplo, o melasma, inclusive o dérmico, uma vez que conseguiu 

atingir as camadas mais profundas da pele. 

As perspectivas deste trabalho incluem a realização de estudo clínico em 

pacientes com melasma (projeto que já se encontra aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa sob o número CAAE 57563016.0.0000.5335) e o estudo de 
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desenvolvimento de formulações com associação de ativos despigmentantes 

nanoencapsulados visando o aumento da eficácia no tratamento do melasma 

dérmico. 
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ANEXO A – Validação da metodologia analítica de quantificação de AzA em 

nanoemulsão 

 

A validação de um método analítico é realizada a fim de demonstrar que o 

método desenvolvido é apropriado para a determinação quantitativa de um fármaco. 

A validação parcial é definida como uma modificação no método bioanalítico 

validado sem a necessidade de uma revalidação total (ANVISA, 2003). Os ensaios 

de validação parcial vão desde uma pequena determinação, como, por exemplo, a 

exatidão e precisão do método. 

O método utilizado para quantificação do AzA a partir da nanoemulsão foi 

desenvolvido e validado por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), com 

detecção no UV.  O método foi adaptado de Mansour e Ibrahiem (2002) e o único 

parâmetro alterado foi o fluxo (de 1,0 mL/min para 0,8 mL/min). Este mesmo método 

também foi utilizado por outros autores (AYTEKIN  et al., 2013; LI et al., 2010, 2012; 

REIS et al., 2013, SHAH et al., 2015). 

O cromatógrafo utilizado foi um Perkin Elmer, com detector UV em 220 nm. 

Utilizou-se coluna Waters Nova Pak C18 4 µm (3,9 x 150 mm), volume de injeção de 

20 µL e tempo de análise de 8 minutos. A fase móvel isocrática foi constituída de 

metanol:água (40:60 v/v) com 0,077% (p/v) de acetato de amônio. O pH da fase 

móvel foi ajustado a 5,0 ± 0,1 com ácido acético 96%. O fluxo empregado foi de 0,8 

mL/min. 

Foi preparada uma solução estoque contendo 1 mg/mL de AzA, a partir da 

qual foram tomadas alíquotas e diluídas na faixa de 50 a 310 µg/mL para a curva 

padrão.  

 A média do coeficiente de correlação (r2) referente às três curvas-padrão 

foi de 0,995, superior a 0,99, que é o valor preconizado pelos compêndios oficiais 

(ANVISA, 2003; ICH, 1996). A média do coeficiente angular foi de 407,2267 e da 

intersecção no eixo y foi igual a -6312,9.  

O método se mostrou específico, sem picos interferentes de outros 

componentes da formulação na quantificação do fármaco. 

A avaliação da precisão do método foi realizada através do coeficiente de 

variação intra-dia (repetibilidade) e inter-dia (precisão intermediária). Para isto, 6 

soluções-amostras diferentes de 150 µg/mL foram obtidas a partir da nanoemulsão 

de AzA e injetadas durante três dias. Foram determinados os coeficientes de 
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variação (CV) intra e inter-dia. Tanto na avaliação da precisão intra-dia quanto da 

inter-dia verifica-se uma variação na análise das amostras (Tabela 11), entretanto os 

valores estão dentro do limite preconizado pelos códigos oficiais, que é de 5% 

(ANVISA, 2003; ICH, 1996). 

 

Tabela 11 1– Avaliação dos coeficientes de variação (CV %) intra e inter-dia do método 
analítico para determinação de AzA em nanoemulsão (n=6) 

Solução-amostra 
Precisão intra-

dia 1 (%) 
Precisão intra-

dia 2 (%) 
Precisão intra-

dia 3 (%) 
Precisão inter-

dia (%) 

Nanoemulsão 
contendo AzA 150 
µg/mL 

2,92 2,67 1,04 2,54 

 

Para determinação da exatidão do método, uma quantidade conhecida de 

nanoemulsão foi adicionada a soluções de AzA nas concentrações de 85, 160 e 260 

µg/mL (concentração baixa, média e alta da curva padrão, respectivamente). As 

amostras foram analisadas por CLAE e a partir das concentrações experimentais e 

das concentrações teóricas determinou-se a exatidão (Tabela 12). 

 

Tabela 12 – Avaliação da exatidão do método analítico para doseamento de AzA em 
nanoemulsão (n=3) 

Concentração teórica de AzA 
(µg/mL) 

Concentração experimental 
(µg/mL) ± DP 

Exatidão (%) 

85,00 83,74 ± 0,77 98,52 

160,00 160, 37 ± 1,26 100,23 

260,00 257,06 ± 1,52 98,86 

 

Sendo assim, o método analítico de detecção de AzA em nanoemulsão por 

CLAE utilizado se mostrou específico, linear, preciso e exato, sendo adequado para 

as análises realizadas neste trabalho. 



81 

 

  

ANEXO B – Parecer consubstanciado do comitê de ética em pesquisa 
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ANEXO C - Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

AVALIAÇÃO SENSORIAL DE NANOEMULSÃO CONTENDO 

ÁCIDO AZELÁICO 

 

Justificativa: A análise sensorial se faz necessária para comprovação das 

propriedades da nova formulação proposta e é importante para avaliação de 

potencialidade de futuros consumidores, preferência e aceitação do produto. 

Objetivo: Analisar o sensorial de duas formulações, uma com e outra sem um 

fármaco nanotecnológico, perceber se há diferença entre tais formulações e citar 

qual julga mais agradável. 

Para participar da pesquisa preciso (critérios de inclusão): ser maior de 

18 anos, ser consumidor de produtos farmacêuticos de uso tópico e conhecer o 

objetivo da pesquisa. 

Não posso participar da pesquisa caso (critérios de exclusão): minha 

idade não esteja dentro da faixa estabelecida, já apresentei alergia a algum dos 

componentes da formulação, seja fumante e/ou gestante. 

Quanto tempo que terei de ficar disponível e quantas sessões serão 

necessárias: A análise sensorial terá uma sessão de 60 minutos aproximados. Será 

necessária apenas uma sessão. 

Detalhes sobre todos os procedimentos: Inicialmente os pesquisadores do 

projeto irão abordá-lo apresentando o projeto, os objetivos e procedimentos, 

conforme convite prévio. Se você aceitar participar da pesquisa e atender os critérios 

de inclusão, assinará este documento e em seguida participará da análise. Todos 

participantes analisarão amostras contendo o ativo, não havendo amostras placebo 

e todos analisarão a amostra controle, que é considerada a amostra com o ativo na 

sua forma livre. 

Local onde será realizado: O local de avaliação dos produtos será na 

Faculdade de Farmácia da UFRGS ou no Instituto de Ciência e Tecnologia de 

Alimentos da UFRGS. A fim de minimizar as interferências dos distintos locais nas 

avaliações, será respeitado que o grupo de avaliação de cada produto utilize o 

mesmo local. O ressarcimento dos custos de deslocamento não será necessário 

pois o grupo de voluntários será composto da população local e/ou transeuntes. 
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Equipamentos ou instrumentos que serão utilizados: Durante a realização 

da análise sensorial, serão utilizados como ferramenta metrônomo para controlar a 

velocidade de aplicação dos produtos e um carimbo para delimitar a área de 

aplicação dos produtos. 

É preciso vestir alguma roupa ou sapato apropriado: Não há necessidade 

de vestimenta específica, os braços devem estar à mostra no momento do teste e 

serem lavados antes do teste. 

Quais as medidas a serem obtidas? As variáveis avaliadas serão: 

espalhabilidade, espessura, resíduo branco, brilho, pegajosidade, oleosidade, 

percepção do produto na pele e preferência. 

Quais os riscos e desconfortos que podem ocorrer? Os riscos são 

mínimos, se considerados os critérios de inclusão e exclusão. As matérias-primas 

utilizadas nos produtos são aprovadas para uso pela ANVISA, o que comprova a 

segurança das mesmas. Podem ocorrer reações de uso tópico, como alergia e/ou 

sensibilização. Caso ocorra qualquer tipo de reação adversa durante o estudo, você 

deve avisar imediatamente aos pesquisadores e proceder com a limpeza do local 

com sabonete neutro. Caso seja necessário, você será assistido por um médico, sob 

a responsabilidade dos pesquisadores, sem custo para você.  

Quais os meus benefícios e vantagens em fazer parte deste estudo? A 

participação é voluntária, você não irá receber nenhum tipo de benefício por 

participar da pesquisa, como brindes, lanches, entre outros. Você terá a 

possibilidade de utilizar produtos inovadores, formulados com insumos e tecnologia 

de ponta, e estará ajudando no desenvolvimento e aperfeiçoamento da ciência 

cosmética brasileira. 

Quais as pessoas responsáveis e que estarão me acompanhando 

durante os procedimentos práticos deste estudo? Uma das pesquisadoras 

envolvidas no projeto (Simone Jacobus Berlitz) irá acompanhar durante todo o 

procedimento estando à disposição para quaisquer esclarecimentos e/ou ajuda 

antes, durante e após as análises. 

Existe algum questionário que preciso preencher? Sou obrigado a 

responder a todas as perguntas? Para a análise sensorial será pedido o 

preenchimento de um questionário, conforme explicado pelos pesquisadores no 

momento do convite. Não há obrigatoriedade de resposta. Você pode se retirar da 

pesquisa sem nenhum prejuízo ou constrangimento. 
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Como minha privacidade será assegurada? Os nomes dos voluntários não 

serão divulgados na pesquisa e os dados são sigilosos, assegurados pela 

Resolução 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde. O interesse da pesquisa é o 

número total de opiniões e não a opinião individual.  

Se eu tiver alguma reação à aplicação dos produtos, como devo 

proceder? Caso haja algum incômodo, coceira e/ou irritação na pele durante as 

análises, o voluntário deverá parar imediatamente e lavar a região com água 

abundante e sabão neutro até remoção do produto por completo. Os responsáveis 

acompanharão o voluntário e as medidas necessárias serão providenciadas. Caso 

seja necessário, o voluntário será ressarcido de possíveis gastos com tratamento 

médico em função de reações causadas comprovadamente pelo produto da 

pesquisa. 

A coleta de dados em Porto Alegre será realizada por alunos da Faculdade de 

Farmácia da UFRGS. Os dados da pesquisa ficarão guardados sob a 

responsabilidade da Prof. Dra. Irene Guerreiro, na Faculdade de Farmácia da 

UFRGS, por um período de 5 anos. Após este prazo os mesmos serão destruídos. 

As informações coletadas serão para uso exclusivo no presente projeto de pesquisa. 

No caso de dúvidas ou para mais informações o (a) Sr. (a) poderá entrar em contato 

com a pesquisadora responsável Professora Dra. Irene Clemes Külkamp Guerreiro, 

pelo telefone (51) 3308 5416 ou com o Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (51) 3308 3738. 

Uma via deste Termo é destinada ao participante e outra aos pesquisadores, 

após as respectivas assinaturas. 

 

______________________________________________________ 

Assinatura do Participante 

 

______________________________________________________ 

Assinatura do Pesquisador(a) 

 

Porto Alegre, ____ de _________ de 2016.
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ANEXO D – Questionário da análise sensorial descritiva 
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ANEXO E – Ficha técnica do óleo de arroz 

 

 


