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RESUMO 
Oliveira, C. N. P. Desenvolvimento de nanoemulsão lipídica a base de extratos vegetais e avaliação da 
atividade cicatrizante em modelo de pele humana ex vivo. 2020. 98 F. Dissertação (Mestrado). Faculdade 
de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2020. 

Acometimentos cutâneos que requerem estímulos pró-cicatrizantes para seu tratamento, tais como dermatite 
atópica, queimaduras e úlceras de decúbito, representam um alto potencial de perdas econômicas e de 
qualidade de vida do paciente. Além disso, o tratamento de  lesões cutâneas enfrenta outro sério problema: a 
falta de produto acessível e de eficácia cientificamente comprovada. A incorporação de óleos vegetais com 
atividade cicatrizante em nanoemulsões é uma estratégia promissora para diminuir a toxicidade, possibilitar a 
administração de óleos no leito hidrofílico das feridas, aumentar a biodisponibilidade dos componentes 
bioativos desses óleos e, dessa forma, aumentar a eficácia do tratamento de tais acometimentos cutâneos. 
Desta forma, o objetivo desse trabalho foi desenvolver nanoemulsões contendo óleos de girassol e de rosa 
mosqueta, ambos com aclamada atividade cicatrizante, e avaliar sua atividade em úlceras induzidas em 
modelo ex vivo de pele humana. Ademais, a influência da combinação de fosfolipídios extraídos do girassol e 
da soja nas características e atividade das nanoemulsões também foi avaliada. Duas nanoemulsões foram 
obtidas: uma utilizando uma mistura de fosfolipídios e emulsificantes sintéticos (Nano 1) e outra utilizando 
apenas fosfolipídios (Nano 2). Os emulsificantes sintéticos investigados para obtenção de Nano 1 estável 
foram o polissorbato 80 e 60 e o polietilenoglicol 40, na presença e ausência de estabilizantes, como álcool 
cetoestearílico e álcool cetílico. Já a formulação Nano 2 foi desenvolvida e otimizada com base em um 
delineamento experimental do tipo Box-Behnken 33. As variáveis independentes foram a combinação em 
diferentes proporções de três fosfolipídios de origem natural: S75, fosfolipídio extraído da soja com 75% de 
fosfatidilcolina, H100, fosfatidilcolina purificada extraída do girassol, e H20, mistura de fosfolipídios 
extraídos do girassol, contendo 20% de fosfatidilcolina. As variáveis dependentes foram tamanho de 
partículas e índice de polidispersão (PDI), avaliados por espalhamento de luz dinâmico; porcentagem de 
emulsificação, avaliada por centrifugação; viscosidade, utilizando um reômetro de geometria do tipo Couette 
(cilindro concêntrico); pH e custo. A morfologia, o número médio de partículas e a presença de estruturas 
líquido-cristalinas nas nanoemulsões otimizadas também foram avaliados por microscopia eletrônica de 
transmissão, análise de rastreamento de nanopartículas e microscopia de luz polarizada, respectivamente. 
Nano 1 e Nano 2 foram investigadas quanto a sua citotoxicidade em células de queratinócitos e fibroblastos, 
capacidade de alteração da expressão de moléculas de adesão, por ensaio Scratch, potencial inflamatório, por 
ensaios de imunoabsorção enzimática, e capacidade em se distribuir e penetrar na pele humana, por estudos 
de penetração cutânea in vitro. A atividade cicatrizante das nanoemulsões foi avaliada em feridas induzidas 
em cultura de explante de pele organotípica humana (hOSEC), a partir da análise histológica e imuno-
histoquímica de cortes de fragmentos de pele tratados. As nanoemulsões apresentaram gotículas com 
dimensões nanométricas (de 130 a 370 nm), PDI menor do que 0,3 e concentração na ordem de 1013 

partículas/mL. O diâmetro das gotículas da Nano 2 foi em torno de 3 vezes maior do  que o da Nano 1, com 
custo estimado também 2,5 vezes maior. Entretanto, a Nano 2 apresentou-se menos citotóxica para 
fibroblastos e queratinócitos quando comparada à Nano 1 e com capacidade de direcionar a penetração dos 
óleos para e epiderme. Em contrapartida, a Nano 1 foi capaz de permear a pele íntegra até a derme e 
apresentou um efeito cicatrizante mais proeminente do que a Nano 2 nas avaliações no modelo hOSEC. 
Ambas nanoemulsões apresentaram-se estáveis, com baixo potencial de induzir processos inflamatórios e de 
interferir na expressão de moléculas de adesão. Nos estudos de cicatrização no modelo hOSEC verificou-se, 
pela primeira vez, a importância em se determinar a concentração de nanopartículas depositadas no leito da 
ferida para possibilitar a mobilidade celular e permitir a resposta adequada do modelo ao tratamento. Por 
fim, as nanoemulsões a base de óleos vegetais estimularam de maneira mais evidente o fechamento de 
feridas induzidas no modelo hOSEC do que nanoemulsões controles a base de óleo mineral. Em resumo, foi 
possível estabilizar nanoemulsões de óleo vegetal com combinações adequadas de fosfolipídios de origem 
natural. Alterações nessas combinações resultaram em nanoemulsões com características de tamanho e custo 
distintas, com impacto na penetração cutânea e celular dos óleos, citotoxicidade e cinética de cicatrização. As 
nanoemulsões à base de óleos vegetais obtidas nesse trabalho são, portanto, sistemas de liberação versáteis 
com potencial para serem utilizadas tanto no tratamento da pele íntegra como em lesões ulceradas.  

Palavras-chave: Nanoemulsão lipídica, cicatrização, extratos naturais, modelo ex vivo de pele humana. 

i



ABSTRACT  
Oliveira, C. N. P. Development of lipid nanoemulsion based on plant extracts and evaluation of 
healing activity in ex vivo human skin model. 2020. 98 F. Dissertation (Master’s degree). Faculdade 
de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto  

Skin disorders that require pro-healing stimuli for treatment, such as atopic dermatitis, burns and 
decubitus ulcers, represent a high potential for economic losses and quality of life for the patient. In 
addition, the treatment of skin lesions faces another serious problem: the lack of accessible product and 
scientifically proven effectiveness. The incorporation of vegetable oils that presents healing activity in 
nanoemulsions is a promising strategy to reduce toxicity, enable the administration of oils in the 
hydrophilic environment of wounds, increase the bioavailability of the bioactive components of these 
oils and, thus, increase the effectiveness of the treatment of these cutaneous disorders. Thus, the 
objective of this work was to develop nanoemulsions containing sunflower and rosehip oils, both with 
acclaimed healing activity, and to evaluate their activity in ulcers induced in an ex vivo model of human 
skin. In addition, the influence of the combination of phospholipids extracted from sunflower and soy 
on the characteristics and activity of nanoemulsions was also evaluated. Two nanoemulsions were 
obtained: one using a mixture of phospholipids and synthetic emulsifiers (Nano 1) and the other using 
only phospholipids (Nano 2). The synthetic emulsifiers investigated to obtain stable Nano 1 were 
polysorbate 80 and 60 and polyethylene glycol 40, in the presence and absence of stabilizers, such as 
ceto-stearyl alcohol and cetyl alcohol. The Nano 2 formulation was developed and optimized based on a 
Box-Behnken 33 experimental design. The independent variables were the combination in different 
proportions of three phospholipids from natural origin: S75, phospholipid extracted from soy with 75% 
phosphatidylcholine; H100, purified phosphatidylcholine extracted from sunflower; and H20, mixture of 
phospholipids extracted from sunflower, containing 20% phosphatidylcholine. The dependent variables 
were particle size and polydispersity index (PDI), assessed by dynamic light scattering; percentage of 
emulsification, assessed by centrifugation; viscosity, using a Couette type geometry rheometer 
(concentric cylinder); pH and cost. The morphology, the average number of particles and the presence of 
liquid-crystalline structures in the optimized nanoemulsions were also evaluated by transmission 
electron microscopy, nanoparticle tracking analysis and polarized light microscopy, respectively. Nano 1 
and Nano 2 were investigated for their cytotoxicity in keratinocyte and fibroblast cells, ability to 
influence the expression of adhesion molecules, by Scratch assay, inflammatory potential, by enzyme-
linked immunosorbent assays, and ability to distribute and penetrate the skin by in vitro skin penetration 
studies. The healing activity of nanoemulsions was evaluated in wounds induced in human organotypic 
skin explant culture (hOSEC), based on histological and immunohistochemical analysis of cuts of 
treated skin fragments. The nanoemulsions presented droplets with nanometric dimensions (from 130 to 
370 nm), PDI less than 0.3 and concentration in the order of 1013 particles / mL. The droplet diameter of 
Nano 2 was around 3 times greater than that of Nano 1, with an estimated cost also 2.5 times greater. 
However, Nano 2 was less cytotoxic to fibroblasts and keratinocytes than Nano 1 and with the ability to 
drive the oils penetration into and to the epidermis. In contrast, Nano 1 was able to permeate intact skin 
to the dermis and had a more prominent healing effect than Nano 2 in the hOSEC model evaluations. 
Both nanoemulsions were stable, with a low potential to induce inflammatory processes and to interfere 
in the expression of adhesion molecules. In the healing studies in hOSEC model, the importance of 
determining concentration of nanoparticles placed in contact with the wound was verified for the first 
time to enable cell mobility and allow the model to respond appropriately to treatment. Finally, 
nanoemulsions based on vegetable oils stimulated the closure of wounds induced in the hOSEC model 
more clearly than control nanoemulsions based on mineral oil. In summary, it was possible to stabilize 
vegetable oil nanoemulsions with suitable combinations of phospholipids of natural origin. Changes in 
these combinations resulted in nanoemulsions with different size and cost characteristics, with an impact 
on skin and cellular penetration of oils, cytotoxicity and healing kinetics. The nanoemulsions based on 
vegetable oils obtained in this work are, therefore, versatile release systems with the potential to be used 
both in the treatment of intact skin and in ulcerated lesions. 

Keywords: Lipid nanoemulsion, healing, natural extracts, ex vivo model of human skin. 
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1. INTRODUÇÃO

 A pele tem dentre suas principais funções a proteção dos tecidos subjacentes e a reserva de 
nutrientes (Baroli, 2010). Qualquer evento que acarrete em perda de sua integridade resulta no 
estímulo de mediadores celulares, bioquímicos e imunológicos que precisam agir harmoniosamente 
para restaurar o tecido lesionado (Masson, 2011). Nos casos em que o acometimento cutâneo requer 
estímulos pró-cicatrizantes para seu tratamento, como na dermatite atópica, queimaduras, úlceras de 
decúbito, radiodermite, pé diabético e lesões provenientes de traumatismos físicos, químicos, 
infecções e vasculites, a qualidade de vida do paciente decai consideravelmente e o potencial de 
perdas econômicas é alto (Okuma et al, 2013). Por exemplo, dados da Agência Nacional de 
Vigilância Sanitária afirmam que o custo anual decorrente de complicações no manejo de pacientes, 
como infecções no sítio cirúrgico, pode chegar até US$ 1,6 bilhões de dólares (ANVISA, 2017). 
 A falta de produto acessível e de eficácia cientificamente comprovada é, em grande parte, 
responsável pelos problemas recorrentes no processo de tratamento de feridas (McQuestion et al., 
2011). Muitos produtos disponíveis são falhos quanto à sua eficácia por não compreenderem nas 
suas ações terapêuticas o aspecto multifatorial do processo de cicatrização, que, independente da 
etiologia, se constitui de um processo biológico complexo com interação simultânea de eventos 
celulares, bioquímicos e imunológicos (Alison et al., 2006). 
 Além da tentativa de recuperação dos constituintes da pele e do controle de infecções 
bacterianas e fúngicas, as estratégias pró-cicatrizantes devem considerar a modulação da inflamação 
tecidual e a interrupção da geração de radicais livres decorrentes dos processos inflamatórios 
(Masson, 2011) ou do ambiente externo, como a radiação ionizante na radiodermite. Nesse 
contexto, a etapa racional para o desenvolvimento de um produto de ação cicatrizante deve 
considerar compostos com conhecida propriedade antioxidante, anti-inflamatória, antimicrobiana e 
com potencial de reestabelecer os constituintes originais da pele. 
 Existem na natureza várias plantas cujos extratos apresentam muitas dessas propriedades. 
Elas variam em função da diversidade de componentes ativos encontrados em cada espécie vegetal, 
uma vez que, majoritariamente, os constituintes agem sinergicamente e, assim, aumentam o 
potencial terapêutico da composição (Musthaba et al., 2009).  A partir da compreensão da 
cicatrização na sua complexidade multifatorial, aliada ao entendimento da capacidade dos extratos 
vegetais em exercer atividade simultânea em diferentes etapas do processo de cicatrização, a 
escolha dos extratos que compõem uma formulação voltada para a cicatrização deve se pautar nos 
achados bibliográficos daqueles extratos que reúnam maior influência nos eventos da cicatrização 
de forma concomitante e sinérgica.  
 O óleo de girassol é um composto lipídico extraído da semente de espécies do gênero 
Helianthus (Aboki et al., 2012). Quando aplicado topicamente, os ácidos graxos presentes no óleo 
reduzem a perda transepidermal de água de 33 a 50% (Eichienfield et al., 2009). O óleo de girassol 
também apresenta substâncias antioxidantes (Pereira et al., 2016), antimicrobianas (Aboki et al., 
2012) e anti-inflamatórias (Eichienfield et al., 2009). A efetividade do óleo de girassol na 
preservação do tecido cutâneo está relacionada à semelhança dos lipídios que o constitui com 
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aqueles presentes no estrato córneo (Eichenfield et al., 2009). O principal componente lipídico do 
óleo de girassol é o ácido linoleico na forma de triglicerídeo (61,5%), mas ele também possui em 
sua composição o ácido oleico (24,3%), o palmítico (9,3%), o esteárico (3,7%) e o linolênico (1%) 
(Eichenfield et al., 2009). Além desses ácidos graxos essenciais, o óleo de girassol destilado ainda 
apresenta 5% de fitoesteróis e 1% de vitamina E, substâncias de elevada atividade antioxidante 
(Belilovsky et al, 2015). Alguns estudos relatam que a semelhança do conteúdo lipídico do óleo de 
girassol e matriz lipídica cutânea estimula a produção de ceramidas epidérmicas, síntese de 
colesterol e ativação dos receptores ativados por proliferador de peroxissoma do tipo alfa (PPARa), 
que desempenham um papel essencial na regulação da diferenciação celular e estão envolvidos na 
homeostase da barreira cutânea e no processo inflamatório (Belilovsky et al., 2015). 
 O óleo de rosa mosqueta é outro óleo extraído de semente de planta com pronunciada 
atividade antioxidante, anti-inflamatória e repositora de constituintes lipídicos da pele. Seus 
constituintes aromáticos responsáveis pela ação antioxidande e, portanto, protetora das células em 
processo de reepitelização, são ricos em fenóis (glicosídios flavonóides e proantocianidinas), 
vitaminas E e C, carotenóides (Salminen et al, 2005). Já seus constituintes graxos variam de acordo 
com a espécie e seus valores de concentração nos extratos estão compreendidos entre 43 e 49% de 
ácido linoléico, 32 e 38% de ácido linolênico, 14 e 16% de ácido oléico, 3 e 5% de ácido palmítico, 
0,1 e 5% de ácido palmitoléico, 1 e 2% de ácido esteárico, além de outros ácidos graxos presentes 
em concentrações menores de 1%, como o láurico, mirístico, araquidônico, gadoléico e behênico 
(Ozcan et al., 2004). Esses ácidos graxos são capazes de aumentar a permeabilidade da membrana 
celular e facilitar a entrada de fatores de crescimento, estimulando a proliferação, migração celular e 
neoangiogênese, atuando, assim, diretamente na fase proliferativa da cicatrização. De forma 
simultânea, altas concentrações de ácido ascórbico encontradas no óleo da semente de rosa 
mosqueta têm importante papel na regeneração tecidual, sendo um importante elemento para a 
formação e deposição das fibras colágenas sobre a cicatriz, além de estimular, também, a 
proliferação celular (Santos et al., 2009). 
 Pela expressão dessas atividades desejadas de forma sinérgica e concomitante, o uso de 
fitoterápicos no mercado mundial tem aumentado a cada ano. De 2005 para 2011, por exemplo, este 
mercado aumentou de US$ 18 bilhões de dólares para US$ 26 bilhões (Musthaba et al., 2009). Essa 
popularidade crescente de preparações contendo ervas medicinais fortalece a necessidade de 
desenvolver composições fitoterápicas seguras. Neste contexto, as nanoemulsões surgem como uma 
alternativa interessante para formulação de fitoterápicos, pois além de elevarem a solubilidade dos 
compostos ativos lipofílicos, possuem boa estabilidade termodinâmica, facilidade de fabricação, 
clareza óptica e excelente estabilidade cinética (Musthaba et al., 2009). Podem ainda sustentar a 
liberação das substâncias ativas, evitando sua degradação imediata no leito da ferida e, assim, 
aumentar sua biodisponibilidade. Consequentemente, é possível reduzir a dose administrada, os 
efeitos adversos e o custo do tratamento (Uchechi et al., 2014). 
 As nanoemulsões podem ser definidas como sistemas de liberação metaestáveis 
heterogêneos, nos quais um líquido (fase interna) é disperso em outro líquido (fase externa ou 
contínua) na forma de gotículas de dimensões nanométricas estabilizadas por um sistema 
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emulsificante (Oliveira, 2014) e dependentes do método de preparação (Salleh et al., 2012). 
Fosfolipídios podem ser utilizados como emulsionantes desses sistemas e ainda funcionarem como 
repositores dos conteúdos graxos da pele. Além disso, podem ser extraídos de fontes naturais, como 
do próprio girassol, que, como descrito anteriormente, tem várias potencialidades como agente 
cicatrizante. Além da função estrutural, é descrito que os fosfolipídios têm capacidade de intervir 
em diversos processos metabólicos, tais como o processo ativo de fosforilação, mitose, organização 
celular, intercâmbios iônicos e síntese de compostos biologicamente ativos, como prostaglandinas e 
leucotrienos a partir do ácido araquidônico (McClements et al, 2017). 
 Métodos de produção específicos, no entanto, são necessários para a obtenção de 
nanoemulsões. A homogeneização a alta pressão é o método usado na obtenção de nanoemulsões 
com maior potencial para a produção em larga escala. Em um homogeneizador de alta pressão, a 
mistura de óleo e água é submetida a intensos campos de fluxo turbulento e de cisalhamento 
causados pela ação de dois fenômenos: cavitação hidrodinâmica e homogeneização (Floury et al., 
2000). A taxa de ruptura no fluxo dos líquidos durante a formação da nanoemulsão é determinante 
para uma maior superfície de contato entre eles e estabelece a distribuição do tamanho da gotícula, 
influenciando, assim, na estabilidade e textura da formulação. O controle dessa taxa requer, no 
entanto, o conhecimento do efeito dos parâmetros operacionais e da composição da nanoemulsão 
(Floury et al., 2000).  
 Este trabalho visa o desenvolvimento de nanoemulsões utilizando a homogeneização à alta 
pressão como um método de preparo escalonável. As diferentes variáveis operacionais do processo, 
que incluem a escolha dos equipamentos e concentração dos insumos, a pressão e número de ciclos 
produtivos necessários foram, portanto, estudados. Mais ainda, as nanoemulsões foram 
desenvolvidas utilizando como base os próprios extratos e óleos que contém os componentes 
bioativos necessários para a cicatrização de feridas cutâneas. Tanto o sistema de liberação 
nanoemulsionado, como os componentes bioativos dos extratos que compõe as formulações 
promoveram aumento da eficácia e redução na toxicidade do produto final, contribuindo, desta 
forma, para o tratamento de feridas cutâneas. 
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3. OBJETIVOS:

Desenvolver  nanoemulsões  lipídicas  baseadas  em  óleos  vegetais,  utilizando  processo 

escalonável, e avaliar sua atividade cicatrizante visando o tratamento de lesões cutâneas.

3.1. Objetivos específicos

-  Obter  nanoemulsões  lipídicas  utilizando  como  fase  interna  óleos  vegetais  e  como  agentes 

emulsionantes fosfolipídios extraídos do girassol e da soja;

- Caracterizar as nanoemulsões e avaliar sua estabilidade físico-química;

- Avaliar a citotoxicidade das nanoemulsões em cultura de fibroblastos NIH-3T3 e queratinócitos 

humanos, além de sua influência na migração, adesão e proliferação celular;

- Quantificar, em cultura de células de macrófagos humanos, a expressão de citocinas inflamatórias 

participantes do processo de cicatrização, na presença e ausência das nanoemulsões;

- Avaliar o potencial cicatrizante das nanoemulsões em modelo ex vivo de cultura de explante de 

pele organotípica humana (hOSEC).
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7. CONCLUSÃO

Em suma, óleos vegetais foram emulsificados com sucesso em nanoemulsões estáveis, com 

viscosidade  adequada  para  administração  na  forma  de  spray,  utilizando-se  como  agentes 

emulsionantes fosfolipídios extraídos do girassol e da soja. A adição de pequena porcentagem de 

um tensoativo sintético resultou em nanoemulsões com gotículas oleosas com menores diâmetros, 

maior uptake  celular e permeação cutânea,  além de maior potencial  cicatrizante.  Nanoemulsões 

compostas somente por fosfolipídios de origem natural como emulsificantes e estabilizantes foram 

capazes de direcionar a penetração dos óleos vegetais para a epiderme viável e apresentaram menor 

potencial citotóxico do que as nanoemulsões que continham o tensoativo sintético. 

Ainda,  mostrou-se  pela  primeira  vez  nesse  trabalho  a  importância  da  padronização  da 

concentração de nanopartículas para garantir respostas fiáveis em ensaios de cicatrização utilizando-

se modelo ex vivo de cultura de explante de pele organotípica humana (hOSEC). 

Conclui-se, assim, que a combinação adequada de fosfolipídios de origem natural possibilita a 

obtenção  de  nanoemulsões  de  óleos  vegetais  com  características  específicas  e  versáteis,  com 

potencial aplicação para o tratamento de distúrbios cutâneos.
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