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RESUMO

O presente artigo propde uma abordagem inovadora no campo dos cuidados com a pele, com foco no
desenvolvimento biotecnolégico de um sérum rejuvenescedor antioxidante, incorporando um ativo
lipidico proveniente da Rana catesbeiana Shaw. Além de explorar as propriedades antioxidantes desse
composto bioativo, a pesquisa enfatiza o processo de desenvolvimento farmacotécnico do sérum.
Nesse contexto, foram realizados ensaios fisico- quimicos e microbioldgicos para validar sua eficacia
e segurancga. Os ensaios fisico-quimicos abrangendo aspectos cruciais, incluindo analise de peréxidos,
acidez titulavel, insaturacdes, bem como ensaio antioxidante, viscosidade e densidade. Esses, nao
apenas validam a estabilidade e qualidade da formulagdo, mas também destacam a sele¢do cuidadosa
e a combinagdo dos ingredientes. Paralelamente, os ensaios microbioldgicos foram conduzidos para
assegurar a auséncia de microrganismos indesejados, reforgando a seguranca do produto. Os resultados
consolidados desses ensaios respaldam a base cientifica do sérum, destacando ndo apenas sua potencial
acdo rejuvenescedora, mas também sua integridade microbioldgica e estabilidade fisico-quimica. Esta
pesquisa oferece, assim, uma contribuicao significativa para a biotecnologia cosmética, promovendo
a inovagao sustentavel na induastria de cuidados com a pele.

Palavras-chave: Engenharia Cosmética. Rejuvenescimento Facial. Oleo de rd. Sérum. Biotecnologia.
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1 INTRODUCAO

O processo de envelhecimento é algo natural ao ser humano, todavia, existem fatores que
corroboram para a antecipacdo dos fendmenos relacionados a ele (BOISMAL et al., 2020). Nesse
sentido, a pele é o 6rgdo em que normalmente se torna notorio os primeiros sinais desse processo,
permitindo denotar a precocidade do advento de envelhecimento em um individuo (ELLIS;
KHAVKIN, 2011).

Dentro do &mbito organico, conforme uma pessoa tem o avanco de etariedade, ha uma reducao
na atividade metabolica, e consequentes disfuncBes fisioldgicas. Esses processos resultardo na
deficiéncia de determinados insumos e estruturas, como o colageno e a elastina (ELLIS; KHAVKIN,
2011). Logo, a prioridade fisioldgica direcionard grande parte desses para regifes de maior
importancia, como articulacdes, acarretando em um déficit na pele (BONTE et al., 2019).
Consequentemente, hd uma reducdo de regeneracdo celular e uma deficiéncia em estruturas de
sustentacdo, 0 que gera a presenca de rugas, flacidez e a diminuicdo de volume das camadas da pele
(CSEKES; RACKOVA, 2021; ELLIS; KHAVKIN, 2011).

Ademais, fatores induzidos pelo ambiente estdo associados ao fotoenvelhecimento.
Frequentemente 0s seres humanos sdo expostos, ndo exclusivamente a um fator, mas a uma combinagéo
desses, que interagem entre si, resultando na potencializagdo do envelhecimento cutaneo. Dentre esses
agentes destacam-se a radiacdo solar, a poluicdo do ar, a exposicao a fumaca de cigarro, a alimentacéo,
e dentre outros (KRUTMANN et al., 2021).

Os achados clinicos entre esses dois tipos de envelhecimento sdo distintos. Enquanto o
envelhecimento intrinseco pode ser observado em todo o 6rgdo, no envelhecimento extrinseco o
acometimento se d& predominantemente nas partes expostas ao ambiente, como face, dorso das méos
e pescoco. Outrossim, os tragos evidenciados na pele também sdo distintos. O intrinseco resulta em
linhas finas, flacidez, ressecamento da pele e o atrofiamento gradual dela, ao passo que o extrinseco é
marcado pelo surgimento de linhas grossas, textura aspera, perda de elasticidade, pigmentacéo irregular
e lentigo (KRUTMANN et al., 2021, ZHANG; DUAN, 2018).

Tendo em vista que a beleza da pele é um importante indicador de bem- estar do ser humano,
varias estratégias sdo desenvolvidas para driblar o fotoenvelhecimento, como 0s cosmecéuticos
(SHANBHAG et al., 2019). Esses produtos sdo responsaveis por exercer um beneficio
farmacoterapéutico sobre a pele, atenuando rugas, linhas de expressao e melhorando o aspecto, que
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sdo as principais marcas do envelhecimento, e tratando ainda outras disfuncdes estéticas (PANDEY;;
JATANA; SONTHALIA,; 2022).

Além disso, com a influéncia da midia, alertando sobre os beneficios dos compostos bioativos,
a industria cosmética tem apostado cada vez mais na elaboracao de formulagfes com produtos naturais
(ALVES et al., 2020). E com o avanco das tecnologias aplicadas a farmacotécnica, diversas formas
farmacéuticas inovadoras vem sendo desenvolvidas e aplicadas no mercado, como 0s séruns, que
consistem em um produto fluido viscoso, de facil aplicacdo e espalhabilidade, contendo altos indices
de ativos (SASIDHARAN; JOSEPH, 2014).

Nesse contexto, 0 Oleo extraido da Rana catesbeiana Shaw (Ra touro) vem sendo estudado
devido as suas propriedades terapéuticas, provenientes principalmente da presenca de acidos graxos.
Alguns efeitos ja elucidados apontam acéo na pele devido a intera¢do do acido linoléico e linolénico,
que garantem a elasticidade, integridade cutanea, impedindo a desidratacdo trasepidérmica (BELDA;
POURCHET-CAMPOQOS, 1991).

Ademais, um estudo recente indicou atividade contra melanomas, por vias de acdo frente a
radicais livres (EROS), ressaltando o potencial antioxidante dos lipocomponentes desse 6leo,
protegendo o DNA celular e cito estruturas (MACHADO et al., 2019). Logo, o 6leo de ra touro (BO)
pode se apresentar como um ativo promissor no desenvolvimento de formulacGes para o
rejuvenescimento facial.

Mediante ao exposto, 0 objetivo do presente trabalho consiste em desenvolver um sérum
emulsionado com enfoque rejuvenescedor, contendo ativo lipidico caracterizado, oriundo da ré-touro,

com viabilidade comercial.

2 METODOLOGIA

O estudo consistiu em uma pesquisa exploratoria, quantitativa e qualitativa, com natureza
experimental. Para o auxilio em sua elaboracdo, foi estabelecido um levantamento de reviséo
bibliografica nas bases de dados PubMed, Scientific Electronic Library Online (SciELO), e demais
bases informacionais. Para tal foram utilizados os descritores “Rana catesbeiana”; “Skin Aging”;
“Cosmetic Technology”, todos devidamente padronizados como descritores em ciéncias da saude
(DeCS/MeSH). Outrossim, também foi adotado protocolos de analise, extracdo, purificacdo e

desenvolvimento, os quais serdo listados na sequéncia da obra em questao.
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2.1 OBTENCAO DA MATERIA PRIMA

As ras foram obtidas em um ranario localizado no municipio de Jerénimo Monteiro, com
certificacdo na producéo especifica da espécie descrita nesse trabalho. No mesmo local essas foram
submetidas ao abate sob condic¢Ges controladas, visando mitigar possiveis impactos metabolicos que
interfiram na matéria prima pretendida para o beneficiamento.

Apds o abate e a evisceracdo, 0 corpo gorduroso do animal foi depositado em caixa térmica,
refrigerada com o auxilio de placas de gelo, a aproximadamente - 5°C, seguindo para as instalacdes
laboratoriais da instituicdo de pesquisa, onde a matéria prima foi condicionada em freezer, a uma

temperatura de aproximadamente - 20°C.

2.2 EXTRACAO E PURIFICACAO

Visando viabilizar a extragcdo do BO, a amostra sofreu processamento em multiprocessador de
alimentos, apos ser descongelada em ambiente com temperatura aproximada de 5°C, e em seguida
obteve-se 500g de material triturado, que foi condicionado em um béquer de 2000 mL, sendo imerso
no solvente organico Hexano. Subsequentemente, a vidraria supracitada foi depositada na cdmara de
resfriamento de um chiller, a aproximadamente - 20°C, com banho Maria invertido de etanol, durante
uma hora, em um sistema de agitacdo mecanica constante.

Apods tal extensdo temporal, foi feito o escoamento do extrato obtido, e com os sélidos do corpo
gorduroso restantes se repetiu 0 processo mais duas vezes, todavia, com intervalos de tempo inferiores,
sendo esses de trinta e quinze minutos. Com a obtencédo dos extratos lipidicos do anfibio, foi conduzida
uma filtragem simples, visando a retencdo de quaisquer particulas solidas originarias do corpo
gorduroso.

Logo apos o discorrido, o extrato bruto foi encaminhado para um evaporador rotativo, acoplado
a uma bomba de vacuo, e a um sistema de refrigeracdo com etanol a -20°C, visando a sua purificacao.
E posteriormente, o extrato primério foi filtrado em filtro analitico embebido em solucéo salina, e

posteriormente em filtro de carvao ativado. Com isso, foi obtido um extrato purificado.

2.3 CARACTERIZACAO QUIMICA E FISICA
Apbs o seu descongelamento, o corpo gorduroso foi processado, pesado (5 g) e submetido ao

ensaio de Goldfish, visando determinar o quantitativo macrobiogquimico de lipideos totais em sua
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estrutura. Para isso, foram utilizados 120 mL de Eter de Petréleo, depositados em um copo extrator, para
a sequéncia do método.

Para a determinacdo dos constituintes quimicos, foi utilizado o aparelho de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG/MS), planejando a corrida da amostra em funcéo
do tempo, em uma dada rampa de aquecimento. Tal processo possuiu como fim a separagéo e a
identificacdo das estruturas organicas graxas que compdem o BO, seguindo a biblioteca do dispositivo.

Outrossim, para a determinacdo da densidade, foram utilizados baldes volumétricos de 5 mL,
se obtendo os resultados por métodos gravimétricos. Ja para as analise de viscosidade foi utilizada uma
adaptacdo do método de Ostwald, onde se avaliou o tempo de escoamento de 10 mL do 6leo em cilindro
com demarcacdo volumétrica (ADOLFO LUTZ, 2008).

2.4 CONTROLE DE QUALIDADE FiSICO-QUIMICO DO OLEO DE RA TOURO

Quanto as anélises fisico-quimicas, foram avaliados o indice de peroxidos, acidez titulavel,
insaturac@es utilizando os métodos descritos no Manual de Métodos Analiticos do Instituto Adolfo
Lutz (2008), sendo todas as analises conduzidas em triplicatas. Para a obtencdo do indice de perdxidos
foram utilizados 5 g do BO diluido em solucdo de Acido Acético e Cloroférmio, na proporcio 3:2, 0,5
mL de solugdo saturada de iodeto de potassio, e 0,5 mL de solucdo indicadora de amido 1%, e
posteriormente se conduziu a volumetria titulométrica, tendo como agente titulante a solucdo de
Tiossulfato de Sédio 0,1 M.

O indice de acidez também foi obtido por meio da técnica de titulometria, fazendo uso de 5 ¢
de BO diluido em solucdo de Eter Etilico e Etanol, na proporcdo 2:1, e 2 gotas de Fenolftaleina
Alcodlica 1% como indicador, possuindo como titulante a solugéo 0,1 M de Hidroxido de Potéssio. Ja
para a analise de insaturacdes, foi pesado 0,22g do BO em Erlenmeyer de 500 mL, juntamente com 15
mL de Cloroférmio e 25 mL do Reagente de Wijs, sendo posteriormente tampado e acondicionado a
abrigo da luz por uma hora. Apos isso, foram adicionados 15 mL de lodeto de Potéssio a 15% e 100
mL de agua destilada, seguindo para titulagdo com Tiossulfato de Sédio 0.1 M, com a pipetagem de 2
mL de solucdo indicadora de Amido 1% durante 0 processo, e continuou-se 0 processo até o

desaparecimento da tonalidade escura.
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2.5 CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO

Quanto ao ensaio microbioldgico foi realizado o cultivo do em meio de cultura Agar
MacConkey, Sangue e Sabouraud, a fim de avaliar o crescimento bacteriano e fungico da amostra. Para
isso, 0 meio foi invertido em placa de cultura, sendo realizado em triplicata, e quando j& estava em
temperatura ambiente foi adicionado 1 mL do dleo de ré touro em cada uma das placas identificadas e
em seguida levado para estufa por 24 horas para avaliar o crescimento microbioldgico. Na sequéncia
foi realizada a contagem visual de UFC. Também foi executado o0 memso protocolo para a analise do

sérum desenvolvido.

2.6 ENSAIO ANTIOXIDANTE

Para o0 ensaio antioxidante foi utilizado o método de captura de radical livre N,N-dietil-1,4-
fenilenodiamino (DPD). O radical citado foi obtido por meio da reagio do DPD (Solucio de Eter:Etanol
2:1a2mmol L) com o Ferro 111, 20,2 mmol L. Logo apds, foi adicionado 1 mL da solug&o contendo
o radical em 45 tubos de ensaio. Para o ensaio foram pipetados 5, 10, 50, 100 e 500 puL/mL, em sistema
de triplicata, sendo 15 com o0 BO, 15 com o controle positivo de BHT (Solucéo alcodlica 0,1 M), e 15
com o controle negativo de solucio de Eter:Etanol 2:1. Se aguardou ao repouso da luz por volta de 10
minutos, e em sequéncia foi executada a leitura em espectrofotometro, a 540 nm, sendo realizado os
calculos com base na absorbancia (FOGLIANO et al., 1998; HSBD, 2023; SANTOS et al., 2015)

2.7 DESENVOLVIMENTO FARMACOTECNICO

O produto desenvolvido consiste em um sérum emulsionado, contendo bases oleosas e
hidrossolUveis, bem como agentes emulsionantes, conservantes e adjuvantes farmacotécnicos. Para a
sua execucdo foi empregada a metodologia de Quality by Designer (QbD), realizando a avaliacao de
risco e o planejamento experimental pautada nessa avaliagéo.

Apos testes primarios, foi possivel obter a formula descrita na tabela 01, que foi preparada
utilizando técnicas classicas de farmacotécnica, sendo homogeneizada via agitador mecéanico, sem
qualquer espécie de injecdo de calor, obtendo-se 300 mL de sérum. E ap0s a obtencdo da formula, essa

foi condicionada em frascos ambar de vidro.
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Tabela 01: Formula do sérum a base de BO

FORMULA DO SERUM

FASE MATERIA PRIMA INCI NAME (%)

1 AGUA AQUA/WATER qsp
1 ARISTOFLEX® AVC Ammonium Acryloyldimethyltaurate/\/P 0.300

Copolymer
1 GLICERINA Glycerin 5.000
2 OLEO DE RA-TOURO Bullfrog Qil 2.000
2 VITAMINA E Tocopheryl Acetate 0.500
2 OLEO ESSENCIAL DE Citrus aurantium bergamia Fruit Oil 0.700
BERGAMOTA

3 NIPAGIM Methylparaben 0.150
3 BHT Hidroxitolueno Butilado 0.200
TWEEN 80® Polysorbate 80 1.000

Fonte: AUTORES, 2025

2.8 ESTUDOS DE QUALIDADE, ESTABILIDADE E DEGRADACAO

Diversos testes foram empregados para avaliar a qualidade, estabilidade e degradacdo. O
primeiro consiste no de centrifugacdo, onde o produto foi rotacionado em centrifuga ao longo de 10
minutos, com 3000 RPM, sendo feita uma avaliacdo microscépica. Ademais, ocorreu o teste de ciclo
gelo-degelo, onde o sérum foi condicionado em ambiente com a temperatura estimada de - 5°C durante
24h e depois levado a estufa com 50°C ao longo do mesmo espaco de tempo. Esse ciclo se repetiu por 4

dias, e no quinto se avaliou a condutividade, e o pH, por técnicas potenciométricas, a densidade e 0

indice de perdxidos e acidez titulavel, seguindo a metodologia supracitada (BRASIL, 2008).

O produto formulado também foi deixado em temperatura ambiente durante 4 meses, no ensaio
de Shelf-Life, e a cada més se avaliou o indice de perdxidos e acidez presentes, condutividade, pH e
densidade. Isso permitird avaliar o potencial de prateleira do produto ao longo dessa duracdo. As
metodologias descritas constam no Guia de controle de qualidade de produtos cosméticos,

desenvolvido pela ANVISA (BRASIL, 2008).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO QUIMICA E FISICA DO OLEO DE RA TOURO

Ao conduzir o ensaio de Goldfish, visando detectar o percentual da composicdo
macrobioquimica de lipidios no corpo gorduroso, foi obtido o valor de 83,843 + 0,991%. E a extracdo

com Hexano, em banho Maria invertido, atingiu um aproveitamento de 67,9%, apresentando um
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rendimento similar aos descritos por Perina (2016), em réplicas diversas entre 62,78 + 0,44% e 68,17
+ 0,05%, com variacdo térmica entre 25 °C e 80 °C.

Posteriormente, com a execucdo da caracterizacdo de microcomponentes lipomoleculares,
utilizando a técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de massas, se elucidou a
composi¢do do insumo extraido, como pode ser observado na tabela 02. Nessa, também ha um
comparativo com outros estudos, onde Lopes e colaboradores (2010) ndo constataram a presenca do
Acido Eicosapentaendico, e tais autores, assim como Silva e pesquisadores parceiros (2004),
detectaram a presenca de Acido Araquiddnico. Apenas Méndez et al (1998) apresentaram exatamente

0S Mesmos componentes graxos, todavia existindo uma variagao quantitativa.

Tabela 02: Composi¢do quimica do BO

COMPOSICAO QUIMICA | DO OLEODE | RATOURO
COMPONENTES GRAXOS AUTORES | MENDEZetal., | SILVAetal,, | LOPESetal.,
1998 2004 2010
Acido Miristico (14:0) 1,6 2,7 2,77 2,8
Acido Palmitico (16:0) 17,52 18,1 11,91 18,5
Acido Esteérico (18:0) 3,21 41 2,34 32
Acido Oléico (18:1 n-9) 34,96 31,7 37,6 36,3
Acido Linoléico (18:2 n-6) 21,8 12,9 23,78 25
Acido Linolénico (18:3 n-3) 1,27 1,4 1,97 21
Acido Palmitoleico (16:1 n-7) 6,28 8 17 94
Acido  Eicosapentaendico-EPA 0,12 15 0,46 -
(20:5 n-3)
Acido Docosaexaentico-DHA 0,27 4,7 0,91 0,1
(22:6 n-3)
Acido Araquidénico AA (20:4 n- - - 0,74 0,6
6)

Fonte: AUTORES, 2025 — Adaptado de: LOPES et al., 2010; SILVA et al., 2004; MENDEZ et al.,1998

Salienta-se, entretanto, que a composi¢cdo do BO é interferida pela dieta empregada nos
ranarios, pois, esses lipidios ndo sao oriundos do metabolismo intrinseco das ras (Filho et al., 2008).
Sendo assim, como aponta Hayashi e parceiros de estudo (2004), a criagéo de rds com protocolos
alimentares utilizando ragdes ricas em acidos graxos influird diretamente na obtencdo de extratos
lipofilicos com maiores rigores, no que diz respeito & composicao.

Os ultimos testes de caracterizacdo foram voltados para perfis de propriedades fisicas, com 0s
resultados expressos na tabela 03. Quanto a densidade do insumo, foi obtido o valor de 0.905 + 0.006

g/mL, estando esse em proximidade quantitativa com as caracterizacGes de outros 0leos, realizadas por
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Sahasrabudhe et al (2017), que foram de 0,913 + 0,007 g/mL; 0,915 + 0,007g/mL; 0,909 + 0,007g/mL;
0,912 £ 0,007g/mL; 916 + 0,007g/mL, referentes aos 6leos de canola (Brassica napus), milho (Zea
mays), oliva (Olea europaea L.), amendoim (Arachis hypogaea L.) e soja (Glycine max L.),

respectivamente.

Tabela 03: Caracterizagao fisica do BO

DETERMINACAO D [E DENSIDADE E VI§ COSIDADE DO OLEO DE RA-TOURO
REPLICA DENSIDADE VISCOSIDADE CINEMATICA
1 0.898 g/mL 62.474 mPas. S
2 0.906 g/mL 61.871 mPas. S
3 0.912 g/mL 62.989 mPas. S
0.905 £ 0.006 g/mL 62.445 + 0.457 mPas. S

Fonte: AUTORES,2025

Além da densidade, também foi avaliada a viscosidade, sendo encontrado um valor de 62.445 +
0.457 mPas. S. Esse também mantém um perfil similar a outros éleos, como expressa 0s resultados
obtidos por Silva e colaboradores (2012), sendo esses de 59,0 mPas.s; 67,6 mPas.s; 58,3 mPas.s; 73,8
mPas.s, para soja (Glycine max L.), milho (Zea mays), girassol (Helianthus annuus L.) e arroz (Oryza
sativa), respectivamente. Sendo assim, tanto a densidade quanto a viscosidade do BO se estabelece em
similaridade com perfis fisico-quimicos de 6leos utilizados no cotidiano da sociedade, para diversos

fins.

3.2 CONTROLE DE QUALIDADE FiSICO-QUIMICO DO OLEO DE RA TOURO

De acordo com Silva e colaboradores (1999), a andlise de perdxidos permite mensurar
quantitativamente o processo inicial de oxidacao lipidica, denotando os impactos que diversos agentes
podem influir em um 6leo. Portanto, elevadas taxas indicam uma maior degradacao de matrizes graxas,
0 gque impacta diretamente nos efeitos bioldgicos dos compostos bioativos, além de transformar essas
moléculas em estruturas passiveis a induzir o estresse oxidativo (P1IZZINO et al., 2017; PERCARIO et
al., 2020).

Na tabela 04 é possivel vislumbrar os dados referentes a analise do indice de perdxidos, onde foi
obtido um valor de 21,703 + 0,384 mEg/Kg, estando em consonancia com os descritos na literatura.
Machado (2015) e Coutinho et al (2023), ao conduzirem a mesma analise, com o Gleo obtido por
extracdo com Hexano, constataram um valor de 35,87 + 1,021 mEg/kg e 23,52 + 0,684 mEqg/kg,
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respectivamente. Diante disso, torna-se perceptivel que a matriz extraida possui baixo indice de

degradacéo por oxidacao.

Tabela 04: Controle de qualidade fisico quimico do BO

ANALISE DE QUALIDADE FiSICO-QUIMICA DO OLEO DE RA-TOURO
REPLICA INDICE DE INDICE DE ACIDEZ ANALISE DE INSATURAGCOES
PEROXIDOS TITULAVEL
21.78 mEq 1.39 mg de KOH/g de BO 145.16 mEq O2 ativo/1000g BO
21.20 mEq 1.39 mg de KOH/g de BO 144.70 mEq O2 ativo/1000g BO
22.13 mEq 1.86 mg de KOH/g de BO 145.28 mEq O2 ativo/1000g BO
21.703+0.384 1.547 £ 0.222 mg de KOH/g BO 145.047 £ 0.250 mEq O2
mEq ativo/1000g BO

Fonte: AUTORES, 2025

Quanto ao perfil de acidez titulavel, segundo Costa e autores parceiros (2006), refere-se ao
indice de degradacdo dos lipocomponentes, permitindo avaliar a qualidade da matéria prima. Com a
realizacdo da titulacdo foi obtido um resultado de 1,547 + 0,222 mg de KOH/g de BO, estando esse
proximo a trabalhos expostos em bancos de dados. Coutinho e demais colaboradores (2023)
descreveram um valor de 2,956 mg de KOH/g £+ 0,784 mg de KOH/g de BO, enquanto Machado (2015)
um quantitativo de 2,9 + 0,044 mg de KOH/g de BO. Nesse sentido, a amostra analisada também
apresentou um perfil de qualidade superior aos dados secundarios comparados.

J& as analise de insaturagdes, por titulagdo, geram reacdes de adi¢do por lodo em carbonos
insaturados, ocasionando a quebra de ligac6es do tipo 7 entre esses homoatomos, permitindo analisar
as estruturas moleculares em seus perfis de ligacdo (FREIRE et al., 2013). Por meio de tal método em
volumetria, foi obtido um indice de lodo de 145,047 + 0,250 mEq O2 ativo/1000g BO, sendo assim,
ele possuiu um maior perfil de insaturagcdes que a amostra descrita por Machado (2015), que registrou
um valor de 78, 604 £ 0,810 mEqg O2 ativo/1000g BO, demonstrando um maior quantitativo de acidos

graxos insaturados.

3.3 CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO DO OLEO DE RA TOURO

A contaminagdo microbiana de um produto néo estéril aléem de causar risco de infecgdo para o
usuario, pode conduzir & deterioracdo dele a partir das mudancas fisicas e quimicas associadas.
Consequentemente, os produtos farmacéuticos orais e tdpicos, que ndo sdo estéreis, devem ser

submetidos aos controles microbiologicos. Sendo assim, para cada tipo de insumo farmacéutico hd um
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limite aceitavel de presenca de bactérias e fungos. No que diz respeito aos produtos de origem animal
e mineral para uso topico, o limite de UFC para bactérias é de até 2 x 102 e para fungos de até 2 x 10t
(BRASIL, 2019).

Nesse sentido, os valores encontrados apos a anélise microbioldgica do 6leo de ra touro, estdo
em conformidade com o que preconiza a Farmacopeia Brasileira (2019, 62 ed), haja vista que 0s
resultados obtidos foram de 0,33 x 10 + 2,08 UFC para bactérias e 1,4 x 10! + 2,52 UFC para fungos.

3.4 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

Validar o efeito biologico de insumos farmacéuticos consiste em uma etapa fundamental no
desenvolvimento de produtos, permitindo mensurar as possibilidades de aplicacdo (SANTOS et al.,
2015). Sendo assim, na tabela 05 € possivel observar os resultados do indice de atividade antioxidante
(IAA), em porcentagem. Tal avaliacdo esclareceu que BO possuiu indices superiores que 0 grupo
controle, onde se utilizou a solucéo de BHT 0,1 M, em todas as concentrac0es testadas.

Tal achado corrobora com os descritos por Machado et al (2019), que evidenciaram a acédo do
BO na mitigacdo de marcadores de inflamacéo e oxidacao, em culturas de células. Sendo assim, torna-
se notdrio o valor terapéutico atribuido ao insumo abordado, o destacando como um ativo cosmético
com potencial frente a danos ocasionados por estresse oxidativo, que culminem no envelhecimento da

pele.

Tabela 05: Ensaio antioxidante do BO

ENSAIO ANTIOXID ANTE DO OLEO DE RA TOURO
CONCENTRACAO %IAA
BO BHT
5 pg/mL 3,91+0,37% 2,89+ 0,49%
10 pg/mL 10,04 + 0,64% 6,21+ 0,34%
50 pg/mL 29,51 +0,21% 17,34 +0,67%
100 pg/mL 40,28 +1,04% 28,71+ 0, 81%
500 pg/mL 61,77 + 1,41% 43,34 £ 1, 69%

Fonte: AUTORES, 2025

3.5 ENGENHARIA COSMETICA POR QbD
Mediante ao exposto, técnicas biotecnoldgicas em engenharia de cosméticos apresentam-se
como uma alternativa viavel para o desenvolvimento de produtos a base o BO, e na contemporaneidade,

as estratégias de Quality by Designer (QbD) sdo as grandes norteadoras para a elaboracdo dessas
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formulacdes (YU et al., 2014). Tal técnica baseia-se na construcéo de produtos ja prevendo possiveis
impasses, como instabilidade de ativos, degradacdo em ambientes especificos, interacdes quimicas e
fisicas entre os componentes da formula e materiais das embalagens, além de potenciais extraiveis e
lixividveis (SWAIN et al., 2019; BRASIL, 2020).

Sendo assim, é necessario um estudo minucioso de todos os componentes do produto, desde a
sua férmula até a sua embalagem, tracando metodologias que mitiguem ou inibam possiveis danos a
ele. Desse modo, cabe uma analise de possiveis fatores relacionados ao BO que possam interferir em
formulacGes que o possuam como base (YU et al., 2014).

Em primeira andlise, é notdrio que alguns intemperes apresentam-se como dificultadores para a
aceitabilidade do BO pelo mercado consumidor, como determinadas caracteristicas organolépticas,
sobretudo no que diz respeito ao seu odor. Mediante a tal realidade, estratégias farmacotécnicas
necessitam ser tracadas, visando viabilizar a aceitabilidade de férmulas com esse composto
(ALENCAR, 2013).

De acordo com os estudos desenvolvidos por Machado (2015), a emulsificacdo do BO é uma
técnica vidvel para reduzir o odor caracteristico desse insumo, que associado a incorporacdo de
fragrancias nas formulagdo gera uma viabilidade mercadoldgica. Nesse, ensejo foi adicionado a formula
6leo essencial de bergamota, que associado a emulsdo gerou uma neutralizacdo do aroma do BO.

Além do odor, a baixa permeacdo cutanea manifestam-se como um impasse para o uso do BO,
todavia, esse foi ser resolvido com a adi¢éo da glicerina, que permitira uma melhor absorcéao do ativo,
além de viabilizar a umectacdo das camadas da pele. A baixa espalhabilidade de tal produto também
caracteriza um problema (ALENCAR, 2013), que do mesmo modo foi solucionado com a estruturacéo
de emulsdo na forma de séruns.

Outro critério que deve ser levado em consideracado diz respeito a estabilidade do BO, tendo em
vista que ele é uma matriz lipidica, passivel a propagagdo de reacGes oxidativas, que podem
desencadear a sua rancificacdo e perda de fungéo bioativa. Rutckeviski e seus colaboradores (2017)
demonstraram que o BHT foi o agente mais efetivo no controle da oxidagdo lipidica desse insumo.
Tendo isso em vista, esse foi aplicado a formula do sérum desenvolvido.

Outrossim, tratando acerca da indugédo de oxidacao, salienta-se sobre a importancia do material
utilizado para a embalagem do produto final, pois, a utilizacdo de determinados polimeros podem
viabilizar a permeacéo de oxigénio e fotons para o interior do frasco (BALAN; BOCOLI, 2018). Logo,

o0 vidro ambar temperado apresenta-se como uma matéria prima que fornecerd uma melhor protecéo
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para 0 sérum, reduzindo fatores de propagacdo de perdxidos, por isso ele foi adotado para o

condicionamento do produto.

3.6 FARMACOLOGIA DA FORMULACAO

No que diz respeito ao ativo lipidico utilizados para a formulacdo do sérum rejuvenescedor,
destacam-se os principais compostos quimicos encontrados nele: Acido Oléico, Acido Linolénico
(ALA) e Acido Linoléico (LA). Alguns estudos ja demonstram a aplicacdo desses acidos graxos para o
tratamento de doencas relacionadas a pele e seu uso inclui terapias para o fotoenvelhecimento, casos
de dermatites, hiperpigmentacéo, cancer e cicatrizacéo de feridas, inclusive alguns desses componentes
ja foram aprovados para uso clinico ou estdo em fase de estudos para fins terapéuticos ou preventivos
(HUANG et al, 2022).

Se tratando de fotoenvelhecimento, os tecidos conjuntivos séo danificados pela exposicéao solar
resultando nos sinais classicos de envelhecimento, como rugas, flacidez, hiperpigmentacdo e
espessamento dérmico. Além disso, a producdo de EROS, induzida pela radiacdo solar na pele, ativa as
vias de sinalizacdo da MAP quinase e, consequentemente, estimula as secrecdes de citocinas
inflamatorias. Essa superexpressdo de EROS podem resultar na degradacdo de colageno e fibras
elasticas (CHOI et al, 2020).

De acordo com Huang e colaboradores (2022) esses acidos graxos podem atuar em associacoes
para a protecdo da pele. Os PUFAs 6mega-3 como o Acido Linolénico (ALA), podem diminuir a
supressdo de eicosandides pro- inflamatorios por meio da competicdo direta com o metabolismo do
Acido Araquiddnico (AA). Além disso, esses compostos podem diminuir o dano aos queratindcitos
induzidos por radiacdo UV, por meio da regulagéo das vias COX- 2, NF-Kb e MAP quinase.

Ja o Acido Linoleico (LA), classificado como PUFAs dmega 6 é o acido graxo mais rico da
camada epidérmica, sendo inclusive um precursor da sintese de ceramida, um insumo predominante da
matriz lipidica do estrato cérneo intercelular, produzindo a barreira cutanea da pele. Tal substancia age
como modulador da membrana celular protegendo a pele contra agentes quimicos e enzimaticos. Atua
ainda como um importante agente restaurador tecidual, uma vez que promove quimiotaxia e
angiogénese, além disso é responsavel pela manutencdo do meio imido e por acelerar o processo de
granulacdo tecidual, regulando a permeabilidade da barreira de dgua da pele e proporcionando a
nutricdo celular local (LI et al., 2020)
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O Acido Oléico (OA), por sua vez tem sido estudado como um potencializador na penetragio
de ativos na pele, por intermédio de sua acdo principalmente no estrato corneo. Os lipidios da camada
cornea se encontram nos espacos intercelulares, organizados em bicamadas lamelares, constituindo a
barreira primaria de permeabilidade da pele. Quando aplicado a pele, o OA atua desorganizando essas
camadas lamelares e assim aumenta a permeacéo percutanea (JIANG; ZHOU, 2003).

Somado a esses compostos bioativos presentes no BO, para a elaboracdo da formulacao
cosmética, foram incorporados ativos para potencializar esses efeitos benéficos sobre a pele. Nesse
sentindo foi adicionado a vitamina E e glicerina como coadjuvantes para o desenvolvimento do sérum
rejuvenescedor. Na industria cosmética, a vitamina E é amplamente utilizada devido seus efeitos
antioxidantes e protetores de radiacdo UV, que atuam na fotoprotecdo e consequentemente retardando
o envelhecimento da pele (ZAFFARIN et al, 2020).

Um estudo realizado por Makpol e colaboradores (2013) no modelo de senescéncia prematura
induzida por estresse de fibroblastos dipldides humanos, para determinar a expressdo de colageno em
niveis genéticos e proteicos demonstrou gque a vitamina E, exibiu efeito antienvelhecimento por meio
da sua capacidade de aumentar a sintese de colageno e prevenir a degradacdo desse.

Adicionalmente, o uso de glicerina é altamente empregado no desenvolvimento de cosméticos,
devido ao seu poder umectante. A utilizacdo de ativos eficazes na retengdo da umidade da pele nesses
produtos pode auxiliar contra o envelhecimento cutaneo, uma vez que a perda da hidratacdo resulta no
ressecamento, que acarretara em rugas e flacidez da pele. Nesse sentido, varios estudos tém buscado
umectantes que apresentem alta eficacia na retencdo de agua no estrato corneo humano (CHEN et al,
2022).

3.7 TESTES DE QUALIDADE, ESTABILIDADE E DEGRADACAO COSMETICA

A contaminacdo com microrganismos acomete a grande maioria dos produtos cosmeéticos.
Sendo assim, o controle de qualidade microbiologico de produtos ndo estéreis, admite a presenca
limitada de carga microbiana e tem como objetivo principal comprovar a auséncia de microrganismos
patogénicos e determinar o numero de células microbianas viaveis (SILVA, 2019).

Diante disso, conforme os resultados do controle microbioldgico dispostos, as placas especificas
para o0 crescimento tanto de bactérias como de fungos, contendo o sérum, ndo apresentaram
crescimento de microrganismos fora dos padrdes especificados, como rege a Farmacopeia (BRIASIL,
2019).
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Em conformidade com o que preconiza tal registro legal brasileiro, em sua V1 edic¢do (2019), o
limite maximo permitido para bactérias aerobias mesofilas é de 2 x 102 UFC/g e estabelece ainda que
o limite maximo para fungos é de 2 x 10t UFG/G. Portanto, embora a amostra tenha apresentado
crescimento microbiano e fungicida, o numero de UFC encontra-se abaixo do limite maximo
estabelecido, apresentando uma média de 1,2 x 10 + 1 UFC para bactérias e 1,5 x 10! + 2,08 UFC para
fungos.

Além dos parametros microbioldgicos no controle de qualidade de cosméticos, é essencial
primar por uma compreensdo fisico-quimica acerca desse. Diante disso, o ensaio Shelf-Life permite
avaliar o potencial de prateleira do produto, observando padrdes relacionados a sua estabilidade e
degradacdo. Na tabela 06 € possivel observar os resultados de tal ensaio, e diante desse, torna-se notorio
gue na curva espaco temporal avaliada o produto seguiu perfis condizentes com as diretrizes legais
vigentes (BRASIL, 2004).

Tabela 06: Ensaio Shelf-Life

ENS AlO SHELF-LIF E
PARAMETRO AGOSTO SETEMBRO OUTUBRO NOVEMBRO
pH 5,54 = 0.016 5,48 = 0.021 5,51 = 0.012 5,49 + 0.008
CONDUTIVIDADE | 50,1 £3.193 mV | 53,7+ 1.248mV | 51,4+2.169 mV | 52,336 +1.274
mV
ACIDEZ 0,212 £ 0.024 0,215 £ 0.037 0,219 £ 0.017 0,222 £ 0.041
TITULAVEL KOH/g KOH/g KOH/g KOH/g
PEROXIDOS 7,21+0.741mEq| 7,274+0.211 7,721 £0.424 7,728 £0.424
mEq mEq mEq
DENSIDADE 1+0,022g/mL | 1+£0,018g/mL | 1£0,013g/mL | 1+0,017 g/mL

Fonte: AUTORES, 2025

Outrossim, também foi conduzido o ensaio do ciclo gelo-degelo, o qual se inclui nos parametros
de estudos de degradacdo forcada, permitindo denotar aspectos fisico-quimicos apds um estresse
intenso de variacBes térmicas. E com tal avaliacdo, foi possivel perceber que as variacBes se
estabelecem dentro de padrdes estabelecidos pela ANVISA (2004).

Tabela 07: Ciclo gelo-degel

ENSAI O DO CICLO GELO- DEGELO
PARAMETRO PRE ENSAIO POS ENSAIO
pH 5,54 + 0.016 5,17 + 0.012

CONDUTIVIDADE 50,1+ 3.193 mV 69,1+ 1.257 mV
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ACIDEZ TITULAVEL| 0,212 +0.024 KOH/g 0,427 +0.068 KOH/g
PEROXIDOS 7,21+£0.741 mEq 9,071 +£0.327 mEq
DENSIDADE 1+0,022 g/mL 0,98 £ 0,015 g/mL

Fonte: AUTORES, 2025

Ademais, com o teste de centrifugacdo, foi possivel evidenciar a estabilidade da formulacéo,
sendo visualizado poucos danos fisicos as capsulas de emulsao, como € notério na figura 01. De acordo
com Goncalves e colaboradores (2020) tal achado ressalta a qualidade estrutural da férmula,

confirmando a qualidade da formulacéo, em seus critério fisicos.

Figura 01: Teste de centrifugacdo
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Fonte: AUTORES, 2025

3.8 PERSPECTIVAS E RUMOS DE PESQUISA

Segundo Santos e autores parceiros (2019), a continuidade de estudos cientificos, apesar de por
vezes se manifestar como um desafio, é essencial para o progresso da sociedade. Diante disso, é visivel
a necessidade do avango nas investigagoes acerca do produto desenvolvido, primariamente o que tange
a sua toxicidade, e posteriormente a sua efetividade cosmecéutica, no efeito proposto no trabalho.

Ademais, evidéncias expostas em dados secundarios, permitem a formulagdo da hip6teses de
atividade bioldgica voltadas para fins estéticos, como finalidades tricoldgicas focados na terapia da
alopécia androgenética, por meio da capacidade de inibi¢do da enzima 5-alfa-redutase de determinados
componentes do BO, como Katzer et al (2019) ja destacaram em estudo.

Além de produtos capilares, os efeitos antioxidante e anti-inflamatério criam um enredo de
pesquisa para a terapéutica da acne e do melasma, com a possibilidade de desenvolvimento de diversas
formas cosméticas. Pois, assim como relata Miot e colaboradores (2009) e Costa e autores associados
(2008), a fisiopatologia de tais afec¢Bes necessitam de protocolos com ativos que exercam tais efeitos
bioldgicos, ressaltando as lacunas e os campos de possiveis aplicacdes do BO.
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Outrossim, ha a possibilidade da incorporacdo de outros ativos a formulagdo, associando com
terapias de suplementos orais, visando fornecer matrizes funcionais e nutricionais para que 0s sistemas
bioquimicos consigam desempenhar uma resposta acentuada na estruturacdo cutanea. Alves et al
(2020) e Dini e Laneri (2019), ressaltam a fundamentabilidade da associagdo de protocolos tdpicos e
internos, para uma melhor efetividade terapéutica, no que diz respeito & manutencdo estética com

saude.

4 CONCLUSAO

Em conclusdo, o desenvolvimento biotecnoldgico do sérum rejuvenescedor antioxidante,
contendo o ativo lipidico oriundo da Rana catesbeiana Shaw, representa uma promissora inovagdo na
pesquisa de cuidados com a pele. A formulacdo desenvolvida, respaldada pelos ensaios fisico-quimicos
e microbioldgicos abrangentes, ndo apenas evidencia um potencial efeito rejuvenescedor do produto,
mas também garante sua seguranca e estabilidade. A sinergia entre a biotecnologia e ativos naturais, ao
explorar compostos bioativos provenientes de fontes como a Rana catesbeiana Shaw, destaca uma
tendéncia emergente na busca por ingredientes sustentaveis e eficazes na industria cosmética. Este
estudo ndo apenas oferece uma opg¢éo inovadora para o consumidor em termos de cuidados com a pele,
mas também contribui para a evolucdo do conhecimento cientifico, impulsionando a inovagédo e a

integridade na producéo de cosméticos.
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