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RESUMO

Os compostos fendlicos ocorrem de maneira universal no reino vegetal, sendo
os acidos cinamicos integrantes desse grupo de compostos organicos. O acido
cafeico (AC) & um representante, com potente agao antioxidante, prevenindo o
envelhecimento precoce da pele. As classicas emulsées sao muito utilizadas
pelo consumidor pelo sensorial agradavel e refrescante que proporcionam; no
entanto, preparagcbes desenvolvidas na forma de filme ou pelicula seca
apresentam-se como uma alternativa tecnologica pela sua facilidade e
seguranga no transporte. Para vencer a barreira cutdnea, sistemas micro e
nanoestruturados tém sido desenvolvidos, a fim de facilitar a entrega de ativos
disponibilizando-os ao tecido por um periodo de tempo prolongado, sem causar
danos ou toxicidade. O objetivo deste trabalho foi a avaliagdo exploratéria das
atividades antioxidante e antimicrobiana do AC a fim de utiliza-lo como um ativo
multifuncional veiculado em microparticulas (MP) de quitosana. Assim, foi
determinada a atividade antioxidante e antimicrobiana do acido cafeico. Em
seguida, dois tipos de microparticulas de quitosana contendo AC foram obtidas
por spray drying. As oriundas de solugdo hidroalcoodlica, denominadas MPI, e
as oriundas de solugdo aquosa, denominadas MPIl. As MPs foram
caracterizadas fisico-quimicamente e incorporadas em uma emulsdo e uma
preparacdo cosmeética em filme. Por fim foi avaliado o perfil de liberagao,
permeacao in vitro das microparticulas de AC a partir da emulsao e do filme.
Os valores de atividade antioxidante do acido cafeico foram muito préximos dos
padroes em todos os testes. Além disso, o AC apresentou atividade
antioxidante maior que o acido ascoérbico e trolox, e tem a vantagem de ser
mais estavel que o acido ascorbico e ser extraido de fontes naturais quando
comparado ao trolox. O screening realizado revelou que o acido cafeico
apresenta atividade antimicrobiana frente a S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P.
aeruginosa e P. acnes com concentragbes variando de 375 a 1500 pg/mL,
sendo um composto promissor pela sua multifuncionalidade, além de atender a
crescente demanda por substancias que substituam ou reduzam as
concentragdes de antimicrobianos classicos. O desenvolvimento da emulséo e
da preparacdo cosmética em filme propiciou a obtengdo de formulagdes
compativeis com as microparticulas e com aspecto sensorial e caracteristicas
fisico quimicas as mais adequadas possiveis. Os resultados mostraram que o
spray drying ¢ um método eficiente para obtencdo de MP de quitosana
contendo AC, produzindo microestruturas de 1 a 5 ym de didmetro. As MPII
oriundas de solugcdo aquosa demonstraram-se esféricas e com superficie lisa,
ideal para liberagédo controlada, ja as oriundas de solugdo hidroalcodlica (MPI)
apresentaram-se porosas e com material residual ndo internalizado. Esse
resultado foi condizente com o perfil de liberacdo e permeacéo ja que as MPII
apresentaram liberacdo e permeacao mais lenta e controlada que as MPI. Os
resultados mostraram-se promissores em relagdo a proposta de
desenvolvimento de formulagdes contendo AC como um ativo multifuncional
veiculado em microparticulas (MP) de quitosana destinadas a aplicagao facial.

Palavras-chave: Acido cafeico; Microparticulas; Emulsdo; Filme; Permeacao
Cutéanea.
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ABSTRACT

Phenolic compounds occur universally in the plant kingdom, with cinnamic acids
being part of this group of organic compounds. Caffeic acid (CA) is one
representative, with potent antioxidant action, preventing the premature aging of
the skin. The classic emulsions are widely used by the consumer for the
pleasant and refreshing sensory they provide, however, preparations developed
in the form of dry film present themselves as a technological alternative for their
ease and safety in transportation. To overcome the cutaneous barrier, micro
and nanostructured systems have been developed to facilitate the delivery of
substances by making them available to the tissue for an extended period of
time, without causing damage or toxicity. The objective of this work was the
exploratory evaluation of the antioxidant and antimicrobial activities of CA in
order to use it as a multifunctional active carried in microparticles (MP) of
chitosan. Thus, the chitosan microparticles containing CA were obtained by
spray drying and physico-chemically characterized, and then they were
incorporated into an emulsion and a cosmetic preparation on film. The
antimicrobial and antioxidant activity of caffeic acid was determined and the
profile of the release, permeation and in vitro retention of the microparticles of
CA from the emulsion and the film were evaluated. The antioxidant activity
values of CA were similar to the standards in all tests. In addition, CA showed
higher antioxidant activity than ascorbic acid and trolox, and has the advantage
of being more stable than ascorbic acid and extracted from natural sources
when compared to trolox. The present study showed that caffeic acid has
antimicrobial activity against S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P. aeruginosa
and P. acnes with concentrations varying from 375 to 1500 pg/ mL, being a
promising compound for its multifunctionality. in addition to meeting the growing
demand for substances that replace or reduce the concentrations of classical
antimicrobials. The development of the emulsion and cosmetic preparation on
film has shown that this is a crucial step in the execution of a project, since
choosing the raw materials in a non-judgmental manner can compromise the
entire planning of the research. Thus, it was possible to obtain formulations
compatible with the microparticles under study and that had the most suitable
sensorial aspect and physicochemical characteristics. The results showed that
spray drying is an efficient method to obtain MP of chitosan containing CA,
producing microstructures of 1 to 5 ym in diameter. The MPII originated from
aqueous solution proved to be spherical and with smooth surface, suitable for
controlled release, whereas those from hydroalcoholic solution (MPI) had
become porous with waste material not internalized. This result was consistent
with the release and permeation profile since the MPIl showed slower and more
controlled release and permeation than those obtained from MPI. The results
were promising in relation to the development of formulations containing AC as
a multifunctional active in microparticles (MP) of chitosan for facial application.

Key words: Caffeic acid, Microparticles, Emulsion, Film, Skin Permeation.
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1 INTRODUGAO

O mercado brasileiro de cosméticos esta entre os mais importantes,
ocupando a 42 posi¢do no ranking mundial, perdendo para Estados Unidos,
China e Japéo. Nos ultimos 20 anos, a Industria Brasileira de Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosméticos (HPPC) exibiu um crescimento médio de 11,4%.
Esse crescimento se deve a varios fatores, dentre eles o aumento da
expectativa de vida, que trouxe a necessidade de conservar uma impressao de
juventude (ABIHPEC, 2017).

Considerando o panorama atual onde a longevidade concretiza-se como
grande avango, do ponto de vista da cosmetologia, vislumbram-se novas
perspectivas de crescimento para o setor que pode e deve enxergar como uma
oportunidade de negocios as preparagdes que envolvam o cuidado da pele,
conhecidas como preparagdes skin care. No Brasil esta expectativa ganha
contornos mais relevantes ao considerar-se tratar de um setor com altissimas
perspectivas de crescimento. Dados recentes informam que o pais é o 2° maior
mercado em protegéo solar, desodorantes, produtos masculinos, fragrancias e
depiladores; o 3° mercado em preparacdes capilares, preparacdes para uso
infantil e higiene oral; o 4° mercado em preparagbes para o banho, o 5°
mercado para as maquiagens e apenas o0 8° mercado para as preparagdes que
objetivam tratar a pele (ABIHPEC, 2018).

Apesar desta 82 posicdo no mercado mundial de produtos para pele,
esses representavam 39% do consumo nacional em 2014 (ABIHPEC, 2017).
Fatores como o aumento da expectativa de vida, o maior consumo das jovens
brasileiras, 0 aumento do consumo masculino e a maior procura por produtos
de limpeza e hidratacdo foram fatores que contribuiram para esta posicéo
(ABIHPEC, 2018).

Outro conceito que vem ao encontro as tendéncias e é justificavel em
funcdo das dificuldades técnicas encontradas em algumas associagdes de
ativos, bem como a possibilidade de se ter menores custos para a aplicagéo diz
respeito ao conceito do “multifuncional®. A alta demanda por prepara¢des que
oferecam mais de um beneficio € uma realidade para o setor cosmético.
Fatores tecnolégicos e de marketing tém conduzido a esta situagdo. Do ponto
de vista tecnoldgico diversas matérias-primas tém sido introduzidas facilitando
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as técnicas de formulagdes e proporcionando habilidades para desenvolver
produtos que possam atender a estas multifungdes (WIECHERS, 2003).
Concentrar esforcos na busca deste tipo de quesito consuma-se em uma
tematica de real valor a ser almejado.

Além disso, as preparagdes antienvelhecimento ou anti-idade que
contenham ativos naturais vém ganhando destaque no setor cosmeético. Esses
ativos se mostram tecnicamente e economicamente mais viaveis quando
possuem propriedades multifuncionais (WIECHERS, 2003). O acido cafeico
(AC) é um dos metabdlitos fenilpropanoides mais amplamente distribuido nos
tecidos das plantas e se destaca por sua atividade antioxidante. Este polifenol
esta presente em muitas fontes alimentares, incluindo bebidas de café, mirtilos,
macads e cidras. Além dos alimentos, o AC estda presente em varios
medicamentos de uso popular, na maioria, a base de prdpolis, sendo
responsavel pelo poder antibidtico da resina (LUSTOSA et al., 2008; MAGNANI
et al., 2014a).

Para incorporacao de ativos, as classicas emulsdes sdo muito utilizadas
pelo consumidor pelo sensorial agradavel e refrescante que proporcionam; no
entanto, preparagcbes desenvolvidas na forma de filme ou pelicula seca
apresentam-se como uma alternativa tecnologica pela sua facilidade e
seguranga no transporte pois o peso e 0 risco de vazamento sao
inconvenientes praticamente eliminados. Além disso, esse tipo de produto
apresenta praticidade e comodidade no uso, uma vez que, ao ser aplicado na
pele umida, deve dissolver-se rapidamente, deixando sobre a mesma seus
componentes (SANFELICE & TRUITI, 2010).

O desafio da aplicagdo topica € vencer a barreira do estrato cérneo e
disponibilizar a concentracéo efetiva do ativo nas camadas mais profundas da
epiderme e derme. Considerando as propriedades dos principios ativos e as
caracteristicas da pele, nem sempre os ativos conseguem exercer a sua fungéo
da maneira mais adequada (CORREA, 2012). Assim, para vencer a barreira
cutanea, sistemas micro e nanoestruturados tém sido desenvolvidos a fim de
facilitar a entrega de ativos tanto hidrofilicos quanto lipofilicos, cujo principal
objetivo é disponibilizar o ativo no tecido por um periodo de tempo prolongado,

sem causar danos ou toxicidade.
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Assim, esse trabalho pretendeu realizar uma avaliagao exploratéria das
atividades antioxidante e antimicrobiana do AC a fim de utiliza-lo como um ativo
multifuncional veiculado em microparticulas (MP) de quitosana.

A relevancia deste estudo baseia-se no uso cada vez mais frequente de
produtos cosméticos, dessa forma estudos que evidenciem e esclarecam as

suas fungdes sao de extrema importancia.

@am/ﬁm (?%/(Zy//zmzi %ﬂylm/



25

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Pele

A pele é um 6rgdo muito atrativo para administragdo de substéncias
devido a sua consideravel superficie. A aplicagao de substancias sobre a pele
pode ter duas finalidades: ac¢do local ou liberagdo transdérmica atingindo os
tecidos e a circulagdo sistémica (BARRY, 2001).

As culturas antigas ja consideravam a pele para essa finalidade. Desde
o antigo Egito ja foram encontrados relatos de utilizagdo de unguentos para
preservagao de corpos. Existem também referéncias da antiga Grécia: Homero,
em lliadas usa uma pomada para poder voar sobre as montanhas mais altas
do mundo. Na ldade Média, bruxas misturavam alcaloides com gordura de
porco e aplicavam a formulacdo na pele para ter alucinagcdes e acreditar que
podiam voar. No entanto, a pele como via de administracdo de farmacos para
efeito sistémico foi principalmente um assunto de interesse nas ultimas
décadas (UJVARI, 2015).

A pele é a interface entre o corpo e o ambiente. Muitas vezes, é
considerada uma barreira que protege o corpo contra uma grande variedade de
produtos quimicos e microrganismos devido a sua baixa permeabilidade, além
de protegao contra o estresse mecanico. Também impede a desidratacdo do
corpo, regula a homeostase e protege dos efeitos nocivos da radiagéo
ultravioleta, por exemplo através do seu teor de melanina e espessamento da
camada cornea. Muitos receptores sensiveis a temperatura ou as mudancas de
pressao, a dor ou o toque estdo presentes neste tecido para permitir as
interagcbes com o meio ambiente. Ele regula a temperatura corporal através do
seu sistema capilar e tecido adiposo e produz vitamina D, essencial para o
crescimento e manutengdo o0ssea. Entre todas as fun¢des da pele, para esta
pesquisa € de especial interesse a sua fungdo como barreira, ja que os
produtos cosméticos ndo podem ter efeito sistémico e devem agir apenas na
superficie da pele (CHIEN, 2001).

Para entender os efeitos das formulagbes cosméticas, € necessario
rever a anatomia, a fisiologia e a estrutura quimica da pele. A pele é o maior
orgao do corpo humano com uma superficie de aproximadamente 1,5-2 m?e 4

kg de peso. Sua espessura varia de 0,05 a 2 mm. Pode ser dividida em trés
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camadas: epiderme, derme e tecido subcuténeo (Figura 1). Além dessas
estruturas, existem também varios anexos associados: foliculos capilares,

glandulas sudoriparas, glandulas enddcrinas e unhas (ROSA et al., 2014).

pelo

. apa cornea
epiderme —— e

membrana basal

glandula sebacea

derme — <

glandula
sudoripara T

s - =~ / 7\ |
s : ST A : veia
Tecido . A N4V .
subcutaneo = w AL foliculo piloso

adipocitos

artéria

© Encyclopaedia Britannica, Inc.
Figura 1. Camadas da pele e anexos.

(Fonte: Adaptado de enciclopédia britanica)

A pele é composta por uma porgcao epitelial, chamada de epiderme, e
uma porg&o conjuntiva de origem mesodérmica, a derme (CORREA, 2012).

Epiderme

A epiderme é a camada mais externa da pele com uma espessura média
de 0,1-0,15 mm (MENON, 2002). Quatro camadas compdem a epiderme
dependendo do seu grau de diferenciacdo: camada basal, espinhosa,
granulosa e cornea. Em algumas areas anatémicas, como a planta dos pés e a
palma da mao, esta presente uma quinta camada: a camada lucida (Figura 2)
(PIROT et al., 1998; KUMAR et al., 2007).
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Camada hasal

Figura 2. Camadas da epiderme.
(Fonte: https://skincareclub.wordpress.com/2011/02/04/skin-structure/)

A camada basal € a camada mais profunda da epiderme que faz contato
direto com a derme. E formada por uma Unica fileira de células prismaticas em
intensa divisdo celular. Essas células sofrem diferenciacdo e vao migrando
para a camada mais externa, enquanto ocorrem alteracbes metabdlicas e
anatbmicas (perda de fosfolipidios, aumento do teor de colesterol e perda de
organelas celulares). Nesse processo as células partem da camada basal e
vao sendo deslocadas para a periferia até a camada coérnea, num periodo de
21 a 28 dias, processo responsavel pela renovacao da epiderme, fornecendo
células para substituir as que sdo perdidas na camada cérnea (CORREA,
2012).

A camada espinhosa esta localizada acima da camada basal e é
formada por 4 a 10 fileiras de células ligeiramente achatadas, com nucleo
central e pequenas expansdes no citoplasma que da o aspecto espinhoso. Os
queratindcitos continuam produzindo queratina e apresentam-se ligeiramente
achatados e unidos entre si, permanecendo na camada espinhosa por
aproximadamente 26 a 42 dias (PIROT et al., 1998).

A camada granulosa é caracterizada pela presenga de células poligonais
com nucleo central, achatadas, com a presenca de granulos de queratina no

citoplasma. Estas células produzem grénulos de queratina e granulos de
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substancia fosfolipidica associada a glicosaminoglicanos que sao expulsos das
células, formando uma barreira entre as células e impedindo a passagem de
compostos e agua. Esta barreira proteica confere grande resisténcia as células.
Na camada granulosa os queratindcitos encontram-se menos hidratados,
achatados e com maior produgdo de queratina (CORREA, 2012).

A camada lucida é constituida por uma fina camada de células
achatadas, cujos nucleos celulares apresentam sinais de degeneragao e
existem poucas organelas citoplasmaticas. Estas células estdo parcialmente
preenchidas por queratina e sobre elas existe uma cobertura glicolipidica que,
juntamente com a queratina, torna a membrana plasmatica impermeavel a
fluidos. Nem todas as regides do corpo possuem esta camada que existe mais
comumente nas regides palmoplantares (HONEYWELL-NGUYEN et al., 2003).

A camada mais superficial, camada cornea, com 10 a 20 ym de
espessura € formada por 18 a 21 camadas de cornedcitos, que sao células
mortas superpostas muito finas completamente cornificadas com apenas 13%
de conteudo de agua em condi¢gdes normais. Esta quantidade minima de agua
€ necessaria para manter a flexibilidade da pele (PIROT et al., 1998;
HONEYWELL-NGUYEN et al., 2003). O lado externo da pele é coberto por
uma emulsdo percutdanea levemente acida (pH 5-6) para protecéo
antimicrobiana.

Os cornedcitos ficam dispersos em uma matriz rica em lipidios nao
polares. Essa matriz € constituida principalmente por ceramidas (18%), acidos
graxos livres (19%), esteroides (14%) e triacilglicerois (25%). Essa camada de
lipidios intercelulares é a responsavel direta por evitar a perda de agua
transcutanea (FARTASCH, 1997). Pela sua estrutura e composigéo, o estrato
cérneo € a principal barreira limitante a difusdo percutanea de farmacos
(CORREA, 2012).

Os cornedcitos sdo continuamente removidos por um processo natural
de descamacao da pele. Este fato requer uma producédo e diferenciacao
constante e controlada de células novas para reabastecer a camada mais
externa, o estrato cérneo. A proliferacdo é regulada por muitos fatores
intrinsecos, ou seja, o fator de crescimento epidérmico, por enzimas, como a
proteina quinase e por fatores extrinsecos, como temperatura, radiacédo UV,
vitamina D3 (VAN ROSSUM et al., 1998; NEMANIC et al., 1983). Em algumas
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doencas como na psoriase, ocorre um aumento do fator de crescimento
epidérmico provocando uma descamagao incomum, ja alguns farmacos, como
a dexametasona, inibem o fator de crescimento epidérmico (KONDO et al.,
1990).

Alguns outros tipos de células também estdo presentes na epiderme,
como melandcitos, que sao células dendriticas produtoras de melanina
responsaveis pela protecdo a radiagdo solar UV; células de Langerhans,
relacionadas ao sistema imunoldgico; e células de Merkel, responsaveis pela
percepcdo sensorial. As enzimas esterases, fosfatases e lipases também
podem ser encontradas na epiderme (STROHAL et al., 1993).

Derme

Esta € a camada localizada sob a epiderme. A derme é o elemento de
sustentacdo e nutricdo da epiderme e seus anexos. E um tecido
essencialmente fibroso, constituido de fibras colagenas e elasticas, imersas em
um gel de proteoglicanos, onde o elemento celular principal € o fibroblasto. A
camada superior da derme é formada por papilas que se projetam em diregéo a
epiderme e que contém vasos sanguineos e linfaticos, as terminagdes
nervosas e os apéndices cutaneos, como foliculos pilosos, glandulas sebaceas
e sudoriparas (ELDER et al., 2011).

A abundante irrigagdo desta camada garante a nutricdo das células da
prépria derme e da epiderme. Além dos fibroblastos, os macréfagos,
mastocitos e leucdcitos também estdo presentes nesta camada. Inseridos na
derme, aparecem os foliculos pilosos e as glandulas sudoriparas que
atravessam todas as estruturas da pele até a superficie.

A derme contém entre 20 e 40% da agua total do corpo gragas, em
parte, as propriedades hidrofilicas dos proteoglicanos, responsaveis pela
elasticidade e flexibilidade da pele (CHIEN, 2001).

Tecido Subcuténeo

Abaixo e em continuidade com a derme esta o tecido subcutaneo, que
embora tenha a mesma origem da derme, n&o faz parte da pele. O acumulo de
gordura neste tecido representa um dos fatores contribuintes para a forga ténsil
da pele (CUNHA et al., 2014).
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Além do alto teor de tecidos gordurosos, apresenta fibras de colageno,
que conectam a estrutura da pele flexivel com os tecidos subjacentes. Sua
principal funcdo é oferecer protecdo térmica e mecéanica do corpo. Esta
presente em todo o corpo, exceto nas sobrancelhas e nos 6rgdos genitais
masculinos. Seu tamanho e composicdo variam de acordo com diversos
fatores como sexo, idade, sistema endocrino e condigdes nutricionais (ELDER
et al., 2011).

2.2 Administracao topica de ativos

Existem trés possiveis objetivos para uma formulagdo topica
dependendo do sitio alvo (Figura 3) (MELERO, 2009):
a) Simular a fungéo de barreira da pele. E assim que funcionam os antibiéticos
ou os farmacos antifungicos. Eles sdo administrados quando a pele esta
danificada para protegé-la contra infecgdes. A aplicagdo de protetores solares
para proteger a pele contra radiagdo UV seria outro exemplo dessa aplicagéo.
b) Permeac&o da substéncia nas camadas viaveis da pele. Este & o caso de
anti-inflamatdrios, anestésicos, anti-histaminicos e antioxidantes.
c) Administragao transdérmica de farmacos com finalidade sistémica. Alguns
farmacos como a nicotina e estrogénios sdo administrados por adesivos

transdérmicos em terapias crénicas.
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Limites interfaciais Via de penetragao Exemplos
Maquiagem
= Difusdo, Dissolucdoe Protetor solar
Superficie ; & 4 Repelentes
Ilberagaq do ativo Antimicrobianos e antimicéticos
______________________________________ [ . -
Transepidérmica { |
; < oo e o Emolientes
Estrato corneo Particdo e Difusdo pelo estrato | il
|

corneo Anexos |
Antitranspirante

. A E Esfoliante
Glandulas anexas Ghndulas fllcdla Antimicrobianos e
sudoriparas piloso Antimicéticos
L . ] Depilatorios
Epiderme viavel Particao e Difusao pela
epiderme Via’vel Anti-inﬂqmatérios
_________________________________________________ +____________—__________ Anestésicos
Antipruriginosos
D Particao e Difusdo pela Anti-histaminicos
erme Ativos Cosméticos
derm_e (antioxidantes)
” ~ AL A Nicotina
: Circulagao Sistémica .
C|rcu|agéo Estradiol

Figura 3. Esquema das diferentes camadas da pele, rotas de administragao e
exemplos de tratamentos para fins locais ou sistémicos.
(Fonte: Adaptado de MELERO, 2009).

Para atingir a epiderme viavel, os ativos cosméticos tém que difundir
através de varias camadas com diferentes propriedades quimicas. Apds a
liberacdo da formulacdo, a substancia tem que passar pela superficie e difundir
através do estrato cérneo. Esta € a camada considerada como limitativa para a
permeacao de ativos pela pele. Depois de atravessar esta camada de alta
lipofilicidade, o composto tem que passar da camada inferior do estrato cérneo
para a epiderme viavel, que é uma camada mais hidrofilica (DANIELS, 2004).

Dentre as formulagdes destinadas a veiculacdo de substancias por via
topica, as emulsdes sao muito utilizadas, pois sdo muitas as vantagens que
elas oferecem sob o ponto de vista farmacéutico e cosmético. As emulsdes
possuem um sensorial agradavel, sao faceis de aplicar e espalhar sobre a pele
e por si s6 ja melhoram o aspecto da pele pela hidratagédo fornecida (GENARO,
2000; SMITH et al., 2000; FONSECA, 2007).
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Entretanto, os sistemas emulsionados sao termodinamicamente
instaveis, pois sdo formados por misturas complexas de uma grande variedade
de excipientes com caracteristicas apolares ou polares, imisciveis entre si, e
sdo estabilizadas por um agente tensoativo emulsificante. Dependendo da fase
externa ou também denominada dispersante, as emulsdes podem ser
classificadas em O/A (6leo em agua) e A/O (agua em 6leo) (SILVA & SOARES,
1996; PRISTA, 2008; CORREA, 2012).

Durante o desenvolvimento de uma emulsdo cosmética, além do
aspecto estético da formulagcdo, o delineamento das propriedades fisico-
quimicas e da estabilidade é fundamental (MOSTEFA et al., 2006), pois as
emulsdes podem sofrer alteragdes em decorréncia da temperatura, transporte
e tempo de armazenamento (ISAAC et al., 2008).

A utilizagao de filmes poliméricos no setor farmacéutico e alimenticio ndo
€ novidade, ja que servem de revestimento para sistemas terapéuticos solidos
orais, controle de liberagcdo de farmacos e para a obtengcdo de embalagens ou
produtos comestiveis biodegradaveis (BUNHAK et al., 2007; SINGH et al.,
2008).

A produgdo de cosméticos em filme, particularmente no Brasil, ainda ndo
€ comum. Dentre as diferentes possibilidades, vale ressaltar o desenvolvimento
de produtos destinados a serem aplicados em pequenas extensodes tais como
ao redor dos olhos ou em erupgdes acneicas (SPAGNOL et al., 2017).

Filmes poliméricos sdo preparagdes inovadoras desenvolvidas na forma
de uma pelicula seca que ao serem aplicados na pele umida, devem ser
dissolvidos rapidamente, deixando sobre a area aplicada o0s seus
componentes. O beneficio que esses produtos trazem € que podem ser
transportados de modo pratico e seguro, ja que o peso e o risco de vazamento
s&o inconvenientes praticamente eliminados (SPAGNOL et al., 2017).

Um exemplo de agente formador de filme muito utilizado industrialmente
¢ o Pullulan®, produto comercial formado por fermentagdo a base de
polissacarideo natural, constituido de unidades de maltotriose (KHAN et al.,
2007). Ele pode ser usado como substituto do amido, como agente adesivo, ou
pode ser usado para melhorar a aparéncia e/ou o sensorial do produto, bem
como aumentar a vida de prateleira em produtos alimenticios. No setor

farmacéutico pode ser empregado na produgdo de capsulas, comprimidos,
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pilulas, grénulos e sistemas de liberacédo controlada (KHAN et al., 2007; SINGH
et al., 2008). Por n&o ser toxico nem irritante para o corpo humano, pode ser
aplicado em qualquer cosmético, mas tem sido mais utilizado como ingrediente
em produtos para a area dos olhos, em xampus, dentifricios, pds e logdes
cosméticas (SINGH et al., 2008).

Com o objetivo de promover liberagdo de ativos de forma mais lenta e
controlada, para que sua agao seja prolongada, a industria cosmética tem
buscado desenvolver produtos baseados na nanotecnologia, garantindo a
inovacao e aperfeicoamento do setor.

Tendo como foco o setor cosmético, a empresa pioneira a introduzir um
cosmeético de base nanotecnoldgica, no ambito internacional, foi a Lancéme,
divisdo de luxo da L'Oréal, em 1995, com o langamento de um creme para o
rosto constituido por nanocapsulas de vitamina E, para combater o
envelhecimento da pele. Diversas outras empresas internacionais renomadas
também passaram a investir em pesquisa para desenvolver produtos nesta
linha (ERENO, 2008; NEVES, 2008).

A nanotecnologia voltada para a cosmética tem como foco, sobretudo,
os produtos destinados a aplicacdo na pele do rosto e do corpo, com acao
antienvelhecimento, capazes de penetrar nas camadas mais profundas da
pele, objetivando potencializar os efeitos do produto (NEVES, 2008).

Um nanocosmético seria uma formulagdo cosmética que veicula ativos
ou outros ingredientes nanoestruturados. A nanoencapsulagao de ativos pode
aumentar a atividade ou até mesmo reduzir a concentragao requerida do ativo
para efetividade, pode também aumentar o prazo de validade, reduzir a cor ou
odor dos ativos, proteger o ativo de degradagdo, aumentar a solubilidade,
modificar o perfil de liberagao, entre outros fatores (ROSEN, 2005; FRONZA et
al., 2007).

O FDA néao estabeleceu definigdes regulamentares de “nanotecnologia’,
‘nanomaterial”, “escala nanométrica” ou outros termos relacionados, mas
emitiu uma orientagdo para as industrias que produzem esses produtos que
observassem: (1) se o produto foi projetado para ter dimensao entre 1 a 100
nm; e (2) se o produto foi projetado para exibir propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas que sado atribuiveis as suas dimensdes, mesmo que essas

dimensodes estejam fora do alcance da nanoescala (ZANETTI-RAMOS, 2015).
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Dentre os sistemas utilizados em nanotecnologia encontram-se os
lipossomas (JUKANT et al.,, 2011), as nanoemulsdes (GAN et al., 2013), as
nanosuspensbées (MUDGIL & PAWAR, 2013), as ciclodextrinas
(SWAMINATHAN et al., 2010) e as microparticulas (GUO et al., 2012).

As microparticulas s&o sistemas sélidos, geralmente esféricos, com
dimensdes que vao desde 1 a 1000 ym até alguns milimetros. Podem ser
constituidas por matrizes poliméricas (microesferas) nas quais o farmaco pode
estar adsorvido, incorporado ou ligado covalentemente a rede tridimensional
formada pelo polimero, ou por sistemas reservatorios (microcapsulas) nas
quais o farmaco representa um nucleo sdlido, liquido ou gasoso, separado do
meio externo por uma membrana polimérica (UCHEGBU & SCHATZLEIN,
2006; ROSSANEZI, 2008; SILVA JUNIOR, 2008; ROY & NAYAK, 2017).

Existem aspectos muito importantes das microparticulas que as tornam
aplicaveis para utilizagdo em cosméticos, entre as quais pode-se citar a
biodegradacgéo, bioadesdo, biocompatilidade e baixa toxicidade. Além disso, o
tipo de polimero utilizado determina o mecanismo de liberagdo do farmaco
envolvido. Em matrizes biodegradaveis, a liberagdo ocorre pela entrada do
solvente através de poros formados na matriz polimérica, dissolvendo e
difundindo o farmaco para o meio de liberagao, ou através da degradagao ou
erosao do polimero, expondo o farmaco ao meio de dissolu¢do, sendo que a
difusdo ocorre na etapa inicial e a erosdo tende a ocorrer numa fase mais
tardia, com a liberagdo do farmaco disperso na matriz (BENITA, 2006;
ROSSANEZI, 2008; RODRIGUES et al., 2017).

A escolha dos polimeros utilizados deve ser criteriosa ja que deve
ponderar também questbes ambientais. Vem tramitando nos Estados Unidos
ha muitos anos, um projeto de proibicdo das esferas de polietilieno em Produtos
de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos. Até o momento nove Estados ja
proibiram o uso e o texto caminha para aprovacgdo nacional (ABRAMS, 2018).
O Reino Unido também sancionou uma lei em janeiro de 2018 com a proibig&o
da fabricacdo de microesferas de plastico presentes em produtos como
cosmeéticos e pastas de dente (BOAVENTURA, 2018).

Essa preocupacdo faz sentido, essas particulas chegam a ser tao

pequenas que, quando despejadas no esgoto, passam de forma imperceptivel
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pelos filtros de tratamento, chegando aos rios e mares. No final, as particulas
acabam sendo absorvidas ou consumidas pelos animais aquaticos.

Nesse contexto, a quitosana se destaca por ser um polimero natural,
biodegradavel, biocompativel, extremamente abundante e atdxico. E um
polissacarideo amino, derivado do processo de desacetilacido da quitina, que
constitui a maior fragdo dos exoesqueletos de insetos e crustaceos, ou seja,
sua facil obtencédo se da principalmente por se tratar de rejeitos da industria
pesqueira (AZEVEDO et al., 2007).

A quitosana é um biopolimero que possui uma estrutura molecular
quimicamente similar a celulose, diferenciando-se somente nos grupos
funcionais. Grupos hidroxila (OH) estdo dispostos na estrutura geral dos
biopolimeros, mas a principal diferenga entre eles é a presenga de grupos
amino (NHz) na estrutura da quitosana. Ela é soluvel em meio acido diluido,
formando um polimero catidnico, com a protonagédo do grupo amino (NH3z"),
que confere propriedades especiais diferenciadas em relagao as fibras vegetais
(MENDES et al., 2011). A Figura 4 mostra a estrutura quimica dos biopolimeros

quitosana, quitina e celulose.

CIL,OH CH,0H CH,O0H
o) o : 0
|
OH - OH OH
NH, NHCOCH; OH
- ) | L N L

Figura 4. Estrutura dos biopolimeros quitosana, quitina e celulose.
Fonte: MENDES et al., 2011.

Apesar do grande potencial da quitosana para formagdo de
microparticulas destinadas a veiculagao de ativos cosméticos, sua aplicagao na
industria cosmética ja € reconhecida na encapsulagdo de fragrancias e
pigmentos, em logdes e cremes protetores, produtos dentarios, xampus e
condicionadores. No meio industrial € usada na purificagdo de aguas
residuarias, estabilizantes de gorduras em preparagbes de alimentos e
estabilizante de aromas. Na area da saude, atua como agente absorvedor de

gorduras, regeneracéo de ferimentos, regenerador de estrutura dssea, inibe a
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formacdo de placas dentarias, além de suas inumeras aplicagdes na
agroindustria e biotecnologia (MENDES et al., 2011, AHMAD et al., 2017).

Por tudo isso, a quitosana se destaca por apresentar carga global
positiva em pH bioldgico, e assim interage com tecidos negativamente
carregados, tais como a pele (ITO et al., 2000; SINHA et al., 2004). Assim, a
escolha da quitosana como biopolimero para microencapsulacdo do acido

cafeico como ativo cosmético mostra-se promissora.

2.3Acido cafeico

Os compostos fendlicos ocorrem de maneira universal no reino vegetal e
fazem parte de um grande e complexo grupo de substancias organicas. Os
vegetais superiores sintetizam e acumulam uma grande diversidade de
compostos fendlicos, os quais conferem defesa contra os ataques dos radicais
livres, que sdo formados como subprodutos provenientes do processo de
fotossintese e contra injurias dos tecidos (SOARES, 2002; MAGNANI et al.,
2014a).

Os derivados do acido cinamico, também chamados de
fenilpropanoides, séo estruturas com nove carbonos (Figura 5). O acido cafeico
(AC) € um representante deste grupo.

R1

R2 X

OH

R3

R4

Figura 5. Estrutura quimica dos principais acidos cinamicos. Acido cinamico:
R1=R2=R3=R4=H; acido o-cumarico: R,=0OH; acido p-cumarico: R3=0OH; acido
cafeico: R,=R3=0H; acido ferulico: R,=OCHj3; e R3=0H.

O AC é um dos metabdlitos hidroxicinamatos ou fenilpropanoides mais
amplamente distribuido nos tecidos das plantas. Este polifenol esta presente
em muitas fontes alimentares, incluindo bebidas de café, mirtilos, macas e
cidras (CLIFFORD, 2000; MAGNANI et al., 2014a). Além dos alimentos, o AC
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esta presente em varios medicamentos de uso popular, na maioria, a base de
prépolis (LUSTOSA et al., 2008). Alem de agir como um inibidor carcinogénico
(HUANG et al., 1992; GREENWALD, 2004), também é conhecido como um
antioxidante e antibacteriano in vitro, podendo contribuir para a prevencao de
aterosclerose e outras doencgas cardiovasculares (SANCHEZ-MORENO et al.,
2000; VINSON et al., 2001; WORLDWIDE, 2018).

O AC apresenta alta solubilidade em etanol, metanol e DMSO; e é
praticamente insoluvel em agua. N&o existem informagdes sobre a solubilidade
do acido cafeico em compéndios oficiais (SPAGNOL, 2014). No entanto, as
informagdes encontradas no Merck Index (2006) comprovam a baixa

solubilidade em agua e alta solubilidade em etanol.

2.3.1 Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo compostos que atuam inibindo ou diminuindo os
efeitos desencadeados pelos radicais livres e compostos oxidantes (SOARES
et al., 2005). Os antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de
radicais livres e algumas vezes, como quelantes de metais, agindo tanto na
etapa de iniciagdo como na propagagao do processo oxidativo. Os produtos
sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico
apresentada por estas substancias. Os acidos fendlicos caracterizam-se pela
presenga de um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais
grupamentos de hidroxila ou metoxila na molécula, que conferem propriedades
antioxidantes (DOSSIE DE ANTIOXIDANTES, 2018).

O AC atua como antioxidante por eliminacdo dos radicais livres de
oxigénio e quelando ions metalicos pro-oxidantes, especialmente ferro (PAIVA-
MARTINS et al., 2002; HYNES et al., 2004). Os grupos hidroxila dessas
moléculas conferem a atividade antioxidante porque sao capazes de doar
atomos de hidrogénio as espécies reativas de oxigénio (EROs), mas eles n&o
sdo o0s unicos fatores na determinacdo da poténcia de suas atividades
(MAGNANI et al., 2014a).

A presenca de um segundo grupamento hidroxila no AC em posigao
orto, além da posigao para, € conhecido por aumentar a atividade antioxidante

devido a estabilizagcdo por uma ressonancia adicional e formagdo o-quinona
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(Figura 6) (SALAS-REYES et al., 2011; OZTURK et al., 2012). Isto pode ser
usado para explicar o fato de que a eficiéncia de antioxidantes como AC é

maior do que a de outros acidos fendlicos.

HO\ \ o \

OH

/

OH
HO O

Figura 6. Estrutura quimica do acido cafeico e da orto-quinona.

O AC tem demonstrado ser um protetor de a-tocoferol em lipoproteina
de baixa densidade (LDL). Além disso, a sua conjugagao com outros produtos,
tais como com os acidos clorogénicos e caftarico demonstrou potencializagédo
da atividade antioxidante em diversos sistemas (FUKUMOTO & MAZZA, 2000).

Antioxidantes fendlicos naturais, incluindo o acido cafeico, ganharam
atengao notavel como promissores agentes protetores dos danos fotoxidativos
(YAMADA et al. 2006; MURRAY et al., 2008) e também tém estado presentes
em produtos de cuidado para pele pela sua atividade antioxidante. Contudo, a
literatura mostra poucas evidéncias sobre a utilidade dos acidos
hidroxicinamicos para proteger a pele.

O metabolismo celular normal produz radicais livres, que incluem as
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, que sdo derivados tanto de
processos metabdlicos normais e essenciais ao organismo (enddgenos),
quanto da exposicdo a fatores ambientais (exdgenos) como poluigdo,
radiagdes, pesticidas, tabaco, entre outros (HADSHIEW et al., 2000; YAAR &
GILCHREST, 2001; MENON et al., 2009).

A importédncia das EROs e os radicais livres tém atraido atencgéo
crescente ao longo das ultimas décadas. EROs incluem radicais livres tais
como radicais anion superoxido (O."), radicais hidroxila (OH’) e espécies
reativas de oxigénio tais como H,O, e oxigénio singleto (O2). Estas moléculas
exacerbam fatores de lesdo celular e processo de envelhecimento (GULCIN et
al., 2002).
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As EROs sdo continuamente produzidas durante eventos fisiologicos
normais e eles podem facilmente iniciar a peroxidagdo de lipideos da
membrana, conduzindo a acumulagao de peroéxidos lipidicos (DUH et al., 1999;
BUYUKOKUROGLU et al., 2001). No entanto, as células desenvolveram
mecanismos antioxidantes para protegerem-se da toxicidade promovida pelos
radicais livres. Os agentes considerados como antioxidantes compreendem:
enzimas que removem cataliticamente os radicais como, por exemplo, a
superoxido dismutase (SOD); proteinas que minimizam a disponibilidade de
pré-oxidantes, tais como ions ferro e ions cobre como, por exemplo, as
transferrinas, ferritinas, metalotioneinas e haptoglobinas; moléculas de baixo
peso molecular que possuem a capacidade de captar espécies reativas de
oxigénio via auto-oxidacdo como, por exemplo, glutationa e aquelas que
possuem grupo tiol (SH), ou vitaminas como a-tocoferol, acido ascérbico (AA) e
B-caroteno (CADENAS, 1989; BERRA & MENCK, 2006).

Quando ha desequilibrio entre o sistema pré e antioxidante, com
predominio dos oxidantes ocorre o estresse oxidativo (SCHAFER &
BUETTNER, 2001; FINKEL & HOLBROOK, 2000), que esta relacionado com
danos lipidicos, proteicos e genéticos e por isso, implica em uma grande
variedade de doengas humanas, assim como no processo de envelhecimento
(VALKO et al., 2007).

Os radicais livres também agem sobre o tecido cutaneo, sendo
originados principalmente por agdes exdgenas, como é o caso da radiagéo
ultravioleta. Dependendo da dose, tempo de exposi¢ao, comprimento de onda
e area exposta, a radiacao ultravioleta pode causar desde queimaduras na pele
e envelhecimento cutdneo precoce até danos ao DNA celular cutaneo e
carcnoma de pele (COTINGUIBA et al., 2013).

Assim, o envelhecimento natural da pele associado a agao dos radicais
livres provoca reducdo da hidratagcdo da pele, eventualmente pigmentacéo e
rugas finas, sinais de flacidez e aumento da possibilidade de aparecimento de
neoplasmas. Outra mudanga dérmica é a diminuicdo das fibras colagenas que
torna a pele mais fina. Essas alteragcdes s&o ainda mais evidenciadas apds a
menopausa, em que ocorre uma rapida diminuigdo dos niveis de colageno na
pele e na massa 0ssea, sugerindo que o estrégeno influencia na sintese de

colageno tanto na pele quanto na massa 6ssea (YAAR & GILCHREST, 2007).
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Com o intuito de manutencao da pele mais saudavel e com aparéncia
mais jovem, atenuando assim os efeitos do envelhecimento, cada vez mais
estratégias tém sido sugeridas (MENON et al.,, 2009). A utilizagdo de
compostos antioxidantes naturais ou sintéticos em alimentos, cosméticos,
bebidas e também na medicina € um dos mecanismos de defesa contra os
radicais livres (LOBO et al., 2010).

Um estudo realizado por Gulgin (2002) mostrou claramente a eficacia
antioxidante do AC empregando-se diferentes métodos de determinagdo da
atividade antioxidante in vitro, incluindo a atividade antioxidante total resultante
pela aplicagdo do meétodo tiocianato férrico, método de inibigdo do radical
ABTS™ e DPPH’, radical anion superéxido e atividade quelante de metais. Tais
ensaios foram aplicados em comparagdo com compostos antioxidantes
convencionais, tais como BHA, BHT, a-tocoferol, um antioxidante natural e
trolox, que € um analogo hidrossoluvel do tocoferol.

Marti-Mestres e colaboradores (2007) estudaram trés fenilpropanoides
antioxidantes relacionados com a neutralizagdo de radicais superéxido e
radicais hidroxila, dentre eles o AC. Verificou-se a permeacio cutanea desses
compostos, ja que podem ser usados na cosmetologia, a fim de proteger a pele
contra o estresse oxidativo induzido por radiagao UV. Foi observado que o AC
a 2% a partir de uma solugdo de etoxidiglicol- propilenoglicol (1:1, v/v)
conseguiu ultrapassar todas as camadas da pele de orelha de porco, podendo
apresentar uma atividade sistémica. Saija e colaboradores (2000) também
realizaram estudos de permeacdo com pele humana e comprovaram a
capacidade do acido cafeico em permear a pele a partir de uma solugéo
aquosa supersaturada e que esta caracteristica é independente do pH da
solucao receptora ser 3,0 ou 7,2.

Como a radiagao solar penetra profundamente na pele, deve-se garantir
que substancias aplicadas topicamente consigam permear através do estrato
cérneo, o principal obstaculo contra permeagdo de substancias exdgenas
através da pele e que atinjam as camadas mais profundas a fim de promover
satisfatéria protecdo (TRAN et al., 2008; WANG et al., 2010).

A absorcdo de um composto na pele &€ determinada pelas suas
caracteristicas fisico-quimicas, sendo a lipofilicidade e o peso molecular as
mais importantes quando se trata do processo de permeacgdo (ALLEVATO,
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2007). Assim, a alta lipofilicidade do AC pode contribuir para sua permeacéo
através do estrato corneo.

O AC também demonstrou eficiéncia em proteger a fosfatidilcolina da
peroxidacdo provocada pela radiacdo UV, o que é relevante ja que a
fosfatidilcolina é um dos principais constituintes de bicamadas lipidicas das
membranas celulares (SAIJA et al., 1999).

2.3.2 Atividade antimicrobiana

Esta claro que os consumidores buscam, cada vez mais, cosmeéticos
mais eficientes, apresentando realmente algum efeito bioldgico, principalmente
na prevengao do envelhecimento precoce, e de doengas como canceres
causados pela agédo dos radicais livres no material genético celular. Portanto,
assim como medicamentos, estes produtos devem também oferecer seguranga
ao consumidor. Aliado a isto, a legislagado esta cada dia mais rigorosa, o que
tem desafiado as industrias (NAZER et al., 2005). Por essa razdo, compostos
antimicrobianos naturais estdo sendo amplamente utilizados (WEN et al.,
2003).

Além de sua notavel atividade antioxidante, estudos in vitro
demonstraram acgdo antimicrobiana da propolis frente aos diversos
microrganismos patogénicos bucais. Varios componentes da propolis tém sido
analisados em diferentes paises, sendo o acido cafeico, o éster fenetilico do
acido cafeico e os flavonoides, os principais responsaveis pelo poder antibidtico
desta resina (HAVSTEEN, 1983; MARCUCCI, 1996; MENEZES, 2005).

Campos e colaboradores (2003) demonstraram que alguns
fenilpropanoides, incluindo o acido cafeico, acido p-cumarico e acido ferulico,
sdo capazes de inibir o crescimento de bactérias, incluindo E. coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes e algumas
leveduras.

A atividade antimicrobiana dessas substancias nao depende apenas de
sua estrutura, mas também das condi¢des ambientais. O acido cafeico tem
uma menor capacidade de inibir Listeria quando comparado a outros derivados
de acido hidroxicinamicos, devido a presenga de um grau elevado de

hidroxilacao (WEN et al., 2003). Além disso, os fatores ambientais, incluindo pH
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e a concentracido de cloreto de sodio, sdo importantes, porque produzem
algumas mudancgas fisiolégicas nos microrganismos que os tornam mais
sensiveis aos fenilpropanoides (CANILLAC et al., 2004).

Almajano e colaboradores (2007) verificaram que a atividade
antioxidante e antimicrobiana do acido cafeico foram pronunciadas em
emulsdes cosméticas com pH acido (3 e 5). O AC mostrou nestes valores de
pH, efeitos antimicrobianos contra varios microrganismos estudados (E. coli,
Pseudomonas  aeruginosa, Bacillus  cereus, Micrococcus  luteus,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Candida albicans).

Devido ao grande numero de microrganismos existentes, a pesquisa por
novos agentes antimicrobianos deve ser estimulada para auxiliar no tratamento
de infecgdes e prevenir a resisténcia bacteriana (HOEFEL & LAUTERT, 2006).

Assim, uma pesquisa detalhada sobre sua atividade antimicrobiana é
interessante para que o AC possa ser usado com seguranga em produtos
farmacéuticos e cosmeéticos, seja como substéncia ativa ou como conservante
de formulagdes.

Conservantes, também conhecidos como preservantes, sdo substancias
com atividade bacteriostatica e/ou fungistatica. Seu objetivo é inibir o
crescimento e a proliferagdo de microrganismos no produto, conservando-o
livre de deterioragbes, aumentando a vida util do produto e mantendo o bom
aspecto do produto final. A regulamentagcdo do uso de substancias de acéo
conservante permitidas € o primeiro aspecto a ser considerado na escolha de
um conservante, seguido pelo conhecimento das suas propriedades fisico-
quimicas para se prever possiveis incompatibilidades quimicas com
componentes da férmula. Em geral, cremes e lo¢gdes exigem atividade tanto
bacteriostatica quanto fungistatica, utilizando-se, assim, uma mistura de
conservantes de amplo espectro de atividade (SIQUEIRA, 2018).

O uso de conservantes em preparagdes cosméticas € regulamentado
pela RDC 29, de 1° de junho de 2012 definindo a lista de substancias com agéo
conservante e as concentragdes permitidas para produtos de higiene pessoal,
cosmeéticos e perfumes (BRASIL, 2012).

O conservante ideal deve apresentar atividade de amplo espectro, ou
seja, deve apresentar a capacidade de eliminar fungos, bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas e deve ser efetivo a baixas concentragdes,
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reduzindo as chances de irritagdes ou outros problemas de toxicidade. A
substancia deve ser soluvel em agua, devido ao fato dos microrganismos
crescerem na fase aquosa e também deve ser estavel em ampla faixa de
temperatura e pH. A compatibilidade com todos os ingredientes da formula é
fundamental para ndo perderem a atividade na sua presenca (WILKINSON &
MOORE, 1990; TAVARES & PEDRIALI, 2011).

Os parabenos, ésteres do acido parahidroxibenzoico, sao os
conservantes antimicrobianos mais utilizados em cosméticos. Segundo as
regulamentag¢des do Brasil, o uso permitido de parabenos & de, no maximo,
0,4% de cada ou de 0,8% quando associados. Apresentam atividade contra
fungos e bactérias Gram positivas. A limitagdo esta na quantidade que pode
ser dissolvida na agua, funcionando apenas em fase aquosa (SONI et al.,
2005; PRISTA et al., 2008).

O formaldeido e os liberadores de formaldeido fazem parte de uma outra
classe de conservantes que inclui a DMDM hidantoina, imidazolidinil ureia e
diazolidinil ureia. Os compostos fendlicos sao outros tipos de conservantes que
atuam sobre a membrana celular, apresentando atividade antimicrobiana. O
fenoxietanol inclui-se nesta categoria e € amplamente usado na industria de
fragrancias como solvente. E um composto solivel em &gua, sendo um
excelente solvente para os parabenos e os demais conservantes. Apresenta
atividade contra bactérias Gram-negativas, porém € um biocida fraco, sendo
utilizado sempre em associagdo com outros conservantes. Outro exemplo € o
alcool benzilico, utilizado como componente de fragréncias e aromas e como
preservante em produtos injetaveis, oftalmicos e orais. Eficaz contra bactérias
Gram-positivas e em alguns casos contra Gram-negativas. Apresenta um efeito
anestesiante e deve-se incluir sempre um antioxidante na formulagao, pelo fato
de sofrer oxidagdo em luz UV. Por fim, o acido fenetilico € um composto ativo
contra bactérias e deve-se incluir um antioxidante na formulagdo por ser um
produto sujeito a reagdo com agentes oxidantes. A concentragdo permitida € no
maximo 0,5% (KABARA & ORTH, 1997; CORREA, 2012).

Os conservantes acidicos sédo acidos que apresentam atividade em sua
forma acidica e sdao pH dependentes. Para facilitar a incorporagdo nas
formulagdes, estdo disponiveis em forma de sais, dessa maneira, quando

adicionado, o pH é baixado para liberar o acido livre. Alguns exemplos desta
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categoria sdo acido dehidroacético, acido benzoico, acido soérbico, acido
salicilico, acido férmico e acido propibénico. Ha também, os compostos
halogenados, como o bronopol, que apresenta baixa toxicidade e atividade
contra bactérias, sendo muito utilizado em produtos cosméticos. Outros
exemplos desta classe de conservantes sao cloroacetamida, cloroxilenol,
clorobutanol, clorfenesina, alcool diclorobenzilico butilcarbamato de
iodopropinila e metildibromo glutaronitrilo (STEINBERG, 2006).

Atualmente os conservantes antimicrobianos disponiveis podem causar
alguns efeitos adversos, incluindo irritacdo na pele, nos olhos e sensibilizag&o
de contato. De acordo com o North American Contact Dermatitis Group, os
conservantes sao o grupo de ingredientes mais comumente associados a
irritacdo na pele pelo uso de cosméticos. Embora seja desejavel eliminar os
conservantes das formulagdes, a auto conservacdo desses produtos pode ser
inalcangavel para a maioria das formulagbes existentes tendo em vista suas
atuais formas e embalagens.

Apesar de existir muitos conservantes no mercado, nenhum pode ser
considerado um conservante ideal, ou seja, efetivo contra todas as bactérias e
fungos, estavel, soluvel e principalmente que n&do provoque alergias ou
citotoxicidade. Os parabenos sao atualmente o0s conservantes mais
convenientes e de baixo custo, por isso s&o os mais amplamente utilizados em
cosméticos. No entanto, existe um forte apelo pelos produtos “paraben free”,
que inviabilizam a sua utilizagdo. Assim, a busca por alternativas aos agentes
conservantes ja utilizados esta longe de ser esgotada.

Infecgoes Cutaneas

A pele é o 6rgédo mais acessivel do corpo humano, sendo muito sujeito
as infecgdes. Estas infecgbes apresentam grande diversidade de agentes
etiologicos e podem ser classificadas em primarias ou secundarias, agudas ou
cronicas e também, mono ou polimicrobianas (BRASIL, 2013).

As infecgcbes primarias acometem cerca de 7% da populagdo e nao
apresentam porta de entrada aparente, ou seja, afetam a pele normal e os
microrganismos costumam entrar através de uma ruptura na pele. S&o
causadas por um unico agente patogénico, sendo os mais comuns S. aureus,

S. epidermidis, E. coli, P. aeruginosa, P. acnes e estreptococos [-hemoliticos.
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Por outro lado, as infecgdes secundarias sao complicagcbes de lesoes,
ocorrendo na pele que ja esta doente. Devido a doenga subjacente, o quadro
clinico deste tipo de infecgdo pode variar (BARON, 1996; PEREIRA et al.,
2011).

De acordo com a duragdo da infecgdo, podem ser agudas durando
apenas poucos dias ou crbénicas, que duram meses ou anos. E por fim, sédo
classificadas em mono ou polimicrobianas, ou seja, causadas por um unico
microrganismo ou por varios, respectivamente (BRASIL, 2013).

O advento da resisténcia a antimicrobianos emergiu como uma crise de
proporgao global no decorrer das ultimas décadas. Microrganismos resistentes
a um grande numero de antimicrobianos clinicamente aprovados sdo cada vez
mais comuns e estdo se espalhando com facilidade entre os continentes. Este
fendbmeno representa uma ameaga a saude publica, ja que limita as opgdes
para o tratamento das infec¢des bacterianas (SILVEIRA et al., 2006; WRIGHT,
2011). Ao lado disso, existem poucos novos agentes antimicrobianos surgindo
no mercado (WRIGHT, 2011). Desta maneira, o desenvolvimento de novos
farmacos, com a capacidade de contornar esses mecanismos de resisténcia,
representa importante avango na pratica clinica.

A contaminagcdo do produto cosmético pode resultar em infeccdes
cutaneas e irritagdes, sendo entdo indispensavel o uso de conservantes,
reduzindo o risco de contaminagdo microbiana e garantindo que o produto
permanegca adequado e seguro para a utilizagcdo pelos consumidores
(PEREIRA et al., 2011; ABIHPEC, 2018).
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3 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi a avaliagdo das atividades antioxidante e

antimicrobiana do AC a fim de utiliza-lo como um ativo multifuncional veiculado

em microparticulas (MP) de quitosana de liberagao controlada.

3.1 Objetivos Especificos

Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante do acido cafeico;

Obter microparticulas de quitosana para liberagdo controlada do acido
cafeico pelo método de Spray Drying;

Realizar a caracterizagdo fisico-quimica das microparticulas de
quitosana;

Incorporar as microparticulas de acido cafeico em uma emulsdo e uma
preparagcao cosmética em filme para aplicacao facial.

Obter os perfis de liberacdo e permeacao in vitro das microparticulas
acido cafeico a partir da emulsao e do filme.
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4 MATERIAL E METODOS

Material

Acido cafeico (Nanjing Zelang Medical Technology), trolox (Sigma
Aldrich), acido galico (Sigma Aldrich), acido ascoérbico (Galena), radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazila (DPPH") (Sigma Aldrich), radical 2,2-azinobis-(3-
ethylbensothiazoline)-6-sulfonic  acid (ABTS™)  (Sigma-Aldrich), SOD
determination Kit (Sigma-Aldrich), WST-1 (2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-
(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt) (Sigma Aldrich), solugéo
taponante de pirofosfato de sédio (pH 8,3, 25 mmol/L), metassulfato de
fenazina (PMS), azul de tetrazdélio (NBT), nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADH), solucéo taponante fosfato de sodio (120 mM) pH 7,0, crocina (Sigma
Aldrich), dimetilsulfoxido (DMSO), AAPH (2,2’-azobis-(2-aminopropano), acido
hipocloroso (HOCI/OCI'), hipoclorito de sédio (NaOCI), hidréxido de sodio
(NaOH) 10 mM, 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina (TMB), perdéxido de hidrogénio
(H202), acido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB), meio de cultura agar TSA (Prolab),
caldo TSB (Prolab), caldo reforcado para Clostridium (Prolab), revelador
resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-ona10-6xido) (Sigma Aldrich), quitosana
peso molecular médio (Sigma Aldrich), acido acético (Synth), Etanol (Neon),
estearilamina (Sigma Aldrich), polissorbato 80, cetearyl alcohol, ceteareth- 20,
ethylhexyl stearate, glyceryl stearate, propylene glycol, disodium EDTA,
methylparaben, propylparaben, sodium polyacrylate (Rapithix® A-100), sodium
polyacrylate, hydrogenated polydecene, trideceth-6 (Rapithix® A-60), steareth
2, stearamidopropyl dimethylamine, PPG-5-ceteth-20, polysorbate 60,
caprylic/capric triglyceride, phenoxyethanol/ ethylhexylglycerin, pullulan,
hydroxyethylcellulose, C12-15 alquilbenzoate, hydroxypropyl methylcellulose,
PEG-12 dimethicone, agua destilada, agua ultrapura, obtida por sistema Milli-
Q® (Malsheim, Franca), etanol grau CLAE (Panreac) , solucdo tamponante de
fosfato de sodio pH 7,4, solucdo tamponante de fosfato de sodio pH 5,5,
metanol grau CLAE (J.T. Baker®); acido acético (J.T. Baker®, EUA) grau
analitico. Placas estéreis de 96 pogos para cultura celular (TPP), membranas
de celulose para tubos de dialise de 76 mm (Sigma-Aldrich). Foi utilizada
membrana de nitrato de celulose de 0,45 ym de didmetro de poro e 47 mm de
diametro (Sartorius®) para filtrar a fase mével e membrana com poro de 0,45
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um e 15 mm de diametro (Macherey-Nagel®, Diiren, Alemanha) para filtrar as

solugdes de AC padréao e amostra.

Equipamentos

Pipetadores automaticos com volume variavel de 10-100 uL, 100-1000
puL, 500-5000 uL (Eppendorf), centrifuga (Fanem-Baby), equipamento de
permeacao Microette (Hanson Research), ultra-som (Unique Ultrasonic Clear),
estufa (Quimis), peagbmetro digital (Gehaka PG 1800) e balanga analitica (Bel
Enginneering). O sistema cromatografico utilizado foi o cromatografo a liquido
Waters®, composto de bomba cromatografica gradiente binaria Waters®, injetor
manual Rheodyne Breeze® 7725i e detector de absorbancia UV-VIS Waters®
2487; equipado com software Empower®. Foi utilizada coluna RP18 (Symmetry
Shield, 4,6 x 250 mm, 5 ym, Waters). As solugdes constituintes da fase mével
foram desgaseificadas em ultrassom (Unique®, Indaiatuba, Brasil).
Espectrofotdmetro Shimadzu modelo IR-Prestige 21 na espectrocopia de
absorgao na regido do infravermelho, Espectrémetro de absor¢do na regidao do
infravermelho médio com transformada de Fourier - Vertex 70 da Bruker,
Difragdo de Raios X (DRX), Siemens modelo D5000, Diffrac Plus XRD
Commander, e o equipamento espectrofotdmetro UV/Vis (Shimadzu®, modelo
UVmini-1240) para espectrofotometria na regido do ultravioleta, Mini Spray
Dryer (Buchi-191). Microscopio eletrénico de varredura de alta resolugdo S-
4800 (Serial Number: HI-9269-0009). Mini Spray Dryer (Buchi-290).
Espectrofotdmetro (OceanOptics USB 4000) com agitagdo magnética e

termostatizagdo com peltier.
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Métodos

4.1 Determinagao do potencial antioxidante

A avaliacdo do potencial antioxidante do AC foi realizada através de
varios métodos, dentre os que utilizaram radicais modelos: capacidade de
captura sobre o DPPH" e capacidade de captura sobre o ABTS™; e dentre os
meétodos que utilizaram radicais biolégicos: Método enzimatico de captura de
anion superoéxido- Kit SOD Assay; capacidade de captura sobre o &nion radical
superoxido; ensaio do clareamento (Bleaching) da crocina; captura do acido
hipocloroso e capacidade de captura sobre o H,0».

Os experimentos foram realizados em ftriplicata e como padrdes foram
utilizados os reagentes trolox (analogo da vitamina E), acido galico e acido
ascorbico (Figura 7), compostos reconhecidamente com agao antioxidante
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015).

Acido ascérbico Acido galico
HO Oy OH
HO  OH HO Or
OH
Trolox
CHg
OH
H3C O CHa
CHs

Figura 7. Estrutura quimica dos padrbes utilizados nos ensaios de atividade

antioxidante.

4.1.1 Capacidade de captura sobre o DPPH’

A avaliagédo da atividade antioxidante foi realizada com o uso do radical
1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH’), segundo metodologia descrita por Blois
(1958), Mensor et al. (2001) e Chiari et al. (2012).

Um mililitro da solugéo aquosa de AC, em diferentes concentragdes (de
0 a 4,57 pg/mL), foi adicionado a 2,5 mL de solugdo metandlica de DPPH’
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(0,004%). As solugdes foram mantidas ao abrigo da luz e apdés 30 minutos foi
determinada a absorbancia das solugdes a 515 nm.

Foram utilizadas solugbes controle contendo apenas 1 mL de agua e 2,5
mL da solugdo metandlica de DPPH" a 0,004%. A média das absorbancias
destas amostras foi usada como a absorbancia maxima, servindo para o
calculo da porcentagem de captura do radical DPPH" (Equagdo 1)
(MOLYNEUX, 2004).

% captura do radical DPPH = Absmix = AbS amostra . 40 Equacéo 1

ADbS max

Em que:

Abs s € a absorbancia do DPPH" em 515 nm na auséncia de amostra
(controle).
AbS amostra € @ absorbancia do DPPH" em 515 nm na presenga de amostra.

O ensaio do DPPH’ para cada concentracgdo foi realizado em triplicata.

A partir dos valores de concentragdes utilizadas e os valores de
porcentagem de captura foi possivel obter uma curva analitica e calcular o
valor de CEsp, concentracao efetiva 50, ou seja, quantidade de ativo necessaria
para capturar 50% dos radicais DPPH’ em solugdo. O mesmo procedimento foi
realizado para o acido ascorbico (nas concentracdes de 0,0 a 7,0 pyg/mL), para
o acido galico (nas concentragdes de 0,0 a 1,7 pg/mL) e para o trolox (nas
concentracbes de 0,0 a 9,15 pg/mL) como substancias padrdo. As
concentragbes testadas para cada substéncia foram diferentes devido a
diferenga entre o potencial antioxidante de cada uma delas.

4.1.2 Capacidade de captura sobre o ABTS™

A atividade antioxidante do AC pelo método de inibigdo do radical 2,2'-
azinobis-(3-ethylbensothiazoline)-6-sulfonic acid (ABTS™) foi avaliada seguindo
meétodo proposto por Almeida et al. (2013).

O radical ABTS™ é formado através de uma reagdo com persulfato de
potassio. Inicialmente, preparou-se uma solugao estoque de 7 mM de ABTS
(192 mg diluidos em 50 mL de agua) e outra solugdo estoque de 140 mM de
persulfato de potassio (378,4 mg em 10 mL de agua). Para a preparagao do
radical, misturou-se 5 mL da solugao estoque de ABTS com 88 pL da solugao
estoque de persulfato de potassio. Esta solugdo foi mantida a temperatura
ambiente por 16 h em frasco ambar. Decorrido este tempo, diluiu-se uma

(me(//éﬂe Qf'/%/(;y//zmzi j&y/)qy/m/



51

aliquota desta mistura em etanol, a fim de obter absorbancia de
aproximadamente 0,7+ 0,05. Em seguida, transferiu-se 3 mL dessa solugéo a
11 tubos de ensaio, aos quais foram acrescentados volumes crescentes de
solugdo estoque de AC na concentracdo de 300 pg/mL e volumes
decrescentes de agua, sendo que cada concentragao foi realizada em triplicata.
As quantidades das substancias e as respectivas concentracdes de AC no tubo
estdo representadas na Tabela 1. O mesmo experimento foi realizado
substituindo o AC pelo trolox, acido galico e acido ascorbico (AA).

Tabela 1. Composicdo dos reagentes para determinagdo da atividade
antioxidante pelo método ABTS™.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Volume solugéo estoque de AC (uL) 0 5 7 10 12 15 17 20 22 25 30
Volume agua (uL) 30 25 23 20 18 15 13 10 8 5 0
Volume soluggo de ABTS™ (mL) 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Concentracgéo final de AC (ug/mL) 0 049 069 099 1,18 1,48 1,68 198 217 247 2,97

Posteriormente, foram determinadas as absorbancias a 734 nm de todas
as solugdes preparadas, visto que uma vez conhecida a absorbancia, é
possivel calcular a porcentagem de captura do radical livre através da equacéo
2 (MOLYNEUX, 2004).

% captura do radical ABTS = Absmax = AbS amostra . 40 Equacéao 2

AbS max

Em que:
Absmsx € a absorbancia do ABTS™ em 734 nm na auséncia de amostra
(controle)
AbSamostra € @ absorbancia do ABTS™ em 734 nm na presenca de amostra

O mesmo procedimento foi realizado utilizando o acido ascoérbico
(concentragdes de 0,0 a 3,5 pg/mL), acido galico (concentragdes de 0,0 a 1,35
pug/mL) e trolox (concentracdes de 0,0 a 9 yg/mL) como substéncias padrao.

4.1.3 Método enzimatico de captura de anion superoxido- Kit SOD Assay
A avaliagdo do potencial antioxidante pelo ensaio de captura dos anions
superoxido (SOD-like activity) foi realizado utilizando o SOD determination Kit
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(Sigma-Aldrich). O ensaio foi realizado em placa de 96 pogos conforme
apresentado na Figura 8.

1 (2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10 |11 |12
A BRANCO 1 S— BRANCO 3 e

B

C

P <& qv ol Jv
E o’ & o° &

- o é& vg“ é&

G

H

Figura 8. Esquema da placa utilizado no ensaio de atividade antioxidante pelo

meétodo de sequestro de anions superoxido.

Inicialmente 20 yL das solugbes de amostras foram adicionadas nos
pocos correspondentes a AMOSTRA e BRANCO 2, sendo que em cada linha a
concentracdo da amostra e do branco 2 eram as mesmas. Nos pocgos
correspondentes ao BRANCO 1 e BRANCO 3 foram adicionados 20 pL de
agua Mili-Q ao invés de amostra. Em seguida, em todos os pogos da placa
foram adicionados 200 pL da solug&o de trabalho do WST-1 (2-(4-iodophenyl)-
3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt). A
mistura foi agitada e, em seguida, adicionados 20 pL de tamp&o de diluigdo nos
pocos correspondentes ao BRANCO 2 e BRANCO 3. Nos pocos
correspondentes ao BRANCO 1 e a AMOSTRA foram adicionados 20 uL de
solugdo de trabalho da enzima (xantina oxidase). A placa foi agitada e
incubada a 37° C durante 20 minutos, em seguida os valores de absorbancia
foram obtidos em espectrofotdmetro de placas a 450 nm. A porcentagem de
captura foi calculada conforme a Equagéao 3.

(Abrancol—-Abranco3)— (Aamostra—Abranco2)

% captura = { }x 100 Equacéo 3

(Abrancol—-Abranco3)

Em que, Abranco1, Abranco2, Abranco3 e Aamostra s&o os valores de
absorbancia dos pocos referentes ao BRANCO 1, BRANCO 2, BRANCO 3
AMOSTRA, respectivamente. A partir dos valores de porcentagem de captura
e concentracdo de cada substancia foram obtidas curvas analiticas para cada

uma das amostras e o valor de CEsp foi calculado. As concentracbes de AC
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testadas variaram de 0,0 — 1,5 yg/mL. O ensaio também foi realizado para os
padrées acido ascorbico (0,0 — 40 yg/mL), acido galico (0,0 — 4,0 yg/mL) e
trolox (0,0 — 100 pyg/mL).

4.1.4 Capacidade de captura sobre o Anion Radical Superéxido

O ensaio foi realizado em 150,0 pL de solucdo tamponante de
pirofosfato de sédio (pH 8,3 — 25 mmol/L), diferentes volumes de amostra para
obter concentrag¢des variadas, 10,0 yL de metassulfato de fenazina (PMS) (372
pmol/L) e 25,0 yL de azul de tetrazolio (NBT) (600 pmol/L). A placa foi
incubada por 2 minutos e, em seguida, foram adicionados 15,0 uL de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) (1560 pmol/L), seguidos de 2
minutos de incubagao. Ao final, foi adicionada agua destilada para completar o
volume para 300,0 uL. As absorbancias foram avaliadas, em espectrofotdmetro
de placas, em 560 nm, para determinagédo da quantidade de formazana gerada,
uma vez que € proporcional a quantidade de anion radical superéxido em
solucao, pois, é a partir da reagao entre o anion radical superéxido e o NBT,
que a formazana é formada (HAZRA et al., 2008; ALVES et al., 2010).

A partir dos valores de absorbancia obtidos foi calculada a porcentagem
de captura do anion superoxido. Uma curva analitica foi obtida e o valor de
CEso, quantidade de substancia necessaria para capturar 50% dos radicais em
solucao, foi determinado para cada substancia avaliada.

Para o AC foram avaliadas concentra¢des de 0,0 a 60 ug/mL. O ensaio
também foi realizado para os padrdes, acido ascorbico (0,0 — 60 pg/mL), acido
galico (0,0 — 41 pg/mL) e trolox (0,0 — 950 pg/mL). Os ensaios foram realizados
em triplicata.

4.1.5 Ensaio do Clareamento (Bleaching) da Crocina

O ensaio do clareamento da crocina foi realizado em tampao fosfato de
sédio (120 mM) pH 7,0 sendo adicionados 24,4 ug/mL de crocina em
dimetilsulféxido (DMSO) e diferentes concentragcées de AC (0,0 a 4,5 pg/mL) e
padrdes, acido ascérbico (0,0 a 0,810 yg/mL), acido galico (0,0 a 4,17 ug/mL) e
trolox (0,0 a 6,26 pg/mL) utilizando agua destilada como solvente. Para o inicio
da reacgao foi adicionada solugdo de AAPH (2,2’-azobis-(2-aminopropano) 12,5
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mM preparada em solugdo tamponante de fosfato de sédio (120 mM) pH 7,0,
sendo o volume final de reacdo de 2,0 mL. A reacdo foi monitorada em
espectrofotometro (OceanOptics USB 4000) em 443 nm, por 10 minutos, em
temperatura de 40 + 2 °C e agitagdo constante, sendo observada velocidade
linear de clareamento da crocina apés 1 minuto da adicdo do AAPH. Foi
verificada a possivel interferéncia das amostras realizando o ensaio na

auséncia de crocina (BORS et al., 1984).

4.1.6 Captura do acido hipocloroso

Para a realizagdo deste ensaio, o agente oxidante acido hipocloroso
(HOCI/OCI) foi preparado a partir da diluigdo do hipoclorito de sédio (NaOCI)
12% em hidréxido de sédio (NaOH) 10 mM, a fim de determinar a concentragcao
do OCI, por espectrofotometria com o uso de seu coeficiente de extingdo molar
(e =350 M'cm™ a 292 nm) (ZGLICZYNSKI et al., 1971).

Em placas de 96 pocgos, foram adicionados 180,0 uL de solugao
tamponante de fosfato de sédio (50 mM) pH 7,4; 40,0 uL de amostra (para o
teste) ou solvente (para o branco) e volume de HOCI para obter concentragéo
de 30 uM no volume final de reacdo. O volume de HOCI foi determinado pelo
calculo do coeficiente de extingdo molar. A placa foi incubada a temperatura
ambiente, 25 + 2 °C, em auséncia de luz por 10 minutos. Em seguida, foram
adicionados 60,0 yL de 3,3',5,5’- tetrametilbenzidina (TMB) (1,4 mM) e a placa
foi incubada, novamente, por 5 minutos. A leitura foi realizada
espectrofotometricamente, em 652 nm.

O ensaio foi realizado para o AC (de 0 a 1,68 ug/mL) e para os padrdes
acido ascorbico (de 0,0 a 4,8 yg/mL), acido galico (de 0,0 a 1,25 yg/mL) e
trolox (de 0,0 a 8 pg/mL). O resultado foi expresso em porcentagem de captura
de HOCI/OCI" e o valor de CEs5 foi calculado a partir da equagéo da reta. O

ensaio foi realizado em triplicata.

4.1.7 Capacidade de captura sobre o H,0;

Para a avaliagdo da capacidade de captura sobre o H,O,, o acido 2-
nitro-5-tiobenzoico (TNB) foi preparado de acordo com Ching e colaboradores
(1994). Apds o preparo, a concentragao da solugado de TNB foi determinada, a
partir do valor de absor¢do da solugdo em 412 nm, utilizando o coeficiente de

(me(//éﬂe Qf'/%/(;y//zmzi j&y/)qy/m/



95

absortividade molar de 13600 M"'cm™, neste comprimento de onda (CHING et
al., 1994).

A solugao estoque de H,O, deve estar a 15 mM para que, ao adicionar
no tubo, sua concentragdo seja de 0,3 mM. Desta forma, foi preparada a partir
da diluicdo da soluggdto a 30% e sua concentracdo foi aferida,
espectrofotometricamente, em 230 nm (¢ =80 M cm™) (BRESTEL, 1985).

O ensaio foi realizado em tampao fosfato (50 mM) pH 7,4 pela adigao da
amostra e 0,3 mM de H,O,, com incubagéo a 37 + 2 °C, por 30 minutos. Em
seguida, foi adicionado TNB (53 puM) e, novamente, houve incubacéo por 1
hora, a 37 + 2 °C. A leitura espectrofotométrica foi realizada em 412 nm.

A partir dos valores de absorbancia, foi calculada a porcentagem de
captura do H,O, através da inibicdo da oxidacdo do TNB com mesma equacéao
utilizada para o calculo da porcentagem de captura para o DPPH’ (Equacéo 1,
item 4.1.1).

O ensaio também foi realizado na presenca de catalase como padrao da
reacado (de 0,0 a 0,8 U/mL), além do acido ascorbico (até 78 pg/mL), acido
galico (até 850 pg/mL), trolox (até 625 pg/mL) e o AC (até 1000 pg/mL). Os

ensaios foram realizados em triplicata para cada uma das substancias.

4.2. Determinagao da atividade antimicrobiana

4.2.1. Preparo do inéculo

Foram utilizados meio de cultura agar TSA, para a manutengcdo dos
microrganismos e o caldo TSB para a execugao dos ensaios. Os meios foram
preparados conforme indicado pelos fabricantes em seus respectivos rétulos,
sendo dissolvidos em agua sob aquecimento e esterilizados em autoclave
(condigdes: 121 °C, 1 atm) durante 15 minutos. Somente para
Propionibacterium acnes foi utilizado caldo reforcado para Clostridium para a
manutengao dos microrganismos e execugado dos ensaios.

Foram utilizadas as cepas padrao: Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Propionibacterium acnes ATCC 2592.

As culturas foram repicadas com alga de platina para caldo TSB e

mantidas para seu desenvolvimento em estufa microbiolégica a temperatura de
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35°C £ 2°C, durante as 24 horas anteriores a realizacdo do experimento.
Padronizou-se o in6culo a 580 nm em espectrofotbmetro, obtendo-se
transmitancia de 25% + 2% (aproximadamente 1,0 x 10°® UFC/mL).
Posteriormente, foi realizada uma diluigdo 1:100 em TSB, obtendo-se uma
suspensdo de 1,0 x 10° UFC/mL, a qual foi utilizada nos ensaios (CLSI, 2006).

A cultura de P. acnes foi repicada com algca de platina para caldo
reforgado para Clostridium e mantida para seu desenvolvimento em camara de
anaerobiose em estufa microbioldgica a temperatura de 35°C + 2°C, durante as
48 horas anteriores a realizagdo do experimento. Padronizou-se o inoculo a
580 nm em espectrofotdbmetro, obtendo-se transmitancia de 25% = 2%
(aproximadamente 1,0 x 108 UFC/mL). Posteriormente, foi realizada uma
diluicdo 4:100 em Caldo Reforgado para Clostridium, obtendo-se uma
suspensao de 4,0 x 10° UFC/mL, a qual foi utilizada nos ensaios.

4.2.2. Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

4.2.2.1. Realizagao do teste

A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (96
orificios) de acordo com a metodologia descrita segundo a norma M7-A6 do
Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006) para bactérias
aerobicas.

Os orificios das microplacas (96 pogos) foram preenchidos com 100 uL
de agua estéril. Em seguida foram acrescentados 100 pL das solugdes de AC e
realizada a diluicdo seriada de 3000 a 1,46 pg/mL. Adicionalmente, foram
distribuidos 100 yL das suspensdes dos microrganismos em cada orificio das
microplacas. Como controles positivos foram utilizados a cefazolina (100
ug/mL) para S. aureus, S. epidermidis e P. acnes e aztreonam (100 pg/mL)
para E. coli e P. aeruginosa. Também foram realizados o controle do meio de

cultura, o controle de crescimento bacteriano e o controle negativo (solventes).
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O esquema do preparo das microplacas pode ser observado na Figura

9.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Controle do meio {agua)| A O O O O O O O O O O O O
Controle cresc. bactenano (hegativo) [ B O O O O O O O O O O O O
Controle solvente |C O O O O O O O O O O O O
Antibidtico (controle positivo) | D O O O O O O O O O O O O
AmostraEOOOOOOOOOOOO
AmostraFOOOOOOOOOOOO
Amosn’aGOOOOOOOOOOOO
AmostraHOOOOOOOOOOOO

Figura 9. Esquema do preparo das microplacas.

As microplacas foram incubadas em estufa a 35°C + 2°C por 24 horas.
Os testes foram realizados em triplicata. Somente a microplaca de P. acnes foi
incubada em camara de anaerobiose em estufa a 35°C £ 2°C por 48 horas.

4.2.2.2. Determinagao da Concentragao Bactericida Minima (CBM)

Com auxilio de hastes de madeira estéreis, a mistura de cada pocgo da
microplaca foi replicada em placa de TSA. As placas foram incubadas a 35°C
por 24 horas. Apos incubagao as placas foram analisadas para a visualizagao

do crescimento das bactérias.

4.2.2.3. Leitura com revelador

Foram realizadas leituras com 30 pL do revelador resazurina (100
pug/mL) que foi adicionado em cada orificio das microplacas nos testes com
bactérias. No decorrer de 2 horas a presenca de cor azul representa auséncia
de crescimento e de cor rosa, presenca de crescimento bacteriano
(PALOMINO et al., 2002).
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4.3. Obtencao das microparticulas por spray drying

Para preparacdo de uma das microparticulas de quitosana,
primeiramente foi preparada uma dispersdo de quitosana peso molecular
médio (Sigma Aldrich®) na concentragdo de 0,5% (m/v) em &cido acético 1%
(v/v); esta solucéo foi diluida em etanol para obter concentracao final de 0,1%
de quitosana. Assim, a esta solugcdo, acrescentou-se uma massa de acido
cafeico, equivalente a 30% do peso seco de quitosana utilizada para preparar a
dispersédo e 0,01% de estearilamina como agente estruturante (BARBASSA,
2014). A solugdo de 0,1% (m/v) de quitosana contendo acido cafeico foi
atomizada em equipamento Mini Spray Dryer Buchi-191 instalado no
Laboratério de Farmacotécnica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP de Araraquara/SP. Os seguintes parametros foram programados no
equipamento: temperatura de entrada de ar 85°C, fluxo da bomba de
alimentacao 30%, aspersor de 0,7 mm, fluxo de ar de atomizagao de 450NL/h,
eficiéncia do aspirador de 90% e temperatura de saida de ar de 65°C
(VENTURA et al., 2008; DESAI & PARK, 2005; SILVA-JUNIOR, 2005). Essas
microparticulas obtidas a partir de uma dispersdo hidroalcodlica foram
denominadas MPI (Figura 10).

Para preparagdo do segundo tipo de microparticulas de quitosana, foi
preparada uma solugédo de quitosana peso molecular médio (Sigma Aldrich®)
na concentragdo de 0,5% (m/v) em acido acético 1% (v/v). A esta solucéo,
acrescentou-se uma massa de acido cafeico, equivalente a 30% do peso seco
de quitosana e 1% de polissorbato 80 para solubilizacdo do AC na dispersao. A
solugédo de 0,5% (m/v) de quitosana contendo acido cafeico foi atomizada em
equipamento Mini Spray Dryer BUCHI-290 localizado no Laboratorio de
Tecnologia Farmacéutica, Universidad de Valencia, Espafia. Os seguintes
parametros foram programados no equipamento: temperatura de entrada de ar
180°C, fluxo da bomba de alimentacdo 10%, aspersor de 0,7 mm, fluxo de ar
de atomizacao de 450 NL/h, eficiéncia do aspirador de 90% e temperatura de
saida de ar de 75°C. Essas microparticulas obtidas a partir de uma dispersao
aquosa foram denominadas MPII (Figura 10).
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Dispersdo de .
Dispersdo de quitodana Mini Spray Temperatura de entrada de ar 85°C,

Quitosana 0,1% + Dryer Buchi- Fluxo da bomba de alimentagdo 30%, M Pl
0,5% estearilamina 191 Aspirador 90%
+AC

Diluigdo em
etanol

RisEEisas Temperatura de entrada de ar 180°C,

Quitosana Mini Spray
0,5%+ Dryer Buchi- Fluxo da bomba de alimentagdo 10%, MPII
POlySir:gte 80 220 ‘ Eficiéncia do aspirador de 90%
J

Figura 10. Fluxograma representativo da obtengao da MPI e MP2.

A secagem desta solugao de ativos + polimeros (1) para a formagao das
microparticulas ocorre quando a dispersdo € bombeada (2) até o aspersor (3),
formando microgotas que serdo automaticamente transferidas para uma
camara de secagem (4), que apresenta uma temperatura superior aquela
necessaria para ebulir o solvente, fazendo-o, portanto, evaporar. As
microparticulas sao transferidas para o ciclone (6) e armazenadas no coletor

(7), como ilustrado pela Figura 11.
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Figura 11. Mini spray dryer Buchi-191 e o esquema do processo de obtencdo
das microparticulas. Solugao atomizada (1); bomba peristéltica (2); aspersor,
formagao das microgotas (3); cAmara de secagem (4); saida de ar (5); ciclone
(6); coletor (7) e aspirador (8).

O rendimento do processo foi calculado levando em conta a massa
tedrica das substancias presentes na solucdo atomizada e a massa coletada

apos o processo de secagem.

4.4 Caracterizagao fisico-quimica das microparticulas
As microparticulas obtidas foram caracterizadas por microscopia
eletrbnica de varredura, espectroscopia na regiao do infravermelho, difragdo de

raios X, termogravimetria e calorimetria exploratéria diferencial.

4.4.1 Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia das microparticulas foi analisada através de
fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura. Aliquotas das
microparticulas foram fixadas sobre fita dupla face de carbono (Figura 12) e

recobertas com wuma fina camada de ouro. As amostras foram
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fotomicrografadas em aumentos variados e feixe de elétrons de 2.0 Kv
utilizando microscopio eletrénico de varredura de alta resolugdo S-4800 (Serial
Number: HI-9269-0009).

Figura 12. Preparagdo das microparticulas para Microscopia Eletrénica de
Varredura de Alta Resolugao.

4.4.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Foram obtidos os espectros de infravermelho do acido cafeico,
quitosana, estearilamina, mistura fisica | e Il e microparticula | e Il. A mistura
fisica foi preparada a partir de pesagem dos componentes de cada
microparticula na propor¢ao 1:1:1 e homogeneizagdo delicada com espatula.
Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em espectrometro de
absorgao na regido do infravermelho médio (Bruker), pertencente ao laboratorio
Multiusuario de Analises Quimicas do Instituto de Quimica da UNESP de
Araraquara. As analises foram realizadas na regido espectral de 4000 a 400

cm™ com resolucgéo de 4 cm™.

4.4.3 Difragao de raios-X

A analise por difracdo de raios X foi realizada em temperatura ambiente
em difratdbmetro de raios X, sob radiagdo monocromatica Cu-Ka (A = 1,5406 A).
Para este ensaio, foram analisadas as amostras: acido cafeico, quitosana,
estearilamina, mistura fisica |, mistura fisica Il e microparticula | e Il. As
amostras foram analisadas com varredura de raios X de angulo aberto 20 entre
4° e 70° e velocidade do gonidmetro de 0,05s.

Esse experimento foi realizado em equipamento multiusuarios de
Difracdo de Raios- X (DRX), marca Siemens modelo D5000, Diffrac Plus XRD
Commander, instalado no Departamento de Fisico-Quimica no Instituto de
Quimica da UNESP de Araraquara.
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4.4.4 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)/ Termogravimetria (TG) e
Termogravimetria derivada (DTG)

Para analise térmica das amostras foram utilizadas as técnicas de
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e termogravimetria/termogravimetria
derivada (TG/DTG).

4.4.4.1 Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

A fim de verificar possiveis alteragdes na temperatura de transicao vitrea
da quitosana apos o processo de obtencdo das microparticulas, foram obtidas
as curvas DSC do ativo puro, da quitosana, das microparticulas de quitosana
contendo acido cafeico e das respectivas misturas fisicas ativo-polimero, na
faixa de 25°C a 300°C, sob atmosfera de N (50mL.min™"), com razdo de
aquecimento de 10°C min™', utilizando cadinhos de aluminio fechados contendo
aproximadamente 5 mg de amostra. A célula de DSC foi calibrada antes dos
experimentos utilizando padrao de indio. A analise de DSC foi realizada em um
aparelno Mettler DSC 1 (Mettler Toledo, Gieben, Suiga) (CHADHA &
BHANDARI, 2014).

4.4.4.2 Termogravimetria/ termogravimetria derivada (TG/DTG).

As curvas TG foram registradas no TA Instruments SDT 2960 (TG-DTA
simultaneo) utilizando atmosfera de nitrogénio com vazdo de 100 mL.min™,
com taxa de aquecimento de 10° C.min™', a massa de amostra pesada foi de 5
mg. O equipamento foi calibrado com as mesmas condi¢des de analise e
utilizando o indio como padrdo. As curvas foram registadas na faixa de
temperatura de 25°C até 800°C.

4.4.5. Determinagao do potencial zeta da dispersao de microparticulas

As microparticulas foram dispersas em agua purificada e analisadas em
triplicata. As medidas do potencial zeta das microparticulas foram
determinadas usando analisador de particulas Malvern Instruments no
Laboratério de Caracterizagdo e analise de superficies, Universidad de
Valencia, Espafa. Foram calculados os valores médios e o0s respectivos
desvios padrdes.
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Além da carga superficial, essa técnica também foi utilizada para avaliar
a distribuicdo de tamanho das microparticulas na disperséo.

4.4.6. Quantificagcao do AC nas microparticulas

Para quantificacdo do teor de AC nas microparticulas foi preparada uma
dispersao de 1% da MPI e da MPIl em solugédo tamponante de fosfato de sddio
pH 5,5 com etanol (50:50), idéntica a utilizada nos estudos de liberagédo e
permeacdo. Em seguida foi tomada uma aliquota de 100 pL dessa disperséo,
na qual foi adicionada 500 pL de solugdo de acido acético 0,1 M para
solubilizacdo da quitosana e 400 pL de etanol para solubilizagdo do AC contido
nas microparticulas.

A concentracdo de AC nas solugbes foi avaliada por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando fase movel
composta por etanol: agua purificada (40: 60, v/v), vazdo 0,7 mL/min e pH da
fase movel de 2,5, coluna RP18 (Symmetry Shield, 4,6 x 2560 mm, 5 pm,
Waters), vaz&o 0,7 mL/min, detecgdo a 325 nm (SPAGNOL et al., 2015).

4.5. Desenvolvimento das formulagdes

4.5.1. Desenvolvimento do sistema emulsionado

Os constituintes das emulsdes propostas para este estudo foram
devidamente pesados em balanc¢a semi-analitica, em béqueres apropriados. As
emulsdes foram preparadas por mistura direta da fase aquosa aquecida a 70-
80°C que foi vertida sobre a fase oleosa a 60-70°C, com agitacéo até completa
homogeneizagado (CORREA, 1997; PRISTA, 2008).

As emulsbes foram armazenadas em frasco opaco de dupla face,
hermeticamente fechados, ao abrigo da luz e do calor.

Inicialmente foi testada a formulacdo E1 apresentada na Tabela 2,
proposta anteriormente por nosso grupo de pesquisa para veicular o acido
cafeico puro, quando ainda n&o disperso em uma matriz polimérica (SPAGNOL
et al., 2017). Em seguida foi substituido o Sodium Polyacrylate (Rapithix® A-
100) pelo Sodium Polyacrylate, Hydrogenated Polydecene, Trideceth-6

(Rapithix® A-60) mantendo a mesma porcentagem de 1,5% na formulagao (E2).
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Posteriormente o Sodium Polyacrylate foi removido da composi¢ao da
formulacdo e diversas emulsdes foram testadas, conforme apresentado na
Tabela 3, variando a composicado de Ceteareth — 20 e Steareth 2.

Em seguida, foi testada uma emulsdo catibnica e outras cinco
formulagbes ndo-ibnicas, variando o sistema tensoativo (Tabela 4).

A quarta etapa do desenvolvimento das emulsdes consistiu de trés
emulsdes, cujas composigdes estdo apresentadas na Tabela 5.

Todas as formulagbes foram submetidas a centrifugacdo de 1800 rpm
por 5 min para avaliagdo de separagao ou nao de fases.

Apods todos os testes, a emulsdo que mais se adequou para a proposta
foi a E17 apresentada na Tabela 6 (SPAGNOL et al., 2018).
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Tabela 2. Composi¢ao percentual e fungdo dos componentes das emulsdes inicialmente propostas.

Matéria-Prima INCI name Funcgao E1 E2
Alcool cetoestearilico Cetearyl Alcohol Agente de consisténcia 4,0 4,0
Monoestearato de glicerila Glyceryl Stearate Agente de consisténcia 1,0 1,0
Estearato de octila Ethylhexyl Stearate Emoliente 1,5 1,5
Alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE  Ceteareth — 20 Tensoativo n&o-ibnico 2,0 2,0
Propilenoglicol Propylene Glycol Umectante e solubilizante 3,0 3,0
EDTA dissddico Disodium EDTA Sequestrante 0,05 0,05
Metilparabeno Methylparaben Conservante antimicrobiano 0,18 0,18
Propilparabeno Propylparaben Conservante antimicrobiano 0,02 0,02
Rapithix A-100 Sodium Polyacrylate Polimero hidrofilico espessante 1,5 -
Rapithix A-60 Sodium Polyacrylate, Hydrogenated Polydecene, Trideceth-6 Polimero hidrofilico espessante - 1,5
Agua q.s.p. Water 100%  100%
Tabela 3. Composigdo percentual e fungdo dos componentes das emulsdes propostas na segunda etapa do desenvolvimento.

Matéria-Prima INCI name Fungao E3 E4 ES E6 E7

Alcool cetoestearilico Cetearyl Alcohol Agente de consisténcia 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0

Monoestearato de glicerila Glyceryl Stearate Agente de consisténcia 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Estearato de octila Ethylhexyl Stearate Emoliente 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5

Alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE ~ Ceteareth — 20 Tensoativo n&o-ibnico 1,0 - 0,5 0,75 0,25

Alcool Estearilico etoxilado 2 OE Steareth 2 Tensoativo n&o-ibnico - 1,0 0,5 0,25 0,75

Glicerina Glycerin Umectante 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

EDTA dissddico Disodium EDTA Sequestrante - 0,05 0,05 0,05 0,05

Metilparabeno Methylparaben Conservante antimicrobiano - 0,18 0,18 0,18 0,18

Propilparabeno Propylparaben Conservante antimicrobiano - 0,02 0,02 0,02 0,02

Agua q.s.p. Water 100% 100% 100% 100% 100%
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Tabela 4. Composicao percentual das emulsbes propostas e funcdo dos componentes na terceira etapa do desenvolvimento.

Matéria-Prima INCI name Funcao E8 E9 E10 E11 E12 E13
Alcool cetoestearilico Cetearyl Alcohol Consisténcia 4.0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Monoestearato de glicerila Glyceryl Stearate Consisténcia 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Estearato de octila Ethylhexyl Stearate Emoliente 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE  Ceteareth — 20 Tensoativo 0,4 1,0 - 0,4 0,6 0,6
Estearamidopropil dimetilamina Stearamidopropyl Dimethylamine Tensoativo 2,5 - - - - -
Alcool cetilico etoxilado e propoxilado PPG-5- Ceteth-20 Tensoativo - - 1,0 - - -
Alcool Estearilico etoxilado 2 OE Steareth- 2 Tensoativo - - - 0,6 0,4 -
Monolaurato de sorbitano etoxilado Polysorbate 60 Tensoativo - - - - - 0,4
Glicerina Glycerin Umectante 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
EDTA dissddico Disodium EDTA Sequestrante 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Fenoxietanol Phenoxyethanol Conservante 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Acido Latico Lactic Acid Neutralizante 0,6 - - - - -
Agua q.s.p. Water 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Tabela 5. Composigdo percentual das emulsées propostas e fungdo dos componentes na quarta etapa do desenvolvimento.

Matéria-Prima INCI name Fungédo E14 E15 E16
Alcool cetoestearilico Cetearyl Alcohol Agente de consisténcia 6,0 4,0 4,0
Monoestearato de glicerila Glyceryl Stearate Agente de consisténcia 3,0 3,0 3,0
Estearato de octila Ethylhexyl Stearate Emoliente 3,0 3,0 -
Alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE Ceteareth — 20 Tensoativo 1,0 1,0 1,0
Estearamidopropil dimetilamina Stearamidopropyl Dimethylamine Tensoativo 2,5 - -
Triglicerideos do acido caprico/caprilico ~ Caprylic/Capric Triglyceride Emoliente - - 3,0
Glicerina Glycerin Umectante 3,0 3,0 3,0
EDTA dissddico Disodium EDTA Sequestrante 0,1 0,1 0,1
Fenoxietanol Phenoxyethanol Conservante antimicrobiano 0,5 0,5 0,5
Acido Latico Lactic Acid Neutralizante 0,6 - -
Agua q.s.p. Water 100% 100% 100%
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Tabela 6. Composicao percentual e fungao dos componentes da emulsao escolhida para prosseguimento dos testes.

Matéria-Prima INCI name Funcao E17
Alcool cetoestearilico Cetearyl Alcohol Agente de consisténcia 6,0
Monoestearato de glicerila Glyceryl Stearate Agente de consisténcia 3,0
Estearato de octila Ethylhexyl Stearate Emoliente 3,0
Alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE ~ Ceteareth — 20 Tensoativo 2,0
Glicerina Glycerin Umectante 3,0
EDTA dissddico Disodium EDTA Sequestrante 0,1
Fenoxietanol Phenoxyethanol Conservante antimicrobiano 0,5
Agua q.s.p. Water 100%
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4.5.2. Desenvolvimento de um sistema em filme

O primeiro Filme manipulado (F1), descrito na Tabela 7, foi patenteado
pelo nosso grupo de pesquisa com a finalidade de incorporar o acido cafeico na
sua forma livre, ndo encapsulado (SPAGNOL et al., 2017b). Tendo em vista a
incompatibilidade dessa formulacdo com os constituintes das microparticulas,
novas formulacdes foram testadas, sendo a F6 a formulagdo escolhida para
incorporagao das microparticulas.
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Tabela 7. Composicao percentual e fungao dos componentes da formulagcdo em filme proposta.

Matéria-prima INCI name Funcao F1 F2 F3 F4 F5 F6

Pullulan® Pullulan Agente filmogeno 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Rapithix A-100 Sodium Polyacrylate Agente geleificante 1,0 i i i i i

Sodium Polyacrylate, Hydrogenated
Rapithix A-60 Agente geleificante

Polydecene, Trideceth-6 - 1,0 - - - -
Hidroxietilcelulose Hydroxyethylcellulose Agente geleificante - - 1,0 1,0 - -
Benzoato de alquila C12-C15 C12-15 Alquilbenzoate Emoliente - - - 1,0 - -
Alcool cetilico etoxilado e propoxilado PPG-5- Ceteth-20 Tensoativo - - - - 1,0 -
Hidroxipropil Metilcelulose Hydroxypropyl Methylcellulose Agente geleificante 1,0
Propilenoglicol Propylene Glycol Umectante/solubilizante 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Dimeticona PEG-12 Dimethicone Emoliente e Umectante 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Fenoxietanol Phenoxyethanol Conservante antimicrobiano 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Agua q.s.p. Water 100% 100% 100% 100% 100% 100%
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4.6. Avaliacao do perfil de liberagao in vitro

4.6.1 Estabilidade do AC na solugao receptora

A estabilidade do AC foi avaliada em trés tipos de solu¢des receptoras,
solugdo tamponante de fosfato de sédio pH 5,5 + etanol (50:50); solug&o
tamponante de fosfato de sodio pH 7,4 + etanol (50:50); agua + etanol (50:50)
ao longo de 336 h a fim de escolher a solugéo receptora mais adequada para
realizagéo dos testes de liberagao in vitro.

As solugdes tamponantes foram preparadas partindo de uma solucéo de
11,879 de fosfato de sddio monobasico (Na;HPO4) em 1000mL de agua miliQ
(solucdo A) e de uma solugdo de 9,073g de fosfato de sddio dibasico
(NaH2PO4) em 1000 mL de agua miliQ (solugédo B). Para o preparo da solugéo
tamponante de fosfato de sddio pH 5,5, tomou-se uma aliquota de 4 mL da
solucdo A e 96 mL da solucdo B. Ja para a solugdo tamponante de fosfato de
sédio pH 7,4 a proporgao foi de 80,3 mL da solugdo A e 19,7 mL da solucéo B.
Em ambos, o ajuste do pH foi realizado, quando necessario, com acido
fosforico ou hidroxido de sddio (MELERO, 2009).

Apoés o preparo das solugdes tamponantes, elas foram acrescidas de
etanol na proporcdo 50:50 e AC (40 ug.mL™). A concentracdo de AC nas
solugdes foi avaliada por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) utilizando fase mdvel composta por etanol: agua purificada (40: 60,
v/v), vazao 0,7 mL/min e pH da fase mével de 2,5, coluna RP18 (Symmetry
Shield, 4,6 x 250 mm, 5 ym, Waters), vazdo 0,7 mL/min, detec¢cdo a 325 nm
(SPAGNOL et al., 2015).

4.6.2. Estudo de liberagao

A avaliagdo da liberagcdo do AC foi efetuada de acordo com metodologia
descrita por Marquele et al. (2006) e OECD (2004). Os ensaios de liberagcéo
foram desenvolvidos utilizando células de Franz com area de difuséo de 1,77
cm? e membrana de celulose (Sigma-Aldrich). Esse ensaio foi realizado no
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, Universidad de Valencia, Espaia.

O compartimento receptor da célula de Franz modificada foi completado

com 12 mL de solugdo tamponante de fosfato de sédio pH 5,5 com etanol
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(50:50). Amostras de 1 mL da dispersédo, emulsdo e filme contendo
microparticulas a 0,5% de AC foram dispostas sobre a membrana. A
solubilidade do ativo na solugdo receptora foi testada para garantir sink
conditions.

Amostras de 200 uL foram coletadas apos 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 24, 26, 28,
30, 32, 48, 50, 52, 54, 56, 72, 74, 76, 78, 80, 96, 98, 100, 102 e 104 horas. O
mesmo volume de solugdo tamponante de fosfato de sodio pH 5,5 com etanol
(50:50) foi substituido na fase receptora ap6s amostragem.

A solugdo receptora foi continuamente agitada a 300 rpm com a
utilizagdo da agitagdo magnética presente nas células de Franz e mantida a 32
1+ 1° C por meio de um banho de aquecimento. A avaliacido da quantidade de
AC liberada da formulagéao foi realizada durante 104 h, aproximadamente cinco
dias.

Os experimentos foram conduzidos em sextuplicata para cada tempo. A
quantificacdo foi realizada em triplicada por CLAE pelo método descrito
anteriormente no item 4.6.1.

A analise dos mecanismos de liberacdo dos ativos foi determinada
através da aplicagcdo grafica de regressdes nao-lineares, baseadas em
modelos matematicos, e da analise estatistica dos resultados, através dos
coeficientes de correlagcdo e determinagdo ajustados, utilizando-se software
grafico (SigmaPlot v12).

4.7. Avaliacao da permeacgao in vitro do AC

Esse ensaio foi realizado no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica,
Universidad de Valencia, Espafa. Os experimentos de permeacédo foram
realizados em amostras de pele humana abdominal, obtidas a partir de
corregdes cirdrgicas mediante aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidad de Valencia, Espaiia sob Protocolo H1462978691586 (Anexo I).

O consentimento foi previamente obtido pelos pacientes. A sua
identidade foi omitida para os investigadores para garantir seu anonimato. O
excesso de gordura e tecidos conjuntivos foram removidos e as amostras
foram armazenadas em congelador a -26°C por menos de trés meses.
Membranas epidérmicas foram preparadas pela técnica heat-separation. Apos
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a pele ser imersa em agua a 60°C durante 90 s, a epiderme foi
cuidadosamente separada da derme subjacente (MELERO et al., 2008).

Os estudos de permeacéo in vitro foram conduzidos usando células de
vidro do tipo Franz com uma area disponivel de difusdo de 1,76 cm? e 12 mL
de volume da célula receptora colocada em aquecimento / médulo de
agitacdo. As pecas de pele foram montadas sobre as células de difusdo com
o lado do estrato cérneo em contato com o compartimento doador e o lado
dérmico no compartimento receptor; elas foram equilibradas durante 1 h, e,
em seguida, as bolhas de ar foram removidas para fora da célula de difuséo.
A fase receptora foi solugdo tampéao fosfato (pH 5,5) com etanol (50:50).
Posteriormente, amostras de 300 mg da emulsédo ou filme foram dispostas
sobre a membrana. A solubilidade do ativo na solucéo receptora foi testada
para garantir sink conditions. Em seguida as células foram cobertas com
parafilme para evitar a evaporagao.

Também foram realizados trés controles em solucdo tamponante de
fosfato de sédio pH 5,5 com etanol (50:50), sendo que o primeiro controle era
apenas com acido cafeico; o segundo utilizou solugdo de acido cafeico e
quitosana; e o terceiro, solugado de acido cafeico, quitosana e polysorbate 80.
Todos os controles continham AC a 5 mg/mL.

As amostras foram retiradas em intervalos especificos de tempo do
compartimento receptor seguida por substituigdo com solug¢ao receptora.

A concentragdo de acido cafeico nas amostras foi determinada por
CLAE pelo método descrito anteriormente no item 4.6.1. Os resultados de
concentracdo de AC permeado versus tempo foram plotados e foram
analisados os parametros: J: Fluxo do permeante através da epiderme; Kp:
coeficiente de permeabilidade; Tl: tempo de laténcia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacgao do potencial antioxidante

Os acidos fendlicos estdo amplamente presentes no reino vegetal. Eles
contém um grupamento organico acido carboxilico e um anel aromatico. Os
acidos fenolicos podem ser classificados em derivados do acido cinamico (ex.
acido p-cumarico, acido ferulico e acido cafeico) e os derivados do acido
benzoico (ex. acido galico, acido hidroxibenzdico e acido salicilico) (LAFAY &
IZQUIERDO, 2008).

Para avaliar a atividade antioxidante do acido cafeico de forma mais
detalhada do que a apresentada pela literatura cientifica, foram selecionados
trés padrbes com atividade antioxidante amplamente conhecida: o acido galico,
um composto fendlico derivado do acido benzoico com potente acao
antioxidante; o acido ascérbico, que é uma vitamina hidrossoluvel muito
empregada em produtos cosmeéticos antioxidantes; e o trolox, derivado
hidrossoluvel da vitamina E, amplamente utilizado em testes como padréo
antioxidante.

A avaliagédo da atividade antioxidante do AC foi realizada empregando
diferentes radicais, sendo o DPPH’, o ABTS™ (radicais modelo) e outras
espécies reativas radicalares e n&o radicalares de ocorréncia em sistemas
bioldgicos.

Recentemente, a industria cosmética e os pesquisadores tém procurado
utilizar experimentos in vitro, em substituicdo a modelos animais, para o
desenvolvimento de testes de eficacia e seguranga de matérias-primas
cosméticas, bem como as formulagdes cosméticas. As questbes éticas
envolvidas para escolha dos testes ainda ndo estdo muito bem definidas e
portanto, cabe ao pesquisador o discernimento sobre a escolha dos testes in

vitro mais adequados.

5.1.1 Capacidade de captura sobre o DPPH’
O 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH’) é um radical livre estavel e
disponivel comercialmente. Quando em sua forma oxidada, este radical

apresenta um elétron desemparelhado no atomo de nitrogénio que esta

@m’ﬁ/&'}m g%//zalef %ﬁqyym/



74

conjugado ao anel aromatico. Desta forma, apresenta coloracdo violeta e é
absorvido em 515 nm (BORGUINI, 2006; CHEN et al., 2016).

Ao entrar em contato com substancias com capacidade antioxidante e
receber um atomo de hidrogénio, o radical DPPH" é reduzido e a conjugacao
entre o atomo de nitrogénio e o anel aromatico € diminuida. Desta forma, a
capacidade de absorcdo em 515 nm também é reduzida, sendo observada,
visualmente, pela mudancga de coloragdo da solucéo, de violeta para amarelo
claro (Figura 13) e verificada pela diminuigdo da absorbancia em 515 nm, em
espectrofotometro (PRIOR et al., 2005; BORGUINI, 2006).
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Figura 13. Esquema representativo da reacdo entre o radical DPPH" e

antioxidantes.
(Fonte: adaptado de Oliveira, 2015)

Desta forma, € possivel afirmar que a redugdo dos valores de
absorbancia das solugdes avaliadas em 515 nm (comprimento de onda de
maxima absorgdo da coloragdo violeta) esta diretamente relacionada ao
aumento da capacidade antioxidante das substancias testadas, pois s&o
capazes de reduzir o radical DPPH" ao doarem um hidrogénio ou elétron ao
radical (PEREZ-GREGORIO et al., 2011).

Além disso, o radical DPPH" pode ser utilizado para avaliagdo do
potencial antioxidante de substéncias hidrossoluveis e lipossoluveis, uma
vantagem que faz deste radical a primeira escolha em testes de triagem (CHEN
et al., 2016).
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As Figuras 14 a 17 apresentam o perfil de captura do radical DPPH’
pelos padrdes trolox, acido galico, acido ascorbico e do ativo em estudo, o AC.
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Figura 14. Perfil de captura do radical DPPH- pelo trolox.
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Figura 15. Perfil de captura do radical DPPH’ pelo acido galico.
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Figura 16. Perfil de captura do radical DPPH’ pelo acido ascérbico.
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Figura 17. Perfil de captura do radical DPPH’ pelo &cido cafeico.

Nas Figuras de 14 a 17 pode-se observar que o AC e os demais analitos
atingiram o CEsy para o DPPH’, cujos valores apresentaram-se entre 0,5 a 5
pug/mL.

A partir das concentragbes de amostras avaliadas, foi possivel obter a
faixa de linearidade, onde ha proporcionalidade entre o aumento da
concentragdo e porcentagem de captura do radical DPPH’. Desta forma, foi
realizada a regresséo linear, para obtengdo da equagédo da reta. Com estas
equagdes, foi possivel calcular a quantidade de amostra necessaria para
capturar (neutralizar) 50% dos radicais presentes em solugdo (CEsp). Os
valores obtidos estdo apresentados na Tabela 8 e mostram que o acido galico
foi o padrdo com atividade antioxidante mais pronunciada. Logo em seguida
veio o acido cafeico, o acido ascorbico e, por fim, o trolox.
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Tabela 8. Valores de CEso para o AC e padrbdes pelo método de captura do
radical DPPH".

Amostra CEso (ug/mL) (média) DPPH’
Trolox 4,10°
Acido ascérbico 2,69°
Acido cafeico 2,39°
Acido galico 0,85¢

a,b,c,d: letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes.

Wang e Yang (2012) encontraram que o AC, acido ascoérbico e BHT,
todos na concentragdo de 20 ug/mL, neutralizaram 92,1%, 93,0% e 37,9% do
radical DPPH’, respectivamente.

Um estudo realizado por Maurya e Devasagayam (2010) revelou um
aumento da absorgdo a 517 nm no ensaio do DPPH’, indicando que a presenca
do grupo -CH=CH-COOH do AC pode ser responsavel por formar complexos
com DPPH" que absorvem nessa regido e aumentam a sua concentragdo
efetiva nos testes.

Tsai et al. (2012) avaliaram a atividade antioxidante de flores de
Echinacea purpurea e encontraram que a capacidade de captura do DPPH’
aumenta proporcionalmente com o aumento da concentracdo dos extratos
hidro alcodlicos. Comparando a capacidade de neutralizagdo do DPPH' pelo
extrato com os padrboes, eles encontraram a ordem decrescente: acido
ascorbico > BHA > extrato da flor > a-tocoferol. A capacidade de captura do
radical pelo extrato de E. purpurea pode ser atribuida a presencga dos derivados
de acido cafeico, especialmente acido ciclico com dois grupos hidroxila
adjacentes ao anel aromatico (PELLATI et al., 2004). A ordem de poténcia dos
derivados de acido contra os radicais DPPH’ foi o seguinte: equinacosido >
acido ciclico > cinarina > acido clorogénico > acido cafeico> acido caftarico.

Outro estudo comparou a atividade antioxidante do AC apenas com o
acido p-cumarico e foi encontrado que o AC apresenta uma capacidade inferior
de captura de radicais DPPH" (MASEK et al., 2016).

O teste DPPH’ é um método confiavel para determinar a capacidade
antioxidante de substancias. A atividade de eliminacdo de radicais DPPH" é
geralmente quantificada em termos de percentagem de neutralizagao do radical
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livre pré-formado por antioxidantes e a CEsy (concentragdo necessaria para
obter um efeito antioxidante a 50%) é um parametro normalmente utilizado
para expressar a capacidade antioxidante e para comparar a atividade de
diferentes compostos. Como consequéncia, a determinacao da CEsp torna-se
bastante problematica dependendo dos modelos de regressdo utilizados.
Assim, um estudo realizado por Chen et al. (2013) empregou seis programas
computacionais e quatro modelos de regressao diferentes para estimar o valor
CEsp, utilizando varios antioxidantes naturais padrdo. Neste estudo, a
abordagem comparativa encontrada entre a poténcia antioxidante dos padrdes
foi: quercetina > acido clorogénico > catequina > acido cafeico > acido
ascorbico > acetilcisteina.

Nenhum dos trabalhos encontrados na literatura apresenta os mesmos
padrbes utilizados neste estudo para realizagdo de uma abordagem
comparativa. No entanto, em todos eles, a atividade antioxidante do AC é
superior a do acido ascérbico perante o DPPH’, assim como foi encontrado nos
resultados desta pesquisa.

Diante de tantos resultados discrepantes e a auséncia de um protocolo
especifico para avaliacdo da atividade antioxidante de amostras, € que se faz
necessaria a utilizacdo de diversos meétodos analiticos empregando uma gama
variada de padrbes para efeito comparativo, de forma a oferecer dados cada

vez mais fidedignos a literatura cientifica.

5.1.2 Capacidade de captura sobre o ABTS™

O ABTS™ foi formado em solugdo aquosa in vitro, a partir do sal de
ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt),
que reage com persulfato de potassio, dando origem ao radical. Este radical é
um cromoforo e apresenta picos de absorgdo em 645 nm, 734 nm e 815 nm,
sendo mais comumente utilizado para sua quantificagdo em 734 nm (PRIOR &
CAO, 1999; RE et al., 1999).

Neste ensaio, o ABTS™ na sua forma oxidada apresenta coloragéo verde
e, apos a adicdo de substancias antioxidantes, se torna incolor na forma

reduzida (Figura 18). Desta maneira, ha maior decréscimo de absorbéncia em
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734 nm e a coloracdo fica mais clara a medida que a concentracdo do

antioxidante aumenta (Figura 19).

% Persulfato de potassio / ” N#

f

1e-

. S ) S F
N /n P >7N /u
= N CaHs Ne CaHs
\c:u—, \E~H—,

Antioxidante \ /

ABTS ABTS+
Radical livre

503 503

Figura 18. Esquema representativo da reagdo entre o radical ABTS™ e

antioxidantes.

Figura 19. Tubos reacionais para obtengdo da curva analitica da capacidade

de captura sobre o ABTS™ do AC em concentragéo de 0 a 2,97ug.mL™".

Com os resultados obtidos, foi possivel construir um grafico da
porcentagem de inibigdo do radical ABTS™ em fungdo da concentragdo do
antioxidante. As Figuras 20 a 23 apresentam o perfil de captura do radical
ABTS™ pelos padrdes trolox, acido galico, acido ascoérbico e do ativo em
estudo, o AC.
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Figura 20. Perfil de captura do ABTS™ pelo trolox.
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Figura 21. Perfil de captura do ABTS™ pelo acido galico.
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Figura 22. Perfil de captura do ABTS™ pelo acido ascorbico.
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Figura 23. Perfil de captura do ABTS™ pelo acido cafeico.
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Os valores em CEsp apresentados nas Figuras 20 a 23 foram elencados
na Tabela 9 e mostram que o acido galico foi o padrdo com atividade
antioxidante mais pronunciada, seguido do acido cafeico, acido ascérbico e por

fim o trolox.

Tabela 9. Valores de CEso para o AC e padrbdes pelo método de captura do
radical ABTS™.

Amostra CEsp (ug/mL) (média) ABTS™
Trolox 3,172
Acido ascorbico 2,28°
Acido cafeico 1,96°
Acido galico 0,67¢

a,b,c,d: letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes

Ambos os métodos (captura do DPPH' e captura do ABTS™) séo
baseados em reacgdes de 6xido-redugao, analisadas espectrofotometricamente,
sendo a principal diferenga entre eles o potencial redox que faz com que a
coloracdo dos radicais seja diferente. Este fato também esta ligado a diferenga
entre as estruturas quimicas (Figura 24) (ALMEIDA et al., 2013).
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DPPH" ABTS*

503

Figura 24. Estrutura quimica do DPPH' e do ABTS™.
(Fonte: ALMEIDA et al., 2013)

Nem sempre os resultados verificados entre os métodos que utilizam
diferentes radicais s&o os mesmos, o que deixa cada vez mais evidente que a
estrutura quimica do radical e da substédncia antioxidante pode estar
diretamente relacionada ao mecanismo de acido antioxidante, devido ao
impedimento estérico que, tanto a estrutura do radical quanto a estrutura da

substancia antioxidante, podem proporcionar facilitando ou dificultando a
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reacao entre eles (PRIOR & CAO, 1999; ARNAO, 2000; OKONOGI et al., 2007;
ALMEIDA et al., 2013).

A carga de cada radical também pode estar relacionada com a
diferenga entre os valores de CEsg para cada um dos ensaios realizados, pois o
DPPH" é uma estrutura eletricamente neutra, enquanto o ABTS™ apresenta
carga positiva podendo facilitar a reacdo com substéncias que tenham
afinidade elétrica pelo radical.

O elétron desemparelhado do ABTS™ estda nas extremidades da
molécula em conjugagcéo com o anel aromatico, sendo possivel observar esta
conjugagdo em ambos os lados da molécula, enquanto, no DPPH’, o elétron
nao pareado esta no atomo de nitrogénio do grupo azo, no centro da molécula,
sendo mais dificil para as moléculas com estruturas quimicas maiores reagirem
com o DPPH do que com o ABTS™, devido ao impedimento estérico
(OKONOGI et al., 2007; ALMEIDA et al., 2013) e, por isso, € esperado que 0s
valores de CEsg obtidos pelo método de captura do DPPH’ sejam maiores do
que os obtidos pelo método de captura do ABTS™, conforme observado nos
ensaios realizados (Tabelas 8 e 9).

5.1.3 Método enzimatico de captura de anion radical superéxido- Kit SOD
Assay

O anion radical superoxido (O2”) é o primeiro radical livre, da sequéncia
das espécies reativas de oxigénio, formado através de processos metabdlicos,
na membrana interna da mitocondria, pela aquisicdo de um elétron e, € a partir
dele, que podem ser geradas outras espécies reativas; por exemplo, por
promover a reducdo de Fe** a Fe?*, através da reacdo de Haber-Weiss,
ocasionam a formacao do radical hidroxila que é mais reativo em relacdo ao
anion radical superéxido (BARREIROS et al., 2006; VALDIVIA et al., 2009).

O aumento de espécies reativas de oxigénio pode promover aumento de
eventos patogénicos a saude humana e animal, pois podem ocasionar danos
celulares e teciduais. Além disso, os danos causados pelo anion radical
superoxido podem estar associados ao aumento de doencgas
neurodegenerativas, canceres e inflamagdes (VALDIVIA et al., 2009).
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O organismo humano contém uma familia de enzimas da qual a
superoxido dismutase (SOD) faz parte. A SOD é responsavel por catalisar a
reacao de conversao do anion superoxido a H,O2 e O,, uma vez que a reagao
de decomposigdo, que ocorre naturalmente, é de segunda ordem e necessita
da colisdo entre duas moléculas do radical. Desta forma, sem a presenca da
SOD é preciso uma maior concentragdo do O, para ocorrer a conversio
espontanea. A SOD atua mesmo em baixas concentracdes, favorecendo a
dismutagao do radical anion superéxido (TAINER et al., 1983; BARREIROS et
al., 2006).

Este teste tem como principio verificar se a substancia avaliada € capaz
de apresentar atividade antioxidante semelhante a enzima superoxido
dismutase (SOD) que transforma o anion radical superoxido em O, e H,0O, que
por sua vez é transformado em O, e agua pela enzima catalase (BARREIROS
et al., 2006; FUKAI & USHIO-FUKAI, 2011; BORTOLINI, 2012; HALLIWELL,
2012), impedindo a agéo do anion radical superdxido, no organismo.

Neste ensaio, a xantina oxidase age sobre a xantina, que transforma o
oxigénio molecular em O;". O radical formado, em meio aquoso, reage com o
sal de tetrazdlio (corante WST-1) formando um cromoforo, a formazana, soluvel
em agua e de cor amarela (Figura 25). Na presenca de AC ou dos padrdes
acido ascorbico, acido galico e trolox é possivel avaliar a capacidade de atuar
como a SOD e assim capturar o radical O,". Desta forma, ndo ocorre a

formagao da formazana, sendo observado um decréscimo na absorbancia.

Xantma
20; WST-1 formazana
aoxidase
H.0, 5
Acido trico 283 WST-1
SOD ou Amostra
02 + H,0,

Figura 25. Representacdo esquematica da reacédo na qual o antioxidante atua
como a SOD.

As Figuras 26 a 29 apresentam o perfil de captura do O, pelos padrdes
trolox, acido galico, acido ascoérbico e do ativo em estudo, o AC.
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Figura 26. Perfil de captura do O, pelo trolox (SOD-like activity).
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Figura 27. Perfil de captura do O, pelo acido galico (SOD-like activity).
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Figura 28. Perfil de captura do O, pelo acido ascérbico (SOD-like activity).
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Figura 29. Perfil de captura do O, pelo acido cafeico (SOD-like activity).
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Pelos valores em CEsp do AC e dos padrdes para a captura do anion
superoxido (Figuras 26 a 29 e Tabela 10), se observa a seguinte ordem
crescente de CEsp (ug/mL): AC < acido galico < acido ascorbico < trolox, o que
representa uma ordem decrescente na eficiéncia para a captura do anion
superoxido. Assim, foi possivel ressaltar que, frente ao radical anion
superoxido, o AC foi o composto que apresentou melhor atividade antioxidante

em comparacao com os padrdes estudados.

Tabela 10. Valores de CEso para o AC e padroes método de captura do Oy~
(SOD-like activity).

Amostra CEsp (ug/mL) (média) SOD
Trolox 46,66°
Acido ascérbico 26,68°
Acido gélico 2,08°
Acido cafeico 0,37¢

Os resultados obtidos foram bastante interessantes, pois o AC foi capaz
de atuar frente a radicais modelo e frente ao anion radical superéxido, que é
um radical endogeno. Além disso, analisando a capacidade de captura do
anion radical superoéxido, o acido cafeico apresentou a menor CE dentre todos
os padrdes, demonstrando atividade antioxidante 26 vezes maior que o acido
ascorbico que € considerado um potente antioxidante, sendo utilizado inclusive

por via oral e topica como tal.

5.1.4 Capacidade de captura sobre o Anion Radical Superéxido

Além do sequestro de O, que avalia a atividade como a SOD, existe
outra metodologia que pode ser empregada com a finalidade de verificar o
sequestro de anion radical superoxido. Neste caso, € verificada a capacidade
da substancia em sequestrar o O,", gerado em solugdo, pela reagcdo entre
metassulfato de fenazina (PMS) e nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
(NADH). Nesta reagdo, o O;” formado reage com o azul de nitrotetrazélio
(NBT) que &, entdo, reduzido, gerando formazana, cuja intensidade da

densidade Optica é proporcional a concentracdo de radical formado. Quando
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uma substancia antioxidante capaz de sequestrar o O,” esta presente na
mistura reacional, a quantidade de formazana formada € menor ou até mesmo
inexistente, pois o O, é sequestrado pela substancia, ndo estando disponivel
para reacao. Desta forma, quanto maior o potencial antioxidante da substancia
avaliada, mais baixa é a intensidade de cor produzida (KAKKAR et al., 1984).

A Figura 30 representa a formagdo do anion radical superdxido e sua

reacdao com o NBT na auséncia e presenca de antioxidante.

-2e-H' -2e-H'
A) NADH - NaD B) NADH | NAD
, ."." ‘.""‘ "n\ .
PMS PMSred PMS PMSred
\ ! 7 : / I‘
ANTIOXIDANTE

o of |\ [/ \v.X

[ < Y [ v b ‘ ‘

L N = Q . A / /

[] 4 ]

Formazana NBT

*PMSred: PMS reduzido

Figura 30. Representagdo esquematica da formagdo do O, in vitro e a reagéo
com NBT na auséncia (A) e presenga de antioxidantes (B).

Neste ensaio, o AC foi testado em concentragcdes crescentes. Para este
teste também foi utilizado o trolox, acido galico e acido ascérbico como
padroes. O perfil de captura do O," para as referidas substancias esta
apresentado nas Figura 31 a Figura 34.
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Figura 33. Perfil de captura do O, pelo acido ascérbico.
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A partir dos resultados obtidos nas Figuras Figura 31 a 79"@ 34 foi
possivel realizar a regressao linear e, com a equacdo que descreve O
comportamento dos pontos experimentais, calcular os valores de CEsp (Tabela
11). As maiores capacidades antioxidante foram: acido galico> AC> acido

ascorbico> trolox.

Tabela 11. Valores de CEso para o AC e padrdes método de captura do O™

Amostra CEsp (ug/mL) (média) Superdxido
Trolox 718,672
Acido ascérbico 43,82°
Acido cafeico 41,11°
Acido galico 26,06 °

Analisando os dados apresentados na Tabela 11 foi possivel verificar
que a quantidade de AC necessaria para capturar 50% dos radicais foi
aproximadamente duas vezes maior que a de acido galico, no entanto, o
potencial antioxidante do AC e acido ascérbico podem ser considerados iguais,
estatisticamente.

Em comparagdo ao trolox, a atividade antioxidante do AC pode ser
considerada aproximadamente 17 vezes maior. Uma possivel explicagao para
a atividade reduzida do trolox em relacdo as demais substancias, € que todos
0s compostos apresentam mais de uma hidroxila, enquanto o trolox apresenta
somente uma (Figura 7), sendo esse grupamento responsavel por conferir
atividade antioxidante. Além disso, o grupamento hidroxila do trolox esta
cercado por duas metoxilas no anel aromatico da molécula, conferindo
impedimento estérico.

Kumaran e Prince (2010) ndo compararam a capacidade de captura do
AC com outros compostos, no entanto observaram que ela & diretamente
proporcional a concentragdo de AC no meio reacional.

Nimse e Pal (2015) realizaram uma revisao bibliografica sobre diversos
radicais livres, antioxidantes naturais e seus mecanismos de agao antioxidante.
Eles relacionaram o sistema PMS/NADH-NBT como adequado para avaliagao

da atividade antioxidante in vitro de compostos e descrevem que podem ser
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usados como controles positivos: acido galico, BHA, trolox, acido ascorbico, a-

tocoferol e curcumina.

5.1.5 Ensaio do Clareamento (Bleaching) da Crocina

As biomembranas, compostas de bicamadas de fosfolipidios, s&o os
principais alvos de ataque dos radicais, sofrem lipoperoxidagdo (LPO), que
uma vez ocorrendo de maneira descontrolada causa perda de sua estrutura e
funcionalidade. Essa LPO, por sua vez, é responsavel pela etiologia de muitas
doencas e por isso, tem-se estimulado estudos que abordem a eficacia e
mecanismos de agdo dos antioxidantes de ocorréncia biolégica (LUCIO et al.,
2009), o que torna importante estudar o AC frente ao radical peroxila (ROO").

Durante o processo de oxidagdo de lipideos, é gerado o ROO’, sendo
este radical também encontrado normalmente em alimentos e amostras
biolégicas. Em fungdo da importancia da lipoperoxidagdo, varios sistemas-
modelo simulam esta reacdo e sdo utilizados para avaliar a capacidade
antioxidante frente a este tipo de atividade oxidativa.

Este ensaio foi inicialmente proposto por BORS et al. (1984) e mostra-se
adequado para avaliar a atividade antioxidante frente ao processo de
lipoperoxidagdo. A capacidade de inibicdo de antioxidantes é medida através
da protecdo do clareamento (bleaching) da solugdo de crocina (Figura 35),
frente a um composto gerador de radicais livres. A crocina € um carotenoide e
pigmento natural derivado da planta Crocus sativus L. Este método foi aplicado
por Tubaro et al. (1998) para analise da capacidade antioxidante de plasma
sanguineo humano, considerando-o adequado para amostras biologicas

constituidas de misturas complexas.

entiobiose .
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(@) e Vo VS T T o
CH CH
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Figura 35. Representacao da estrutura da crocina

Considerando os fatos expostos, o ensaio do clareamento da solugao
crocina é importante para substancias com possivel agdo antioxidante,
principalmente para uso cosmético, uma vez que s&o produtos de uso topico,

portanto aplicados diretamente sobre a pele, tendo contato quase que
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exclusivamente com as células epiteliais como queratindcitos, melandcitos,

dentre outras (Figura 36).

HzMN, JH, HaNy
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HQN,; O0" 4+ crociha ——>  ROOH + crocina®
2
ROO*

Figura 36. Reacgbes envolvidas no clareamento da crocina com a termdlise do
AAPH (adaptado de ASSIS et al., 2015); A, representa um antioxidante

(amostra).

Na presenga de uma molécula antioxidante, essa redugdo da
absorbancia se torna menor e por isso registra-se um novo valor na variagéo
da absorbancia em fungdo do tempo, ou seja, na velocidade de clareamento
(bleaching). Assim, os antioxidantes competem com a crocina pelos radicais
ROQ’; portanto, a inibicdo de sua oxidagcdo depende da capacidade das
amostras na captura das espécies radicalares (Figura 37).

Hyl

Hﬁ\};“—"oo‘ + antioxidante (A) ™ ROOH + A’
2

ROO*

Figura 37. Esquema representativo da reagdo do radical peroxila com a

substancia antioxidante.

Mediante a competicédo cinética, o bleaching da crocina (vo) diminui na
presenca de um antioxidante. O antioxidante compete com a crocina pelo
radical peroxila e uma nova velocidade de bleaching é gerada.

A velocidade de bleaching da crocina (vo) diminui na presenga de um

antioxidante e um novo valor (v) é avaliado através da seguinte relagdo do
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valor de Ka/Kc, calculado a partir da inclinagdo de regressao linear do grafico
vo/v versus [A]J/[C], indica a capacidade relativa de um antioxidante interagir
com o radical peroxila.

Neste ensaio, foi avaliada a velocidade de clareamento da solucédo de
crocina sem adi¢ao de antioxidantes e, posteriormente, com adi¢do de padrdes
antioxidantes, acido ascorbico, acido galico e trolox e, da amostra, AC, em
diferentes concentracoes.

A capacidade de inibir o clareamento da crocina pelas amostras testadas
esta apresentada nas Figuras 38 a 41. Os graficos representam a queda de
absorbancia, a 443 nm, da crocina, na auséncia (vo) e presenca (v) de amostra
(umol/L), em fungdo do tempo, onde [crocina] representa a concentragcéo de
crocina utilizada, que foi constante (24,4 ug/mL). As concentragbes de acido
ascorbico, acido galico, trolox e AC foram variadas de acordo com a descrigéo

no grafico inset das Figuras 38 a 41.
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Figura 38. Representacdo entre as razdes das velocidades e das
concentracbes, no ensaio de clareamento da crocina com Trolox. vy,
velocidade na auséncia de Trolox; v, velocidade na presencga de Trolox.
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Figura 39. Representacdo entre as razdes das velocidades e das
concentragbes, no ensaio de clareamento da crocina com acido galico. v,
velocidade na auséncia de acido galico; v, velocidade na presenga de acido
galico.
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Figura 40. Representacdo entre as razbes das velocidades e das
concentracdes, no ensaio de clareamento da crocina com acido ascérbico. vy,
velocidade na auséncia de acido ascérbico; v, velocidade na presenca de acido
ascorbico.
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Figura 41. Representacdo entre as razbes das velocidades e das
concentragdes, no ensaio de clareamento da crocina com AC. vy, velocidade
em auséncia de AC; v, velocidade na presencga de AC.

A partir dos graficos de Vy/V versus [Antioxidante]/[Crocina] (Figuras 38
a 41) foi possivel realizar a regressao linear e, de acordo com o coeficiente
angular observado, determinar a eficiéncia antioxidante das substancias
analisadas, sendo que, quanto maior o coeficiente angular, maior a atividade
antioxidante da substéncia (Tabela 12) (ASSIS et al., 2015).

Ao compararmos os resultados, os valores de inclinagdo do AC com os
demais padrdes, considerando a ordem de eficiéncia, as maiores capacidades

antioxidantes foram: acido ascorbico > AC > acido galico > trolox.

Tabela 12. Equagéo da reta e valores de CEsp para o AC e os padrdes pelo

método de clareamento da crocina.

Amostra Equacéo da reta CEso (pg/mL) (média) crocina
Trolox y=1+8,18 x 2,782
Acido galico y=1+1453x 1,86°
Acido cafeico y=1+1817x 1,64°
Acido ascérbico y=1+77,26x 0,43°

%\d/’(?/é'llﬁ Sﬂﬂ:ﬁﬂdﬂ/ %ﬁqynﬁ/



98

Analisando a Tabela 12 é possivel observar que o trolox apresenta
menor inclinacdo em relagdo aos padrdes indicando que apresenta menor
atividade antioxidante dentre os padrées. O AC teve comportamento
estatisticamente igual ao acido galico.

Pelos valores de CEsp obtidos foi verificado que o acido ascorbico
apresenta maior potencial antioxidante neste ensaio, sendo, portanto, o que
apresenta maior interagcdo com o radical ROQ’, possuindo atividade
aproximadamente quatro vezes mais potente do que o AC e o acido galico,
enquanto que em relagdo ao trolox apresenta atividade antioxidante
aproximadamente seis vezes maior. Através da inclinagdo da reta também é
possivel classificar a acao antioxidante do AC em relagao aos padrdes através
do calculo da Equacgao 4 e, quanto mais proximos de 1,00, maior é o grau de
equivaléncia (Tabela 13) (ASSIS et al., 2015).

Numero de equivalentes= aac X 1/ Oreferencia (Equacéo 4)
Em que:
aac: coeficiente angular da curva analitica do AC.
oueferencia:  COeficiente angular da curva analitica da substancia referéncia

utilizada.

Tabela 13. Comparacgédo entre as capacidades de captura do radical ROO" do
AC em equivalentes aos padrdes.

Padroées ou Equivalentes ao Equivalentes ao Equivalentes ao
Amostra acido ascoérbico* acido galico* trolox*

Acido ascérbico 1,00

Acido galico 1,00

Trolox 1,00

AC 0,24 1,27 2,26

*A equivaléncia foi obtida pelo quociente entre o coeficiente angular (Tabela 12) (ka/kc)
(AC/padrao).

A partir dos resultados, foi verificado que o AC, apesar de apresentar um
valor menor de CEsp que o acido ascérbico, € capaz de interagir com o radical

peroxila, indisponibilizando-o para atacar a estrutura da crocina. Desta forma, &
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possivel afirmar que o AC tem a capacidade de evitar ou diminuir a
lipoperoxidagdo das membranas celulares, sendo importante o seu uso, para
minimizar os efeitos ocasionados devido a este processo. Portanto, pode ser
sugerido como um ativo cosmético protetor frente ao ataque a membrana

celular.

5.1.6 Captura do acido hipocloroso

O acido hipocloroso (HOCI) n&o apresenta uma via de degradacéo
catalitica diferentemente do radical anion superoxido e do perdéxido de
hidrogénio, que s&o degradados por via catalitica atravées da SOD e da
catalase, respectivamente. Desta forma, a presenga do HOCI no organismo
pode ser prejudicial, uma vez que, além de agao bactericida, pode atacar,
também, o tecido de mamiferos (EATON, 1991; LAPENNA & CUCCURULLO,
1996).

Apesar de ser uma espécie reativa nao radicalar, € um potente oxidante.
Apresenta forte atividade antimicrobiana e, devido a sua reatividade elevada e
a sua propensdo a permear membranas, pode oxidar uma grande variedade de
biomoléculas, ocasionando danos celulares (CHING et al., 1994; WHITEMAN
et al., 2005; BARREIROS et al., 2006).

Neste ensaio, foi utilizado o 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina (TMB), que é
oxidado pelo HOCI gerando um cromdéforo azul, com maximo de absorgdo em
652 nm. Na presenga de substancias antioxidantes, capazes de interagir com o
HOCI, o cromoforo ndo € formado. Este método € bastante sensivel para
determinar a capacidade de captura do HOCI/OCI" pela amostra (Figura 42)
(CHING et al., 1994; ASSIS et al., 2015).
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Figura 42. Representagdo esquematica da reagcdo de oxidagdo do TMB e da
captura de HOCI/OCI por um antioxidante.

Para determinar a atividade antioxidante do AC, neste ensaio também se
utilizou como padrdes o trolox, o acido galico e o acido ascorbico. O perfil de

captura do HOCI/OCI" pelas referidas substancias esta apresentado nas
Figuras 43 a 46.
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Figura 43. Perfil de captura do HOCI/OCI pelo trolox.
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Figura 44. Perfil de captura do HOCI/OCI pelo acido galico.
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Figura 45. Perfil de captura do HOCI/OCI &cido ascorbico.
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Figura 46. Perfil de captura do HOCI/OCI pelo AC.

A partir das concentragbes avaliadas para construgdo dos graficos
apresentados nas Figuras 43 a 46 foi possivel a realizagdo da regresséo linear
e, com as equacdes das retas obtidas, calcular os valores de CEs5y para os
padrées e AC (Tabela 14). Enumerados em ordem para o CEsp, foram mais

efetivos como antioxidantes: acido galico > AC > acido ascoérbico > trolox.

Tabela 14. Valores de CEsp para o AC e padrdes pelo método de captura do
HOCI/OCI.

Amostra CEso (Hg/mL) (média) HOCI/OCT
Trolox 2,56°
Acido ascorbico 2,542
Acido cafeico 0,84°
Acido gélico 0,76°

a, b, c: letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes.
O valor de CEsp obtido para o AC foi aproximadamente trés vezes menor
que o necessario de acido ascoérbico e trolox para obtencdo da mesma

atividade. Este fato é bastante interessante, visto que a quantidade de AC
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necessaria € uma das menores quando comparada aos demais radicais livres
utilizados neste estudo. Além disso, o HOCI/OCI- ndo apresenta uma via
catalitica de degradagdo sendo extremamente importante a acdo de
antioxidantes exdgenos para sua eliminagéo.

Analisando a Tabela 14 é possivel observar que as concentracdes de
AC e de acido galico necessarias para inibir 50% dos radicais sdo bem
proximas. Além disso, o HOCI/OCI" é gerado em resposta a processos
inflamatorios e séo liberados pelos fagossomos como sistema de defesa contra
microrganismos. E de extrema importancia que este radical seja sequestrado,
pois, se estiver em excesso, pode extravasar para os tecidos, causando danos
teciduais e, também, pode reagir dando origem a outros radicais como hidroxila
e oxigénio singlete (BARREIROS et al., 2006; DE PINHO et al., 2010).

Por estes motivos, a capacidade do AC em sequestrar os radicais
HOCI/OCI" é extremamente importante, visto que, além de atuar como um
potente antioxidante prevenindo o envelhecimento cutaneo, atua como
sequestrante de HOCI/OCI", minimizando os danos teciduais, ocasionados por

processos inflamatorios e ataques de microrganismos.

5.1.7 Capacidade de captura sobre o H,0;

O peroxido de hidrogénio, apesar de n&o apresentar elétrons livres, o
que caracteriza um radical livre, é precursor de um elevado numero de
espécies reativas de oxigénio, além de ser capaz de transpor membranas e
assim gerar os radicais no interior das células (BARREIROS et al., 2006). Por
esse motivo, é importante a avaliacdo da captura de H;O, por substancias
antioxidantes.

Neste ensaio, a capacidade de captura do H,O, foi avaliada utilizando o
acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) que, na presenga de H>O,, é oxidado a acido
5-5’-ditio-2-nitrobenzoico (DTNB), ocasionando a diminuicdo da absorbancia
em 412 nm. Com a adi¢gdo de substancias com capacidade antioxidante que
capturem o H20,, ndo havera sua disponibilidade para provocar a oxidacado do
TNB e, portanto, ndo sera observado o decréscimo de absorgao (Figura 47)
(CHING et al., 1994).
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Figura 47. Representacdo esquematica da reacédo entre H,O, e TNB e da
captura do H>O, por substancias antioxidantes.

A atividade sobre a captura de H,O, foi avaliada utilizando a catalase, o
acido ascérbico, o acido galico e trolox como padrbes, uma vez que a catalase
€ a enzima presente na via catalitica de degradagao de peroxido enddgeno,
além do AC.

Nesses ensaios a maioria das amostras ndo atingiram a CEso nas
concentragbes utilizadas, e somente o acido ascorbico e a catalase
conseguiram atingi-la. O perfil de captura do H2O; pelas referidas substancias
esta apresentado nas Figuras 48 e 49.
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Figura 48. Perfil de Captura (CEso, pmol/L) do H,O- pelo acido ascorbico.
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Figura 49. Perfil de Captura do H20, (CEso pmol/L) pela catalase.
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A partir dos graficos apresentados nas Figuras 48 e 49, foi calculado o
valor de CEso (Tabela 15) para a catalase e acido ascorbico, utilizando a porgéao
linear da curva para o calculo. A ordem crescente da CEs foi catalase < acido
ascorbico, o que representa uma ordem decrescente na eficiéncia da captura
do HyO,. Como pode ser observado nas Figuras 48 e 49, a quantidade
necessaria para atingir a inibigdo de 50 % dos analitos foi muito superior para o

acido ascorbico em relagao a CEsg da catalase.

Tabela 15. Valores de CEso para os padrbes pelo método de captura de H202.

Amostra CEso (média) H20,
Acido ascadrbico 56,23 pg/mL
Catalase 0,46 U/mL

Para o acido galico, trolox e AC, as concentragdes maximas testadas
foram de 850 pg/mL, 625 yg/mL e 2600 pg/mL, respectivamente. Até estas
concentragdes, nao foi verificada atividade de captura do H202, sendo estes
valores muito superiores aos CEso obtidos para outros ensaios, podendo inferir
que estas substancias e o AC ndo podem ser considerados antioxidantes
contra o peroxido de hidrogénio.

5.1.8. Analise comparativa entre os testes

A Tabela 16 mostra os valores de concentragdo de trolox, acido galico,
acido ascorbico e acido cafeico necessarios para 50% de captura dos radicais
(CEsp, pg/mL).

Tabela 16. Atividades de eliminagdo de EROs pelo trolox, acido galico, acido
ascorbico e acido cafeico expressos como concentracdo necessaria para 50%
de captura (CEso, pg/mL).

DPPH" ABTS™ SOD O,” CROCINA HOCIOCIT H,0,
Trolox 4,10 3,17 46,66 718,67 2,78 2,56 )
Acido galico 0,85 0,67 2,08 26,06 1,86 0,76
Acido ascérbico 2,69 2,28 26,68 43,82 0,43 2,54 56,23
Acido cafeico 2,39 1,96 0,37 41,11 1,64 0,84 )
Catalase - - - - - - 0,46

Valores em pg/mL de CEsp; * Nenhum efeito na concentragéo utilizada; **O método foi validado

pela reagcao de H,O, com catalase.
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Como pode ser observado, os valores de atividade antioxidante do acido
cafeico sdo muito proximos dos padrdes em todos os testes. Além disso, o AC
apresentou atividade antioxidante maior que o acido ascérbico e trolox, e tem a
vantagem de ser mais estavel que o acido ascoérbico e ser extraido de fontes
naturais quando comparado ao trolox, que € um antioxidante sintético soluvel
em agua derivado da vitamina E. Finalmente, o AC mostrou atividade
antioxidante pronunciada em relagdo aos demais padroes no método
enzimatico de captura de anions superoxido.

Os grupos hidroxilo destas moléculas conferem atividade antioxidante
(GRAF, 1992). O acido cafeico tem apenas dois grupos hidroxilo ligados ao
anel aromatico, indicando que a presenga de um terceiro grupo hidroxilo no
acido galico aumenta a atividade antioxidante devido a estabilizagdo por uma
ressonancia adicional (GRAF, 1992; BRAND-WILLAMS, 1995; CUVELIER,
1996). Isso pode ser usado para explicar o fato de que a eficacia de
antioxidantes como o acido galico € maior que a do acido cafeico.

Estudos anteriores realizados por outros grupos de pesquisa foram
condizentes com os resultados encontrados neste trabalho e demonstraram
que a atividade antioxidante do acido cafeico é superior a outras substancias
testadas. Saleem e colaboradores (2004) relataram elevada atividade inibitéria
do acido cafeico contra os radicais DPPH" e superéxido quando comparados a
vitamina C, vitamina E e quercetina.

Roby e colaboradores (2013) realizaram a avaliagcdo da atividade
antioxidante, fendis totais e fendlicos nos extratos de tomilho (Thymus vulgaris
L.), salvia (Salvia officinalis L.) e manjerona (Origanum majorana L.) e neste
estudo o extrato metandlico mostrou a presenca de: acido rosmarinico,
rosmarenato de metilo, acido cafeico, acido cinamico, acido clorogénico e acido
quinico como acidos fendlicos, além de acido ferulico, apigenina, luteolina e
quercetina. Os resultados demonstraram que o extrato metandlico do tomilho
possuia a melhor atividade antioxidante, que era melhor do que as de outras
plantas, a-tocoferol e BHA.

Dois derivados de quitosana soluveis em agua foram sintetizados por
insercao de acido cafeico (AC) e acido ferulico (AF) sobre a quitosana através
de um método mediado por radicais livres. Foram determinadas a

caracterizagao estrutural, atividade antioxidante in vitro e in vivo dos derivados
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de quitosana. Quando estes dois acidos fendlicos foram introduzidos nas
cadeias de quitosana, os seus grupos hidroxilo n&o foram destruidos. Portanto,
a atividade antioxidante dos derivados de quitosana foi aumentada devido a
insercao dos grupos de hidroxila do AC e AF (LIU, 2014).

Muitos estudos mostraram que o AC possui propriedades anti-
inflamatorias, antimutagénicas, antibacterianas e anticarcinogénicas, que
podem estar ligadas a sua atividade antioxidante. Genaro-Mattos e
colaboradores (2015) investigaram o mecanismo antioxidante quimico do AC e
provaram que ele atuou tanto como quelante de metal quanto como doador de

hidrogénio, impedindo a agao deletéria promovida pelos radicais livres.

5.2. Determinacgao da atividade antimicrobiana

A determinagédo da atividade antimicrobiana do AC foi realizada tendo
em vista que existe um grande numero de microrganismos existentes e a
pesquisa por novos agentes antimicrobianos visa auxiliar no tratamento de
infeccdes e prevenir a resisténcia bacteriana (HOEFEL & LAUTERT, 2006).

Assim, uma pesquisa detalhada sobre sua atividade antimicrobiana é
interessante para que o AC possa ser usado com seguranga em produtos
farmacéuticos e cosmeéticos, seja como substéncia ativa ou como conservante
de formulagdes.

A menor concentragdo de AC que inibe o crescimento de
microrganismos, também chamada de concentrag&o inibitéria minima (CIM) foi
determinada pela técnica de diluigdo em microplacas (96 orificios) e a atividade
do AC foi testada frente as bactérias S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P.
aeruginosa e P. acnes.

Para determinac&o da CIM, a rezasurina foi o composto escolhido como
revelador ja que se trata de um corante O6xido-redutor que em sua forma
oxidada, apresenta-se como um composto de cor azul. Ao ser reduzido é

convertido em resorufina um composto cor-de-rosa (Figura 50).
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Figura 50. Reagao de redugéo da resazurina.

A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona10-6xido) é considerada o
indicador mais utilizado em condi¢des de reducdo em meios de cultura
(FUKUSHIMA et al., 2003). A resazurina tem uma correlagdo direta com a
quantidade/proliferagdo de organismos vivos, que incluem células bacterianas
e até células de mamiferos (O’BRIEN et al., 2000).

A resazurina, ao ser incorporada pelas células vivas, atua como um
aceptor de elétrons da cadeia respiratoria mitocondrial, ao nivel do complexo
IV. Como resultado, este composto pode ser reduzido intracelularmente, na
presencga de enzimas mitocondriais, as chamadas desidrogenases, que séo as
responsaveis por criar um ambiente redutor e, portanto, mediar a conversio da
cor azul para rosa. Assim sendo, a determinacdo da redugdo do composto
permite avaliar a variacdo na atividade metabdlica das células, bem como a
variagao da proliferacéo celular.

A escolha da resazurina para realizagao da leitura, em detrimento a
outros reveladores se deve ao fato de que a redutase feita com este composto
fornece ao analista, resultados em prazo menor de tempo, se tratando de uma
vantagem quando se compara por exemplo ao revelador azul de metileno que
leva cerca de 7 horas, para obtencdo dos mesmos resultados. A resazurina
também apresenta maior sensibilidade a microrganismos pouco redutores, o
que viabiliza o seu uso com uma maior gama de microrganismos, além de
oferecer maior facilidade na verificagdo do resultado, pois a mudanca de
coloragdo da resazurina € bem evidente e ainda pelo fato da leitura com o uso
deste revelador ser de facil execugéo.

As concentracbes testadas de AC variaram de 3000 a 1,46 pg/mL,
sendo as concentracdes em cada pogo apresentadas na Tabela 17.
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Tabela 17. Concentragdo AC nos pogos.

N° poco Concentragao de AC (ug/mL)
1 3000,00
2 1500,00
3 750,00
4 375,00
5 187,50
6 93,75
7 46,87
8 23,44
9 11,71

10 5,85
11 2,92
12 1,46

O screening realizado traz como resultados as concentragdes inibitérias
minimas (CIM) e concentragdes bactericidas minimas (CBM) de AC

necessarias para provocar inibigdo do crescimento ou morte celular,
respectivamente (Figura 51).
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Figura 51. Teste da Concentracao Inibitéria Minima e teste da Concentragao
Bactericida Minima no subcultivo em placas de agar do AC frente ao S. aureus
(a, b); S. epidermidis (c, d); E. coli (e, f); P. aeruginosa (g, h).
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Para S. aureus houve crescimento microbiano a partir do quarto poco,
indicando que a CIM do AC frente a este microrganismo é 750 ug/mL (Figura
51a), o mesmo valor foi constatado para a CBM (Figura 51b), ja que apos o
subcultivo, essa foi a menor concentracdo que nao apresentou crescimento.

Ja para S. epidermidis houve crescimento microbiano a partir do quarto
poco, indicando que a CIM do AC frente a esse microrganismo € de 375 ug/mL
(Figura 51c). No subcultivo, ndo houve crescimento microbiano até o terceiro
poco indicando que a CBM é de 750 ug/mL (Figura 51d).

Para E. coli houve crescimento microbiano a partir do terceiro poco,
indicando que a CIM do AC frente a esse microrganismo € de 750 pg/mL
(Figura 51e). Como nao houve crescimento microbiano até o segundo pogo
apo6s o subcultivo, isso indica que a CBM é de 1500 pug/mL (Figura 51f).

Para P. aeruginosa, o crescimento microbiano apresentou-se inibido até
o quarto pogo indicando que a CIM do AC frente a esse microrganismo é de
375 ug/mL (Figura 51g). J& a menor concentragdo que nao apresentou
crescimento apos o subcultivo foi a do segundo pogo, isso significa que a CBM
é igual a 1500 yg/mL para a P. aeruginosa (Figura 51h).

Por fim, para P. acnes foi encontrado inibicdo do crescimento microbiano
até o quarto pogo, indicando que a CIM apresenta o valor de 375 pg/mL (Figura
52). Ja a CBM néo pode ser definida neste caso, uma vez que nao é possivel
realizar o replagueamento, pois este microrganismo nao apresenta crescimento

representativo em meio sélido.

Figura 52. Teste da Concentracao Inibitéria Minima do AC frente a P. acnes.

Os controles dos farmacos utilizados foram o aztreonam e a cefazolina,

conforme descrito no preparo do antimicrobiano e estes agentes foram capazes
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de inibir o crescimento dos diferentes microrganismos em concentragdes
menores que 25 pyg/mL.

Em todos os experimentos os controles positivos, do meio, do
crescimento microbiano e dos solventes com e sem o in6culo foram
adequados.

A Tabela 18 apresenta os resultados de Concentragao Inibitéria Minima
(CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) do AC frente todas as

bactérias estudadas.

Tabela 18. Atividade antimicrobiana do acido cafeico frente as bactérias

estudadas.

CIM (ug/mL) CBM (ng/mL)

S. aureus 750 750
S. epidermidis 375 750
E. coli 750 1500
P. aeruginosa 375 1500
P. acnes 375 -

Estudos realizados por Canillac et al. (2004) e Vieira et al. (2010)
relataram que as bactérias Gram positivas apresentam sensibilidade mais
elevada do que as bactérias Gram negativas para varios polifendis. Esta maior
resisténcia pode ser explicada baseando-se na diferente composi¢cdo da
membrana de parede celular de cada microrganismo, ja que de acordo com
Tortora et al. (2017), a parede celular das bactérias Gram negativas atua como
uma barreira para uma série de substancias, incluindo antibioticos, o que
segue em acordo com os resultados obtidos, uma vez que S. aureus e S.
epidermides sao Gram positivas e apresentaram-se mais sensiveis do que E.
coli e P. aeruginosa, que s&do Gram negativas e foram mais resistentes, ja que
precisaram de uma concentragdo maior de AC para morrerem.

As bactérias Gram negativas sado rodeadas por uma parede celular de
peptidoglicano fina, que por sua vez € cercada por uma membrana exterior
contendo lipopolissacarideo. As bactérias Gram positivas ndo possuem uma
membrana externa, mas sdo rodeadas por camadas de peptidoglicano mais

@m’ﬁ/&'}m g%//zalef %ﬁqyym/



114

espessas e através dessas camadas de peptidoglicano estdo polimeros
aniénicos longos, chamados acidos teicoicos (Tortora et al., 2017).

Além disso, a parede células das Gram negativas apresentam um
mecanismo de exclusdo de moléculas toxicas, os canais porina e bombas de
efluxo, que podem impedir a entrada de produtos quimicos nocivos e
antibiéticos. Como exemplo, E. coli e outras bactérias entéricas tem um
envelope celular que é particularmente eficaz na exclusdo de detergentes tais
como sais biliares e também apresentam uma camada de estabilizacao
adicional em torno delas, ja que a malha de peptideoglicano que envolve as
células Gram negativas é relativamente fina (Vieira et al., 2010).

Sendo assim, as distincbes entre as estruturas de parede das duas
classes de microrganismos, sdo capazes de justificar as diferentes
concentracgdes inibitorias e bactericidas de AC encontradas frente as culturas
testadas.

O AC demonstra-se promissor para uso considerando os valores
encontrados pelas técnicas de diluicdo em microplaca e replagueamento e
assim pode-se reforgar cientificamente sua indicagdo popular, principalmente
em agdo sinérgica com outros antibidticos, de modo a atender a crescente
demanda por agentes antimicrobianos que substituam ou reduzam as
concentragbes de antimicrobianos classicos e desta forma da abertura a

futuros estudos, inclusive contra fungos, para um uso mais seguro e eficaz.

5.3 Obtencao das microparticulas por spray drying

Existem varios métodos de microencapsulagdo, neste trabalho as
microparticulas foram obtidas por secagem por atomizagéo (spray drying). A
producdo de microparticulas por spray drying dispensa lavagens para isolar as
microparticulas ou eliminar residuos de solventes, além de permitir a utilizagao
de uma variedade de polimeros e farmacos tanto hidrofilicos quanto lipofilicos
(SILVA et al., 2003).

A obtengao de microparticulas esféricas de quitosana pelo método spray
drying € um desafio (VEHRING et al.,, 2007; SELOMULVA et al., 2011).
Algumas alteragdes podem ser formadas nas microparticulas devido a rapida
evaporagdo da agua em temperaturas elevadas ou ao cisalhamento das
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goticulas gerado durante o processo de secagem por spray drying (ALPAR et
al., 2005; VENTURA et al.,, 2008; REYNAUD et al., 2011). Por isso, séo
necessarios os estudos de caracterizagédo para verificar a morfologia, tamanho
e superficie das microparticulas, a fim de confirmar se as condi¢cdes utilizadas
no meétodo sdo propicias para producdo de microparticulas com estrutura
adequada para liberagao controlada de ativos.

O formato das microparticulas produzidas pode ser influenciado por
diversos fatores, tanto os parametros de secagem (temperatura, pressao, taxa
de alimentacdo, tipo de atomizador, potencia do aspirador), quanto as
formulagbes das suspensdes (efeito de adicdo de ligante, tipo de dispersante,
propor¢gao dos componentes, etc) (DUFFIE & MARSHALL, 1953; DUFFIE &
MARSHALL, 1958; BERTRAND et al., 2003; KIM & JUNG, 2007).

As microparticulas obtidas foram retiradas do coletor do spray dryer,
armazenadas em frascos de vidro e guardadas em dessecador para realizag&o

da caracterizagao fisico-quimica e outros estudos propostos (Figura 53).

Figura 53. Obtenc&o de microparticulas por spray drying.

Conforme descrito no item 4.3, foram produzidos dois tipos de
microparticulas. As MPI foram produzidas a partir de uma dispersao
hidroalcodlica no Mini Spray Dryer Buchi-191 e as MPII foram obtidas a partir
de uma dispers&o aquosa atomizada no Mini Spray Dryer Buchi-290.

A diferenga entre o Mini Spray Dryer Buchi-191 e o Mini Spray Dryer
Buchi-290 é que o primeiro € combinado com o Inert Loop B-295, sistema que

trabalha em condigdes inertes e permite atomizar solventes organicos sem
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risco de explosdo. Por esse motivo € que foi utilizado etanol para solubilizag&o
da quitosana na MPI. Ja a MPII, atomizada no Mini Spray Dryer BUCHI-290,
foi acrescida de Polisorbate 80 para solubilizagao do AC.

Para o calculo do rendimento do processo foram inseridos 500 mL de
solugédo no Mini Spray Dryer BUCHI-191, contendo 0,5 g de quitosana, 0,15 g
de AC, 0,05 g de estearilamina, totalizando uma massa teorica de 0,7 g em
peso seco. A massa de microparticulas recuperadas no ciclone e no coletor do
spray dryer apos a passagem de toda solugao foi de 0,45 g, o que corresponde
a um rendimento de producao das MPI de 65% e perda de 35%.

Passando 100 mL de solug&o no Mini Spray Dryer Buchi-290, contendo
0,5 g de quitosana, 1 g de Polisorbate 80 e 0,15g de AC, esperava-se uma
massa teorica de 1,65 g e a massa experimental coletada foi de 1,14g, o que
corresponde a um rendimento de 69,33% e perda de 30,67 %.

5.4. Caracterizagao das microparticulas

5.4.1 Microscopia eletrénica de varredura

A Figura 54 apresenta as fotomicrografias das MPI, obtidas a partir de
uma dispersao hidroalcoodlica e a Figura 55 apresenta as MPII, obtidas a partir
de uma dispersao aquosa. Ambas exibiram microestruturas de 1 a 5 ym de

didmetro.
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Figura 54. Fotomicrografias das MPI (aumentos: 10.000x, 18.000x, 20.000x e
25.000x).
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Figura 55. Fotomicrografias das MPIl (aumentos: 2.000x, 2.000x, 20.000x e
25.000x).
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As MP oriundas de solucdo aquosa apresentaram-se esféricas e com
superficie lisa, ideal para liberagdo controlada, ja as oriundas de solugéo
hidroalcodlica apresentaram-se porosas e com material residual nao
internalizado.

As MPI apresentaram deformagdes bem evidentes. Tais caracteristicas
podem ser devido a rapida evaporacdo da solugcdo hidroalcodlica em
temperaturas elevadas ou ao cisalhamento das goticulas durante o processo
de secagem por spray drying.

Barbassa (2014) realizou uma analise exploratoria do efeito da
composic¢ao da solucdo no formato das microparticulas produzidas e concluiu
que a adicdo da estearilamina (substancia cristalina nao plastica) como
substancia estruturante, promoveu interagdo com a quitosana e no processo de
secagem das goticulas elas n&do se deformaram, garantindo formagédo de
estruturas esféricas. Por esse motivo a estearilamina foi escolhida para integrar
a composicao da MPI.

No entanto, a adigdo de agentes plastificantes, como o polissorbato 80
adicionado nas MPII, reduz a tensdo superficial da superficie de contato e
possivelmente se intercala entre as moléculas de quitosana na matriz,
modificando sua estrutura e induzindo a esferonizagdo, formando
microparticulas com menor grau de deformagdes (ALPAR et al., 2005;
VENTURA et al., 2008; REYNAUD et al., 2011).

5.4.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho

A espectroscopia na regiao do infravermelho foi realizada a fim de se
estudar a ocorréncia de possiveis interagdes farmaco-polimero e possiveis
alteracdes quimicas dos componentes das microparticulas, apds o processo de
producédo (FU et al., 2002; SILVA-JUNIOR, 2005).

A Figura 56 apresenta o espectro de absor¢do do AC na regidao do

infravermelho.
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Figura 56. Espectro de absor¢do na regiao infravermelho de acido cafeico.

As bandas intensas na regido de 3400 a 3200 cm™ apresentadas na
Figura 56 indicam estiramento axial do grupo —OH do AC. N&o existem bandas
em torno de 2900 cm™, ja que o AC nao apresenta estiramento C-H (sp3), que
aparece em quase todos os espectros de compostos organicos. A existéncia de
uma banda de 3200- 3010 indica o estiramento da ligagdo C-H de alcenos (C-H
sp?). A regido de estiramento do grupo carbonila é de 1850-1650 c¢cm™, no
entanto, esta banda pode ser significativamente deslocada para numeros de
onda mais baixos, o que pode indicar um efeito de ressonancia forte na
estrutura do grupo carbonila. As bandas encontradas de 1600-1450 cm
indicam a deformacgao axial de grupamento C=C do anel aromatico (Figura 6).

Khaveh et al. (2015) avaliaram as bandas do AC e valores bem proximos
aos encontrados nesse trabalho foram observadas. As bandas obtidas a 1617,
1756, 3388 e 3069 cm™' foram do C=0, &cido carboxilico, OH e C-H,
respectivamente.

Garrido et al. (2018) avaliaram as bandas encontradas do fenetil éster do
acido cafeico e fenetil amina do acido cafeico por espectroscopia na regido do
infravermelho. O espectro do fenetil éster do acido cafeico mostrou bandas
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caracteristicas em 3480 e 3327 cm™' (estiramento O-H), 1685 cm™
(estiramento C=0), 1601 cm™" (estiramento C=C) e 1182 cm™" (estiramento C-
O). Por sua vez, o fenetil amina do acido cafeico apresentou bandas em 3487 e
3345 cm™' (estiramento O-H), 3180 cm™' (estiramento N-H), 1646 cm™

(estiramento (C=0), 1603 cm™" (estiramento C=C) e 1190 cm™" (estiramento C-
0).
O espectro da regido do infravermelho da quitosana (Figura 57)

apresenta as bandas caracteristicas dos grupamentos presentes em sua
molécula.
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Figura 57. Espectro de absorg¢do na regido infravermelho de quitosana.

No espectro na regido infravermelho da quitosana (Figura 57), a banda
larga na regido entre 3360 e 3288 cm™ & provocada pelo estiramento O-H. Esta
banda se sobrepde a banda referente ao estiramento da ligagdo N-H. Em 2871
cm™ aparece o estiramento das ligacbes C-H da molécula. Em 1570 cm’’
encontra-se a banda referente ao estiramento axial da ligagdo C=0O de uma

funcdo amida. Préximo as regides de 1370 cm™ encontram-se as deformacdes
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angulares simétricas de C-H. As bandas caracteristicas dos polissacarideos
sdo0 encontradas entre 894 e 1024 cm™ (Figura 4).

Dimzon e Knepper (2015) avaliaram os espectros de absor¢ao na regiao
do infravermelho da quitosana e verificaram que a regido espectral entre 1500
e 1800 cm™ é uma rica fonte de dados. Por exemplo, as bandas de absorgdo
amida | e amida Il a 1630—-1660 cm™ e 1560 cm™, respectivamente, sdo bandas
caracteristicas amplamente utilizadas. Na mesma regido, no entanto, € a banda
em 1597 cm™ devido a aminas primarias e em 1640 cm™, devido ao grupo OH
de polissacarideos. Como as bandas sdo amplas e se sobrepdem umas as
outras, encontrar a banda caracteristica mais adequada ou a combinacédo de
bandas caracteristicas tem sido uma tarefa dificil. A presenga de agua também
pode causar um aumento na banda de absorgao na faixa de 3450 cm™.

A Figura 58 apresenta o espectro de absor¢cdo da estearilamina na
regiao do infravermelho.
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Figura 58. Espectro de absor¢do na regido infravermelho de estearilamina.

Como pode ser observado, a banda na regiso de 3339 cm™ representa o
estiramento assimétrico do NH, da estearilamina. As bandas entre 2915 e 2850
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cm” sdo caracteristicas do estiramento simétrico e assimétrico de CH,
respectivamente. O duplete na regido de 1570 cm” representa a deformagao
N-H. As bandas entre 1470 e 1360 cm™ representam a deformac&o de CH, e
CHs (Figura 59).

/\/\/\/\/\/\/\/\/\NH"

Figura 59. Estrutura molecular da estearilamina

Neelgund et al. (2015) encontraram que as vibragdes de estiramento de
CH. simétricas e assimétricas da estearilamina estdo em 2848 cm™" e 2917
cm™!, respectivamente e que a presenga de uma banda proeminente a 3332
cm™' no espectro corresponde ao modo de vibragdo de estiramento do N-H.

O espectro de infravermelho da estearilamina em numeros de onda na
faixa de 2600 a 3100 cm™ realizado por Yu et al. (2016) mostrou um pico
proeminente a 2850 cm™ e outro em 2915 caracteristicas do estiramento
assimétrico e simétrico de CHa respectivamente.

A Figura 60 apresenta o espectro de absor¢cdo do Polysorbate 80 na

regiao do infravermelho.
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Figura 60. Espectro de absor¢do na regido infravermelho do Polysorbate 80.

Na Figura 60, a banda em 3500 cm™ é referente aos grupamentos OH
da molécula de Polysorbate 80. A banda de absor¢ao referente ao estiramento
C-O-C (caracteristica de etoxilados) é observada nitidamente em 1094 cm™. A
banda em 2920 cm™ é referente ao estiramento axial da ligagdo C-H de
carbonos CH; e CH, (carbonos primarios e secundarios, respectivamente) e
2855 cm™ s&o referentes & CH de carbonos terciarios (Figura 61).

Joshi e colaboradores (2016) identificaram trés bandas caracteristicas
do Polysorbate 80, na faixa de 3000-2800 cm™, 1770-1720 cm™ e 1200-1050
cm™ representando —CH. (cadeia acila do &cido graxo), —-C=0 do grupamento
éster e —-C—0O da porcao etoxi, respectivamente. As bandas caracteristicas do
Polysorbate 80 também foram caracterizadas por Miloudi et al. (2017) e
demonstraram concordancia com os resultados encontrados no presente
trabalho.
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Figura 61. Estrutura molecular do Polysorbate 80.

Nos espectros de infravermelho obtidos da mistura fisica contendo os
componentes das MPI e também das préprias MPI, apresentados nas Figuras
62 e 63 respectivamente, € possivel observar que as bandas dos componentes
individuais das MPI estédo presentes.
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Figura 62. Espectro de infravermelho da mistura fisica |.
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Figura 63. Espectro de infravermelho da MPI.

As bandas caracteristicas do acido cafeico presentes nas Figuras 62 e
63 sdo0: a banda na regido de 3400 e 3223 cm™, caracteristica do estiramento
axial do grupo —OH. A banda aguda na regido de 1537-1837 cm™ é relativa ao
estiramento do grupo carbonila. Seus valores aparecem deslocados dos
valores esperados (1850-1650 cm™), o que sugere um forte efeito de
ressonancia na estrutura deste grupamento. As bandas encontradas na regiéo
de 1278-1378 cm™ s&o provocadas pela deformagao axial da ligacdo C=C do
anel aromatico. As bandas entre 2915 e 2850 cm™ s&o caracteristicas do
estiramento simétrico e assimétrico de C-H respectivamente, presentes tanto
na quitosana quanto na estearilamina. As bandas caracteristicas dos
polissacarideos s&o encontradas entre 894 e 1024 cm™.

Além disso, € possivel notar que as bandas estdo menos intensas do
que no espectro de infravermelho do acido cafeico puro. Ainda, as bandas
caracteristicas dos grupamentos quimicos presentes na quitosana parecem ter
sido suprimidas pelas bandas das demais substancias.
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Nos espectros de infravermelho da mistura fisica Il contendo acido
cafeico e quitosana sdo observadas prevalentemente as bandas do AC (Figura
64).
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Figura 64. Espectro de infravermelho da mistura fisica Il (quitosana + AC).

O Polysorbate 80 ndo foi adicionado na mistura fisica Il por ser uma
substancia no estado liquido e as demais substancias analisadas, quitosana e
acido cafeico serem soélidos finamente divididos o que comprometeria a
uniformidade e homogeneidade da amostra final a ser analisada.

Bandas em 3400 cm™ e 3223 cm™ representam o estiramento axial dos
grupos - OH presentes no acido cafeico. O estiramento do grupo carbonila do
AC esta em 1600 cm™. A banda encontrada em 1450 cm™ indica a deformac&o
axial de grupamento C=C do anel aromatico (Figura 6).

Além disso, € possivel notar que as bandas estdo menos intensas do
que no espectro de infravermelho do acido cafeico puro. Ainda, as bandas
caracteristicas dos grupamentos quimicos presentes na quitosana parecem ter

sido suprimidas pelas bandas do AC.
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O espectro da regido do infravermelho da MPII (Figura 65) apresenta as
bandas caracteristicas dos grupamentos presentes na quitosana e no
Polysorbate 80.
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Figura 65. Espectro de infravermelho da MP Il

A banda larga na regido entre 3300 é provocada pelo estiramento O-H
da quitosana. Proximo as regides de 1370 cm™ encontram-se as deformacdes
angulares simétricas de C-H da quitosana e as bandas caracteristicas dos
polissacarideos sdo encontradas entre 894 e 1024 cm™. A presenca do
Polysorbate 80 pode ser detectada pela banda de absor¢do referente ao
estiramento C-O-C (caracteristica de etoxilados) que é observada nitidamente
em 1090 cm™. A banda em 2920 cm™ ¢é referente ao estiramento axial da
ligacdo C-H de carbonos CHs; e CH, (carbonos primarios e secundarios
respectivamente) e 2855 cm™ sdo referentes @ CH de carbonos terciarios
presentes no Polysorbate 80.

A Tabela 19 apresenta as bandas caracteristicas da quitosana, do acido
cafeico, da estearilamina, da mistura fisica | e Il e das microparticulas

estruturadas | e Il, obtidas por espectroscopia na regiao do infravermelho.
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Tabela 19. Bandas caracteristicas da quitosana, do acido cafeico, da
estearilamina, da mistura fisica | e Il e das microparticulas estruturadas | e I,

obtidas por espectroscopia na regiao do infravermelho.

AC Quitosana Estearilamina Polysorbate 80 Mistura MPI Mistura MPII
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) fisica | (cm™) fisica Il (cm™)
(em™) (em™)
3400 3400 3400 3400
3300 3300
3223 3223 3223 3223
2920 2920
2915 2915 2915
2855 2855
2850 2850 2850
1600 1600 1600
1450 1450 1450 1450
1094 1090
1024 1024

As bandas em 3400, 3223 e 1450 cm™ do &cido cafeico estdo presentes
na mistura fisica |, mistura fisica Il e MPIl. Essas bandas nao foram encontradas
na MPII. A banda de 1600 esta presente apenas nas misturas fisicas | e Il, ndo
foram visualizadas nas microparticulas estruturadas. O AC encontra-se
estabilizado nos sistemas, ja que nao existem indicios de interagdo entre os
componentes na mistura fisica. Na MPIl as bandas n&o foram encontradas tendo
em vista que se encontra internalizado nas mesmas.

As bandas da quitosana 3300 e 1024 foram visualizadas apenas nas
microparticulas, pois foram encobertas pelos ativos nas misturas fisicas.

As principais bandas caracteristicas da estearilamina 2915 e 2850 foram
encontradas na mistura fisica | e na MPI.

As bandas do Polysorbate 80 foram visualizadas na MPII, indicando a
sua contribuicdo para estruturagao e esferonizagcao das microparticulas.

Assim, a espectroscopia na regiao do infravermelho cumpriu o seu papel
de estudar a ocorréncia de possiveis interagdes farmaco-polimero e possiveis

alteracdes quimicas dos componentes das microparticulas.
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5.4.3 Difragao de raios-X

A difracdo de raios-X é uma técnica com origem no século XIX, que
utiliza a equacdo de Bragg para determinar estruturas cristalinas em
substancias quimicas. Difracdo de raios X € um fendmeno no qual os atomos
de um cristal, em virtude de seu espacamento uniforme (Figura 66), causam
um padrao de interferéncia das ondas presentes em um feixe incidente de raios
X.

E uma técnica usada para determinar a estrutura atémica e molecular
de um cristal, na qual os atomos cristalinos fazem com que um feixe de raios X
incidentes difrate em muitas dire¢cdes especificas. Medindo os angulos e as
intensidades dos feixes difratados, um cristalégrafo pode produzir uma imagem
tridimensional da densidade de elétrons dentro do cristal. A partir desta
densidade de elétrons, as posicdes meédias dos atomos no cristal podem ser
determinadas, bem como suas ligagbes quimicas, sua desordem e varias

outras informacgdes (PANI et al., 1987).

1 <5
]
o D
cubico simples cubico de corpo centrado cubico de face centrada

Figura 66. Exemplos de arranjo atdémico cristalino.
(Fonte: GROSS & MARX, 2018)

As analises de difragdo de raios-X foram realizadas para as substéncias
quimicas (AC, quitosana e estearilamina) isoladas, nas misturas fisicas dessas
substancias e nas microparticulas.

Os difratogramas da quitosana, da estearilamina e do acido cafeico

estdo apresentados nas Figuras 67, 68 e 69, respectivamente.
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Figura 67. Difratograma da quitosana.
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Figura 68. Difratograma da estearilamina.
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Figura 69. Difratograma acido cafeico.

Os difratogramas das misturas fisicas | e Il e MP | e Il estédo
apresentados, respectivamente, nas Figuras 70, 71, 72, 73.
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Figura 70. Difratograma da mistura fisica I.
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Figura 71. Difratograma da mistura fisica Il.
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Figura 72. Difratograma das MPI.
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Figura 73. Difratograma das MPII.

A técnica de difracdo de raios-X € muito utilizada para estudar e
determinar a presenca de picos de cristalinidade ou a auséncia deles,
caracterizando as estruturas nao cristalinas.

A partir do difratograma, é possivel evidenciar que a quitosana (Figura
67) apresenta caracteristica ndo cristalina, dados que estdo de acordo com a
literatura (OSMAN et al., 2013)

Os picos bem definidos no grafico da estearilamina e do AC (Figura 68 e
69) (SETYAWAN et al.,, 2014; DESAI et al., 2005), indicam a caracteristica
cristalina dessas substancias.

No difratograma da mistura fisica | (Figura 70) sdo observados os picos
em 38, 40 e 42° referentes a estearilamina e 24, 25 e 27° referentes ao acido
cafeico. No difratograma da mistura fisica Il (Figura 71) sdo observados os
picos em 24, 25 e 27° referentes ao acido cafeico. Os picos da estearilamina
nao sao observados, ja que ela ndo esta presente nas MPII.

Os difratogramas das microparticulas (Figuras 72 e 73) indicam que a
secagem por atomizacgdo favorece a formacéo de sistemas menos cristalinos.
Estes sistemas sao favoraveis para desempenhar uma liberagdo controlada
dos farmacos, pois a caracteristica ndo cristalina facilita o processo de
encapsulacéo ou a liberagao dos farmacos na matriz (PEDREIRO, 2015). Essa

caracteristica é provocada pela quitosana, que gera uma desorganizagdo na
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estrutura cristalina dos farmacos, permitindo uma dispersdo sélida na matriz
polimérica. Deste modo, a associagdao dos farmacos com a quitosana originou
um sistema menos cristalino com propriedades proprias.

Muitos trabalhos descrevem que quando ha perda da cristalinidade, o
sistema torna-se amorfo. No entanto, esse termo n&o € adequado, ja que para
garantir que um material é realmente amorfo, medidas de espalhamento de
raios-X a baixo angulo (SAXS) seriam necessarias.

Comparando o difratograma das MPI e MPII, observa-se que o halo da
MPI apresenta uma intensidade menor e mais largo, comprovando assim, que
as MPI sao menos cristalinas que as MPII. A redugao na cristalinidade torna as
ligacbes entre os componentes menos estaveis, com um grau organizacional
reduzido, favorecendo o processo de liberagdo. Essa informagado pode ser
comprovada pelos estudos de liberacdo, em que as MPI proporcionaram uma
liberacdo mais rapida do acido cafeico quando comparadas com a liberagao
mais controlada a partir da MPII.

Estas informacgdes estdo de acordo com informagdes propostas por
autores (OSMAN et al.; 2013), que sugerem que a formacdo de sistemas
amorfos pode ser atribuida as interagbes a nivel intermolecular, entre os

componentes do sistema.

5.4.4 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)/Termogravimetria (TG) e
Termogravimetria derivada (DTG)

Os métodos termoanaliticos, DSC e TG/DTG, foram empregados para
avaliar possiveis interagcdes entre o acido cafeico e o polimero, apos processo
de obtencdo das microparticulas, bem como a estabilidade térmica das
substancias que as compdem.

Para o estudo foram analisadas as substancias quimicas isoladas, as
misturas fisicas dessas substancias e as microparticulas. As Figuras 74 a 76
mostram as curvas DSC e TG/DTG da quitosana, estearilamina e acido
cafeico, respectivamente. As Figuras 77 e 78 apresentam as curvas DSC e
TG/DTG da mistura fisica | e mistura fisica Il e as Figuras 79 e 80 as curvas
DSC e TG/DTG da MPI e MPII.

%ﬂ/(//[:/l@ <C/D/[;y//?d/ﬂ(; @6{7”0/



Fluxo de calor (W/g)

135

(a) (b)

DSC Quitosana 100.] T T T T T . T r

Perda de massa (%)
g
1

T T T T 1 T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 0 100 200 300 400 500 800 700 800

Temperatura °C Temperatura (°C)

Figura 74. Curvas DSC (a) e TG/DTG (b) da quitosana.

A curva DSC da quitosana (Figura 74a) apresenta um evento
endotérmico com inicio em 94,75°C e pico em 145°C com entalpia de 214 J.g'1,
o qual pode ser atribuido a perda de agua ou residuo de solventes do polimero.
O formato desse pico € bem caracteristico da quitosana (SANTOS et al., 2003).
O segundo evento, exotérmico tem inicio em 290°C, em que comega a ocorrer
a decomposicao térmica do polimero.

Nao se recomenda decompor os farmacos no DSC porque o fluxo de
gas que passa € baixo e ndo consegue varrer os compostos decompostos
podendo acarretar contaminagcdo o detector. Por isso, o DSC nédo é a
ferramenta mais adequada para visualizar as decomposi¢cdes e simo TG. O TG
também da maior precisdo para temperaturas de perda de massa como
dessolvatacgao, por isso DSC forneceu uma temperatura mais elevada.

Observa-se na curva de TG/DTG (Figura 74b) que a perda de massa de
8,6% referente ao primeiro evento endotérmico até 100°C ocorre devido a
dessolvatagdo. O segundo evento exotérmico, apresenta perda de massa de

aproximadamente 40% em decorréncia da decomposig¢ao polimérica.
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Figura 75. Curvas DSC (a) e TG/DTG (b) da estearilamina.

A Figura 75 mostra a curva DSC da estearilamina com dois eventos
endotérmicos. O primeiro em 73,2°C com entalpia de 270 J.g'1, que pode ser
indicativo da primeira etapa de fusdo do material sentida pela balanca
altamente sensivel; o segundo evento em 103,4°C com entalpia de 21,6 J.g”",
pode ser indicativo da segunda etapa da fusdo. Os dados sdo concordantes
com a literatura (VILLASMIL-SANCHES et al., 2013). A curva TG/DTG mostra
um pequeno evento perto de 90°C que pode ser referente a consequéncia do
evento de fusdo principal demonstrado no DSC. O segundo evento bem
evidenciado trata-se de uma perda de massa de praticamente 100% em 150°C
que se refere a vaporizacao da estearilamina.
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Figura 76. Curvas DSC (a) e TG/DTG (b) do acido cafeico.

Pelos graficos de TG e DTG (Figura 76b), o acido cafeico apresenta
duas etapas de decomposicao térmica com temperatura inicial de 169,3°C e

?ﬂxﬂ(//[:/l@ {C/D/[;y/l?d/ﬂ(; &y/)qyll(?/

) BSSE| BpEAlaQ

(D/%




Fluxo de calor (W/g)

137

216,4°C, com 30% e 55 % de perda de massa, respectivamente. Os valores de
decomposicdo do acido cafeico estdo acima da temperatura de entrada
utilizada no spray dryer, corroborando com o processo de obtengdo das
microparticulas.

A curva DSC do acido cafeico (Figura 76a) apresenta um pico
endotérmico a 228°C referente ao pico de fusdo, seguido do pico exotérmico a
232°C referente a decomposicdo do material. Esse dado € condizente com a
perda de massa por decomposi¢ao encontrada na TG (Figura 76b).

A temperatura de entrada no spray dryer (85/180°C) nao altera as
substancias utilizadas para produzir as microparticulas, visto que a degradacéo
do polimero tem inicio em 290°C (Figura 74), da estearilamina (Figura 75) e do
acido cafeico (Figura 76) em aproximadamente 200°C.
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Figura 77. Curvas DSC (a) e TG/DTG (b) da mistura fisica I.

A Figura 77a (mistura fisica 1), a DSC mostra quatro eventos
endotérmicos, em 72°C e 110°C indicativo da estearilamina e os demais
eventos observados sdo decorrentes de uma interagéo entre os componentes,
originando um produto com menor estabilidade térmica, como pode ser
observado na curva TG/DTG (Figura 77b).

A curva de TG/DTG da mistura fisica | (Figura 77b) mostra uma perda de
massa de 5%, relacionado ao primeiro evento endotérmico antes dos 100°C.
Seguida por mais uma perda de massa de 5% com inicio em 110 °C, a terceira
perda de massa foi de 30% com inicio em aproximadamente 150°C, a partir da
qual se inicia a degradacéo térmica da mistura fisica, a quarta perda de massa

foi de mais 30% com inicio em aproximadamente 250°C, e por fim a ultima
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perda de massa de 10% com inicio em 350°C. O primeiro evento apresentado
na Figura 76b & decorrente da decomposigao da estearilamina ja que acontece

apenas na Mistura fisica | e ndo aparece na Il (Figura 78b).
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Figura 78. Curvas DSC (a) e TG/DTG (b) da Mistura fisica |l

A Figura 78a mostra um evento endotérmico em 95°C caracteristico da
quitosana. Os eventos de decomposicdo do acido cafeico ndo foram
observados, porque acontecem acima de 200°C. O inicio do evento
endotérmico em aproximadamente 175°C indica o principio da fusdo do AC.

A curva de TG/DTG da mistura fisica Il (Figura 78b) mostra trés eventos
de perda de massa, o primeiro de 3,1%, o segundo de 21,0% a 174°C
correspondente ao AC e o terceiro de 39,7% a 233,8°C que pode ser tanto do
AC tanto da quitosana.

Como ndo foi observado redugdo da estabilidade térmica da mistura
fisica Il, provavelmente o que causou a reducio da estabilidade térmica da MPI
foi a presenga da estearilamina e as interagdes fisico-quimicas entre ela e os

outros componentes.
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Figura 79. Curvas DSC (a) e TG/DTG (b) das MPI.

Na Figura 79a foi visualizado na curva de DSC da MPI, um pequeno pico
endotérmico em aproximadamente 100°C, porém nao se pode afirmar com
exatiddo o que ele representa, por isso foi realizado o ensaio de DSC
modulado. O outro evento endotérmico, com temperatura média de 145°C, é
devido, provavelmente, a presenca predominante da quitosana na
microparticula estruturada. Ressalta-se que essa interagao nao foi evidenciada
na mistura fisica | dos componentes das microparticulas (Figura 77).

As curvas de TG/DSC da MPI (Figura 79b) apresentam trés perdas de
massa, a primeira de 10% até 100°C referente a perda de volateis, a segunda
de 15% a 144°C devido a degradacdo da estearilamina e do acido cafeico,
majoritariamente do AC por conta da baixa concentragdo de estearilamina nas
MP e a terceira perda de 55% a 276°C do AC e quitosana.

No entanto, todos os eventos foram antecipados para temperatura
menores, assim como foi observado na mistura fisica. Assim, o efeito da
estearilamina foi observado nesse sistema, mesmo estando em concentragdes

baixas.
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Figura 80. Curvas DSC (a) e TG/DTG (b) da MPII

Na Figura 80a foi visualizado na curva de DSC da MPI| e para elucidar
os eventos foi realizado o ensaio de DSC modulado. Um evento endotérmico,
com temperatura média de 116°C, € devido, provavelmente, a presenca
predominante da quitosana na microparticula estruturada.

Foram observadas quatro perdas de massa nas curvas TG/DTG da MPII
(Figura 80b). A primeira perda de 3,1% até 100°C referente a perda de volateis.
A segunda de 2,4% a 142°C, a terceira de 14,4% a 248°C e a quarta de 54,5%
a 348°C. Esse sistema demonstra maior estabilidade que a mistura fisica Il ja
que as temperaturas on-set foram mais elevadas, assim esse sistema
promoveu estabilizacdo do acido cafeico.

Na Figura 81 s&do mostradas todas as curvas de DSC realizadas.
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Figura 81. Curvas DSC de todas as substancias estudadas. MP2:
Microparticulas 2; MPI. Microparticulas |; Mistura fisica 2; Mistura fisica 1;

Acido cafeico; Estearilamina; Quitosana.

O pico da estearilamina pode ser claramente observado na mistura fisica
l, ja na MPI ele ndo foi visualizado por conta da escala. Para evidenciar a
presenga da estearilamina na MPI, a curva de DSC modulado foi realizada
(Figura 82).
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Figura 82. Curvas de DSC modulado da MPI mostrando os eventos reversiveis

e irreversiveis.

As curvas de DSC modulado da MPI indicaram que o0 pequeno pico
observado na MPI (Figura 79) em torno de 90°C se deve a fusdo, que por ser
um evento reversivel, aparece na curva de eventos reversiveis e nao aparece
nos eventos irreversiveis, comprovando a sua presenga. Ja o segundo pico
(115°C) encontrado na MPI aparece na curva de eventos irreversiveis e ndo
aparece na curva de eventos reversiveis, visto que a perda de agua nao é um
evento que pode ser revertido apos resfriamento.

Tanto o DSC quanto o DSC modulado possuem a mesma funcgéo, ou
seja, medir a diferenga de calor entre a amostra e a referéncia; a diferenca é
que na primeira técnica a taxa de aquecimento é constante e na segunda é
senoidal.

No DSC modulado € possivel adquirir a curva de eventos reversiveis,
irreversiveis e a curva total, que é a soma de ambas. A fusdo é um exemplo de
evento reversivel, no qual independentemente de quantas vezes o material é
aquecido ou resfriado, ele continua acontecendo. Em contraste, a
decomposicdo e a evaporacao sdo exemplos de eventos irreversiveis, que uma
vez ocorridos, n&o se repetem.

As curvas de DSC modulado da MPII (Figura 83) mostram que em 90°C
se inicia um evento irreversivel da quitosana, correspondente a perda de agua,

corroborando com os resultados encontrados anteriormente.
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Figura 83. Curvas de DSC modulado da MPII mostrando os eventos
reversiveis e irreversiveis.

A Figura 84 apresenta as curvas de TG/DTG das microparticulas e das
misturas fisicas. A Figura 85 mostra as curvas de TG/DTG dos compostos
isolados.
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Figura 84. Curvas de TG/DTG da MP2: microparticula 2, MP1: microparticula

1; mistura fisica 2; mistura fisica 1.
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Figura 85. Curvas de TG/DTG da quitosana, estearilamina e acido cafeico.

Como pode ser observado na Mistura fisica I, os eventos que acontecem
a temperaturas superiores nos compostos isolados, a partir de 150°C, foram
antecipados, visto que o primeiro evento acontece a partir de 100°C. Isso pode
ter ocorrido por que os materiais interagem entre si, formando outros
compostos menos estaveis termicamente, sendo necessario um menor
fornecimento de calor para que decomponham. Na mistura fisica Il os
componentes se decompdéem na mesma temperatura dos componentes
isolados mostrando que nao ha uma interagao entre eles.

Comparando a mistura fisica | e a MPI, observa-se que o evento de
decomposicdo do acido cafeico e da estearilamina esta separado na mistura
fisica em 2 eventos, ja na MPI ele aparece como uma unica perda de massa,
indicando que a matriz est4d mais homogénea. E relevante destacar que ambas
tém a mesma porcentagem de perda de massa e ambas comegam mais cedo
quando comparadas com os ativos isolados, sugerindo que a estearilamina,

presente apenas nestes sistemas, pode estar interferindo na estabilidade. O
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segundo evento de perda de massa se interpola na mistura fisica | e na MPI,
que representa a decomposigao majoritariamente da quitosana e parte do AC.

Na MPIl o primeiro evento de perda de massa acontece em uma
temperatura aproximadamente 100°C maior que na mistura fisica |, o que
implica em um sistema mais organizado e com uma estabilidade térmica muito
maior. Destaca-se que o evento do AC que deveria ocorrer em
aproximadamente 200°C, n&o é observado, ja que acontece em cerca de
250°C, evidenciando sua estabilizagdo. O segundo evento de perda de massa
€ a decomposigao do sistema total, quitosana e acido cafeico.

Comparando a MPI com a MPIIl, a MPIl contribuiu significativamente
para aumentar a estabilidade térmica do AC, contribuindo para aumento da
shelf life do produto. Nesse aspecto a analise térmica foi uma ferramenta de
extrema importancia para aliar os resultados encontrados na microscopia
eletrébnica de varredura e os ensaios de liberagdo. Ja que a estrutura
organizacional da MPIl mais esféricas, homogéneas e sem poros,
proporcionaram maior estabilidade térmica do AC nela contido, tendendo a
apresentar um perfil de liberagdo mais lento.

5.4.5. Determinagao do potencial zeta da dispersao de microparticulas

O potencial zeta caracteriza a carga elétrica de superficie das particulas,
o qual é influenciado pelo meio dispersante, em razdo da dissociagdo de
grupos funcionais na superficie da particula ou da adsor¢cdo de espécies
ibnicas presentes no meio aquoso de dispersao (LEGRAND et al., 1999).

Além disso, tem influéncia na estabilidade fisico-quimica de sistemas
microparticulados, em que as forgas repulsivas tendem a evitar a agregacéo
em funcdo das colisbes ocasionais entre as particulas (SCHAFFAZICK et al.,
2003).

O valor de potencial zeta da MPI foi 32,4 + 0,7 mV e das MPII foi 41,6 +
1,1 mV. Nota-se que o potencial zeta das microparticulas de quitosana é
positivo nas duas amostras e houve um decréscimo de 9,2 mV da MPII para a
MPI, indicando que a possivel presenca do acido cafeico na superficie da MPI
pode ter reduzido a carga positiva.
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Ressalta-se que o estudo das caracteristicas de superficie das particulas
também é importante por que pode influenciar na interagdo com sistemas
biolégicos, através de interagcdes eletrostaticas com membranas biolégicas e
proteinas, por exemplo (BRAVO-OSUNA, 2007).

Na avaliagao da distribuicdo de tamanho foi verificado um perfil bimodal.
As MPI com um pico em 140 um e outro em 550 um (Figura 86a) e as MPII
com um pico em 140 um e outro em 480 um (Figura 86b).
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Figura 86. Perfil de distribuicdo de tamanho das MPI (a) e MPII (b).

Esse perfil discordante com o tamanho real das microparticulas,
evidenciado na microscopia eletrénica de varredura (Figuras 54 e 55), pode ser
explicado pela dificuldade das microparticulas em manterem sua forma quando
em contato com a solugdo e também devido a tendéncia em agregac¢ao das
mesmas (VASCONCELLOS et al., 2011).

5.4.6. Quantificagcao do AC nas microparticulas

A partir de uma solugdo de MPI de 10 mg/mL foi obtida concentragéo de
AC de 2,5 £ 0,2 mg/mL, e na MPII 1,0 £ 0,1 mg/mL. Assim, pode-se afirmar que
o AC esta em 25,0 £ 2,0% da MPl e em 10 £ 1,0% da MPII e esses valores sao
condizentes com a porcentagem tedrica de AC nas respectivas microparticulas.

Considerando que 100mL de solug&o seriam introduzidos no spray dryer
para obtencdo das MPI, essa solugcdo seria composta por 20mL de dispersao
de quitosana 0,5%, 80 mL de etanol, 0,03 g de AC e 0,01g de estearilamina.
No entanto, pela curva TG da quitosana (Figura 74) sabe-se que 10% da sua
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massa seca é composta por solventes que sao eliminados durante o processo
de aquecimento até 100°C, entdo a massa de quitosana de 0,1 g cairia para
0,09 g. Assim, a massa de sélidos resultante seria 0,09 g de quitosana, 0,03 g
de AC e 0,01 g de estearilamina, assim a massa de acido cafeico de 0,03 g
corresponde a 23,08% da massa total de 0,13 g dos solidos presentes, valor
que esta bem proximo do valor encontrado 25 + 2,0% considerando o erro
experimental e o desvio padrao entre as replicatas de quantificacio.

Seguindo o mesmo raciocinio para a MPII, a solugdo de entrada do
spray dryer seria composta por 100 mL de uma disperséo de quitosana 0,5%, 1
g de Polisorbate 80 e 0,15 g de AC. Considerando a perda de massa de 10%
da quitosana em compostos volateis, sua massa cairia de 0,5 para 0,45 g.
Assim, a massa de solidos resultante seria 0,45 g de quitosana, 1 g de
Polysorbate 80 e 0,15 g de AC, portanto, a massa de acido cafeico de 0,15 g
corresponde a 9,6% da massa total de 1,55 g dos sdlidos ali presentes, valor
que esta bem proximo do valor encontrado 10 = 1,0% considerando o erro
experimental e o desvio padrao entre as replicatas de quantificacio.

Por esses calculos € possivel concluir que ndo houve perda de principio

ativo durante o processo de producao pelos dois sprays dryer testados.

5.5. Desenvolvimento das formulagoes

5.5.1. Desenvolvimento do sistema emulsionado

Optou-se por estabelecer alguns parametros para o desenvolvimento do
sistema emulsionado, tais como: produzir uma emulsao O/A; com viscosidade
suficiente para caracterizar um tipo de preparagcdo emulsionada denominada
‘creme”; e que preferencialmente apresentasse sensorial “leve” ao toque. Para
atender a tais objetivos, foram selecionados materiais de uso rotineiro em
produtos cosmeéticos para o desenvolvimento dessas preparagdes. Além disso,
priorizou-se por utilizar um numero reduzido de matérias primas, de modo a
minimizar possiveis interferentes as analises a serem realizadas. A Tabela 2

apresenta duas formulas propostas para o inicio desse estudo.
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A fase hidrofébica da emulsdo foi elaborada com a presenca de trés
materiais graxos distintos, o alcool cetoestearilico e o monoestearato de
glicerila que atuam como importantes agentes de consisténcia além do
estearato de octila, um éster com propriedade emoliente. Todos sé&o
considerados atoxicos, com alta compatibilidade dérmica e com baixo grau de
comedogenicidade, sendo amplamente empregados em emulsdes
(BATISTUZZO et al., 2002; ROWE et al., 2009).

O tensoativo utilizado, alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE, é do tipo
nao-ibnico. Emulsdes contendo este tipo de emulsionante sdo amplamente
empregadas em cosméticos devido a caracteristicas como: compatibilidade
com o pH cutaneo, estabilidade em diversos valores de pH e possibilidade de
incorporagao de diferentes substancias ativas, como, por exemplo, o AC, sem
gerar possiveis interagdes quimicas que possam comprometer o ativo
incorporado e também a estrutura do sistema obtido (JUNGINGER, 1997).

Na fase hidrofilica foram incluidos os conservantes antimicrobianos,
metilparabeno e propilparabeno; o propilenoglicol, como umectante e solvente
para os parabenos; o EDTA Na; (acido etilenodiamino tetra-acético dissédico),
um agente sequestrante capaz de formar complexos muito estaveis com
diversos ions metalicos e desta forma aumentar o poder de conservacao da
preparagao proposta (ROWE et al., 2009).

Além disso, a fase hidrofilica foi adicionada de um agente de
consisténcia hidrofilico (SANCTIS, 2000). Na formulagdo E1, o espessante
hidrofilico, Rapithix A-100, foi utilizado com a finalidade de produzir aumento da
viscosidade da emulsdo, sem a necessidade de adicdo de grandes
quantidades de componentes graxos, reforcando desta forma, atender o
objetivo primario em conceber uma preparagdo com sensorial “leve” ao toque.
uma vez que a intencgdo foi obter uma formulacdo com baixa concentracéo de
material graxo. Além disso, este polimero auxilia no desenvolvimento de
formulagdes estaveis, por causar o espessamento da fase aquosa da
formulagéao, colaborando para a prevencéo da separagao de fases da emulsao
(DEG, 2018).

Inicialmente, foi testada a formulagcéo E1 apresentada na Tabela 2, para

veicular as microparticulas de acido cafeico, ja que essa emulsdo ja havia sido
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utilizada para veicular o AC na sua forma livre, quando ainda n&o disperso em
uma matriz polimérica (SPAGNOL et al., 2017).

Foram feitas varias tentativas de incorporacdo das MP na formulagao
E1. Primeiramente, as MP foram incorporadas diretamente no creme, em
seguida foram previamente dissolvidas em glicerina, para entdo serem
adicionadas no creme, por fim, elas foram adicionadas em uma aliquota da
agua da emulséo e depois incorporadas no volume total. Em todos os casos
ocorreu formagéo de grumos, fornecendo um aspecto sensorial desagradavel e
nao uniformidade de conteudo.

Em seguida o Sodium Polyacrylate (Rapithix A-100) foi substituido pelo
Sodium Polyacrylate, Hydrogenated Polydecene, Trideceth-6 (Rapithix A-60)
mantendo a mesma porcentagem de 1,5% na formulagdo (E2). Tal proposta
objetivou manter a tentativa de emprego do Sodium Polyacrylate, porém
adicionado de um tensoativo, o Trideceth-6. Caso o problema ou dificuldade de
incorporagao encontrado fosse devido a falta de tensoativo, seria obtida uma
resposta positiva. Porém, os mesmos problemas permaneceram diante da
incorporagao das MP.

Desta forma, a suspeita de que o Sodium Polyacrylate poderia ser
incompativel com as MP estava se confirmando. Para comprovar essa
possibilidade, foi adicionado 0,015 g de MP, 1 g de glicerina, 0,05 g de Rapithix
e 4 g de agua para verificar se apenas esses constituintes isolados teriam
compatibilidade. Como esperado, a resposta foi negativa, ja que essa
formulacéo teste também apresentou grumos e aspecto heterogéneo.

Uma possivel explicagdo para essa incompatibilidade seria que o
Rapithix A-100 e o Rapithix A-60 sdo compostos pelo poliacrilato de sodio, um
sal sédico do acido poliacrilico. Tal polimero, possui a caracteristica de ser um
polieletrolito  anibnico cujos grupos carboxilicos estdo carregados
negativamente em sua cadeia principal. Dessa forma, esses grupos podem
formar agregados com a quitosana que apresenta cargas positivas ao longo da
sua estrutura (Figura 87).

(me(//éﬂe Qf'/%/(;y//zmzi j&y/)qy/m/



151

1

Figura 87. Formula estrutural da quitosana e do poliacrilato de sédio.

A Figura 88 procura demonstrar a possivel interagéo eletrostatica entre o
poliacrilato de s6dio com carga negativa e a quitosana positiva.

Figura 88. Formagéo de agregados entre as cargas opostas do poliacrilato de

sodio (carga negativa) e da quitosana (carga positiva).

Posteriormente, o Sodium Polyacrylate foi removido da composi¢céo da
formulacéo e diversas outras emulsdes foram testadas, conforme apresentado
na Tabela 3.

Os Steareths sdo matérias-primas preparadas por reacdo de oxido de
etileno com alcool estearilico, em que o valor numérico do nome corresponde
ao numero meédio de unidades de oxido de etileno. Por exemplo, o Steareth-2
representa que o alcool estearilico recebeu um valor médio de 2 mol de 6xido
de etileno (WILLIAMS & SCHMITT, 1992).

Todas as formulagdes dessa etapa (E3-E7) apresentaram viscosidade
muito baixa. As formulagbes E3-E6 separaram fases logo apds a remogao da
agitacdo e a formulagédo E7 separou fase apds ser submetida a centrifugacéo
de 1800 rpm por 5 minutos.

Em seguida foi testada uma emulsdo catibnica e outras cinco

formulagbes ndo-ibnicas, variando o sistema tensoativo (Tabela 4).
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A formula E8 apresenta como tensoativo a estearamidopropil
dimetilamina, que foi escolhida por ser um agente tensoativo que apresenta
carga positiva apds neutralizagdo com acido latico, assim, buscava-se possivel
compatibilidade da emulsdo, agora catibnica, com as MP de quitosana que
também sé&o positivamente carregadas (WILLIAMS & SCHMITT, 1992).

O PPG-5-Ceteth-20, conhecido comercialmente por Procetyl™ AWS é
um tensoativo liquido ndo ibnico soluvel em alcool e agua, amplamente
utilizado no preparo de emulsdes e também como um importante agente
solubilizante para fragrancias. E representado quimicamente, pelo alcool
cetilico que recebeu o valor médio de 20 mol de oxido de etileno e 5 mol de
oxido de propileno. Esta composigdo proporciona ao ingrediente uma grande
multifuncionalidade, porém com destaque para a atividade tensoativa,
emulsionante e solubilizante (WILLIAMS & SCHMITT, 1992).

O Polysorbate 60, conhecido comercialmente como Tween™ 60, é um
co-emulsificador de 6leo em agua para uso em produtos cosméticos. Produz
emulsdes estaveis, especialmente quando usado com alcool cetilico ou
estearilico. O Tween™ 60 é amplamente usado em preparacdes de cuidados
pessoais como cremes, géis e produtos de limpeza (OLENICK JR &
O’LENICK, 2008).

A série Tween™ é composta por tensoativos derivados de polioxietileno
dos produtos da série Span™. Os tensoativos Tween™ sao hidrofilicos,
geralmente soluveis ou dispersiveis em agua e soluveis em liquidos
inorganicos de graus variaveis (O'LENICK JR & O’LENICK, 2008).

As formulacdes E8 e E9 apresentaram-se muito fluidas e as de E10 a
E13 separaram fase. Assim, a proposta de mexer no equilibrio hidro- lipofilico
do sistema tensoativo nao foi eficiente para estabilizagdo da emulséo.

A quarta etapa do desenvolvimento das emulsdes consistiu de trés
emulsdes, cujas composigdes estdo apresentadas na Tabela 5.

Algumas modificagbes foram realizadas da E8 para a E14, a fim de
aumentar a fase graxa da emulsido catidnica, na tentativa de estabiliza-la e
torna-la mais viscosa. Desta forma, a porcentagem de alcool cetoestearilico foi
aumentada de 4 para 6%, a porcentagem de monoestearato de glicerila de 1
para 3%, e a porcentagem do tensoativo alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE
de 0,4 para 1%. Essa emulsdo apresentou homogeneidade antes e apds a
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adicdo das MP e a viscosidade de um creme adequado para uso facial, a que
se destina.

A formulagdo E9 foi modificada para a E15 aumentando de 1 para 3 a
porcentagem de monoestearato de glicerila e 1 para 3 a porcentagem de
estearato de octila, resultando em uma emulsdo mais viscosa, mas ainda com
viscosidade de logao e ndo de creme para aplicagao facial.

A E16 apresentou composicao similar a E15, diferindo apenas pela
substituicdo do emoliente estearato de octila por triglicerideos do acido
caprico/caprilico, mantendo a mesma proporcdo de 3%. No entanto, essa
modificagdo n&o corroborou com a viscosidade da emulséo.

Com objetivo de aumentar a viscosidade, foi proposta a emulsdo E17.
Trata-se de um sistema similar a proposta E15 acrescida de alcool
cetoestearilico, que a anterior E15 encontrava-se com 4% e na atual proposta
E17, recebeu concentragcdo de 6%. Além disso, aumentou-se a concentragcao
de alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE de 1% para 2% (Tabela 6).

Em seguida, tomou-se uma aliquota de 5 g da emulséo E14 e 5 g da
E17 e adicionou-se 1% da MPIl em cada uma. Essa concentracdo foi escolhida
com finalidade experimental, apenas para critério de escolha da formulacao
mais adequada para continuidade dos estudos.

Ambas se mantiveram com aspecto homogéneo e assim foram
submetidas ao estudo piloto de liberagdo, a fim de verificar se a carga da
emulsdo poderia influenciar na liberagdo do AC. Como as diferencas
encontradas na quantidade liberada n&o foram significativas, conforme pode
ser observado na Figura 89, a E17 (Figura 90), com sensorial mais agradavel,
foi a escolhida para prosseguimento dos testes de liberagcdo e permeacao

cutanea.
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Figura 89. Teste piloto de liberagdo das formulagbes E14 e E17.

Figura 90. Emulsdo E17 base e emulsdo E17 com AC.

5.5.2. Desenvolvimento de um sistema em filme

Como nao existem produtos em filme contendo AC no mercado, a
proposta foi trazer algo inovador, a fim de comparar os resultados dos testes,
quando possivel, com uma emulsio classica.

O Pullulan® utilizado nesta formulagdo € um material cuja viscosidade
nao € afetada por aquecimento, por mudangas de pH e pela maioria dos ions;
apresenta excelentes propriedades adesivas quando seco, sendo capaz de
formar um filme transparente, incolor, impermeavel ao oxigénio, com

excelentes propriedades mecanicas e que se dissolve faciimente em agua,
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sendo ainda biodegradavel. Por essas propriedades, o mesmo foi escolhido
como agente formador de pelicula (SINGH et al., 2008).

O Pullulan® forma solugbes aquosas viscosas, mas ndo forma géis, por
isso, como agente geleificante foi utilizado o RapiThix™ A-100 (sodium
polyacrylate), homopolimero aniénico pré-neutralizado (SINGH et al., 2008).

A hidroxietilcelulose, conhecida como HEC, & um éter n&o inico, obtido
do processamento da celulose de algod&o ou polpa de celulose. A celulose é
tratada quimicamente com 6xido de etileno, resultando na HEC, um espessante
de emprego geral, soluvel em agua em temperatura ambiente, biodegradavel,
fisiologicamente inerte e forma um hidrocoloide com diversas aplicagdes na
industria. De forma geral pode-se afirmar que a hidroxietilcelulose é usada
como um material que apresenta as seguintes fungdes: espessante,
estabilizante, elemento formador de pelicula, anti-sedimentante, emulsionante,
retentor de agua e gelificante (formac&o de gel) (O'LENICK JR & O’LENICK,
2008).

O benzoato de alquila C12-C15 € uma mistura de ésteres de acido
benzoico e alcoois que possuem comprimentos de cadeia de carbono de 12 a
15. Nos produtos cosmeéticos o C12-15 Alkyl Benzoate funciona como agente
de condicionamento da pele, ou seja, como emoliente. Os ésteres de benzoato
de alquila de cadeia longa, tais como benzoato de alquila C12-15, sdo liquidos
com caracteristica lipofilica de baixa viscosidade. Quando usados em produtos
cosmeéticos, proporcionam um condicionamento leve e sedoso apds o contato
com a pele. Por esse sensorial agradavel € que foi escolhido para integrar o
filme F4 e reduzir o sensorial pegajoso muitas vezes conferido pela HEC
(O’LENICK JR & O’LENICK, 2008).

Alcool cetilico etoxilado e propoxilado (PPG-5- Ceteth-20), mais
conhecido comercialmente por Procetyl™ AWS é um surfactante liquido n&o
ibnico soluvel em alcool e agua. Foi escolhido para integrar a F5 por sua
caracteristica emulsificadora (WILLIAMS & SCHMITT, 1992).

A hidroxipropil metilcelulose (HPMC) é um p6 branco a amarelado ou
acinzentado, higroscopico. E solivel em &gua fria formando uma solugdo
coloidal. E obtida por modificacdo quimica da celulose, que garante suas
propriedades uniformes, em oposi¢cao aos hidrocoloides de fontes naturais que
apresentam alta variabilidade. Além disso, apesar da presenga de grupos
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hidrofébicos na cadeia HPMC, este polimero mantém parcialmente as
propriedades hidrofilicas. Essas propriedades permitem que o HPMC atue
como um emulsionante e como um polimero formador de filme (WILLIAMS &
SCHMITT, 1992).

Os filmes F1 e F2 (Tabela 7) apresentavam-se incialmente translucidos,
incolores, flexiveis, com superficie continua e lisa, no entanto, com a adi¢cao
das MPs ocorreu formagédo de aglomerados similarmente ao ocorrido com o
sistema emulsionado (item 5.5.1).

Os filmes F3 e F4 separaram as fases logo apos o preparo. O F5 n&o
separou fase, mas também n&o formou filme apds secagem.

A formulagdo escolhida foi a F6, o filme contendo hidroxipropil
metilcelulose (Figura 91), para incorporacdo das MP e prosseguimento dos
testes de liberagdo e permeagao cutanea, ja que se apresentou flexivel, com

superficie continua e homogénea.

Figura 91. Formulagdo em filme FG6.

5.6. Avaliacao do perfil de liberagao in vitro do AC

5.6.1. Estabilidade do AC na solugao receptora

No presente estudo, os valores de pH 5,5 e 7,4 foram escolhidos por
serem valores representativos do pH fisiolégico da superficie da pele e dos
fluidos fisiolégicos, respectivamente (MELERO et al.,, 2008). O valor de 5,5
representa a média do pH da superficie da pele, visto que a pele em si ndo
possui valor de pH. A superficie da pele apresenta pH em fungdo da secrecao
recebida e distribuida sobre ela, que oscila na faixa de 4 a 6 (LEONARDI et al.,
2002).

O pKa do AC foi calculado usando software ACD/Labs 6.0 que exibiu
valores de 12,79 e 9,97 para as hidroxilas e 4,04, para o grupo carboxilico
presentes na estrutura quimica do AC (Figura 6). Em pH acima de 7, o acido
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cafeico dimeriza ap6s a oxidagdo dos grupos OH, tornando-se um novo
produto sem capacidade antioxidante (FRIEDMAN et al., 2000; MAGNANI et
al., 2014a), essa informagao explica a maior degradagdo do AC observada
neste estudo em pH 7,4.

Para integrar a solugdo receptora juntamente com o tampéo fosfato de
sédio pH 5,5, o etanol foi selecionado por facilitar a solubilizacdo do acido
cafeico no meio, garantindo as sink conditions. Trabalhos anteriores
demonstraram que o etanol afeta menos a pele do que tensoativos, metanol ou
outros solventes. Até 50% de etanol pode ser utilizado para garantir as sink
conditions, mas acima disso pode mudar as propriedades da pele. Os
tensoativos possuem baixa pureza, sofrem variagdes dependendo do lote de
fabricacdo, além de alterarem as propriedades da pele, assim como o metanol
(MELERO et al., 2008; MELERO, 2009).

O grafico apresentado na Figura 92 mostra que a solugdo tampéo
fosfato de sdédio pH 7,4 + etanol (50:50) provocou a degradagcédo do acido
cafeico a partir de 8h de estudo. Assim, a solugcdo tampao fosfato de sddio pH
5,5 + etanol (50:50) foi a selecionada para prosseguimento dos estudos de

liberagao in vitro.
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Figura 92. Estabilidade do acido cafeico em trés diferentes tipos de solugdes
receptoras, tampao pH 5,5 + etanol (50:50); tampao pH 7,4 + etanol (50:50);
agua + etanol (50:50) ao longo de 336 h.
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5.6.2. Estudo de liberagao

Esse ensaio foi realizado no Laboratério de Tecnologia Farmaceéutica,
Universidad de Valencia, Espafia, sob financiamento BEPE Fapesp
(2016/06742-7).

O compartimento receptor da célula de Franz modificada foi completado
com solugdo tamponante de fosfato de sédio pH 5,5 com etanol (50:50).

A Figura 93 demonstra que as MPII, obtidas a partir de uma solugéo
aquosa, apresentaram uma liberagdo mais lenta e controlada que as obtidas a

partir de uma solucao hidro alcodlica, as MPI.
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Figura 93. Perfil de liberacdo do AC a partir das dispersées de MPIl e MPIl ao
longo de 104 h (Qt e Qinf sdo as quantidades cumulativas absolutas de farmaco liberadas

no momento t e tempo infinito respectivamente).

Nas primeiras 10 h de liberagao, as particulas MPI apresentaram perfil
de liberacdo ordem zero (Figura 94) e assintota da curva nas préximas horas
indica que ocorreu equilibrio entre as concentracbes das fases receptora e

doadora.
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Figura 94. Perfil de liberacdo de ordem zero do AC a partir da disperséo de

MPI nas primeiras 10 h. cm?

O modelo de ordem zero descreve a dissolugdo do ativo a partir de
matrizes que ndo desagregam e liberam o farmaco lentamente, pode ser

representada pelas equacdes 5 e 6.

Qo - Qi = Kot Equagao (5)
O rearranjo da equacgéao (5) produz:
Qi = Qo + Kot Equacéo (6)

Em que:
Q; é a quantidade de farmaco dissolvida no tempo t,
Qo é a quantidade inicial de farmaco na solug&o (a maioria vezes, Qg = 0),
Ko € a constante de liberacdo da ordem zero expressa em unidades de
concentragao/tempo.

Para estudar a cinética de liberacdo, os dados obtidos nos estudos de
liberacdo do AC in vitro foram plotados quanto a quantidade cumulativa de AC
liberada em fungdo do tempo (HADJIIOANNOU et al., 1993; NARASIMHAN et
al., 1999).

Esse modelo ordem zero descreve a dissolugdo do farmaco de varios
tipos de formas farmacéuticas de liberacdo modificada, tal como em alguns

tipos de sistemas transdérmicos, bem como em matriz com ativos de baixa
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solubilidade, sistemas osmaticos, etc. (LIBO & REZA, 1996; FREITAS &
MARQUETTI, 2005, DASH et al., 2010).

A Figura 95 mostra que o perfil de liberacdo de Power ndo se ajustou
bem para as MPI, no entanto a Figura 96 comprova que esse modelo descreve

perfeitamente o perfil de liberagcdo controlada das MPII.
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Figura 95. Perfil de liberacdo de Power ndo ajustado do AC a partir da
dispersédo de MPI (Qt e Qinf sdo as quantidades cumulativas absolutas de farmaco

liberadas no momento ¢t e tempo infinito respectivamente).
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Figura 96. Perfil de liberacdo ajustado para Power do AC a partir da dispersao
de MPII (Qt e Qinf sdo as quantidades cumulativas absolutas de farmaco liberadas no

momento t e tempo infinito respectivamente).

O modelo matematico de Power, definido por Peppas (1985),

representado pela equacgéo (7), foi utilizado por ser muito versatil.

et _ n ~
Qnr = kx*t Equacao (7)

Qt e Qinf sdo as quantidades cumulativas absolutas de farmaco
liberadas no momento t e tempo infinito respectivamente, k € uma constante
que inclui caracteristicas geométricas do dispositivo e n é o expoente de
liberacdo, indicativo do mecanismo de liberacdo do farmaco. Um caso especial
do mesmo é a relagdo de Higuchi, em que n = 0,5 que pode ser usada para
facilitar as comparacoes.

Através da curva do perfil de liberagao de Power do AC a partir das MPII
foi possivel calcular alguns parametros de liberagdo. O valor de Kd (ug/cm?/h)
= 0,1249, que indica o valor da constante de velocidade que rege o processo,
foi retirado a partir do valor de a da curva. O valor de n = 0,4570, que € um
expoente de liberagado difusional, foi retirado a partir do valor de b da curva.
Segundo Berrozpe et al. (2013), valores de 0,43 < n < 0,5 sdo indicativos de
que o processo de liberagcédo esta governado por intumescimento ou erosao da

matriz.
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O coeficiente de determinacdo, também chamado de r?, € uma medida
de ajustamento de um modelo estatistico em relagdo aos valores observados.
O r? varia entre 0 e 1, indicando, em percentagem, o quanto o modelo
consegue explicar os valores observados. Quanto maior o r?, mais explicativo é
modelo, melhor ele se ajusta a amostra. No caso, o r* do modelo de Power é
0,9927, isto significa que 99,27% da variavel dependente consegue ser
explicada pelos regressores presentes no modelo.

A regressdao nao linear foi realizada por meio do software
Sigmaplot®10.0. A qualidade do ajuste foi avaliada pela correlacdo entre
valores experimentais e valores preditos pelo modelo. O intervalo de confianga
(a = 0,05) foi considerado para os parametros a fim de tirar conclusées sobre
0s mecanismos de liberacéo.

A Figura 97 demonstra o perfil de liberacdo do AC a partir dos filmes de
MPI e MPIl ao longo de 104 h, confirmando que o filme de MPII, apresenta

liberacdo do AC mais lenta e controlada quando comparado ao filme de MPI.
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Figura 97. Perfil de liberagdo do AC a partir dos filmes de MPI e MPII por 104 h
(Qt e Qinf sdo as quantidades cumulativas absolutas de farmaco liberadas no momento ¢ e

tempo infinito respectivamente).

Nas primeiras 10 h de liberacdo, o filme contendo particulas MPI
apresentou perfil de liberagdo ordem zero (Figura 98) e apds 48h a assintota
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da curva indica que ocorreu equilibrio entre as concentracbes das fases
doadora e receptora. A Figura 99 demonstra que o perfil de liberacdo de Power
ndo se ajustou bem para o filme contendo as MPI, no entanto, a Figura 100
comprova que esse modelo descreve perfeitamente o perfil de liberagcédo
controlada do filme de MPII.

Esses resultados sdo condizentes com os encontrados para o perfil e
liberagcdo das emulsdes contendo MPI e MPII (Figuras 101 a 104).
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Figura 98. Perfil de liberagdo de ordem zero do AC a partir do filme de MPI nas
primeiras 10 h.
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Figura 99. Perfil de liberacdo de Power n&o ajustado do AC a partir do filme de
MPI (Qt e Qinf sdo as quantidades cumulativas absolutas de farmaco liberadas no momento t

e tempo infinito respectivamente).
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Figura 100. Perfil de liberagdo ajustado para Power do AC a partir do filme de
MPII (Qt e Qinf sdo as quantidades cumulativas absolutas de farmaco liberadas no momento t

e tempo infinito respectivamente).
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Figura 101. Perfil de liberacdo do AC a partir das emulsées de MPI| e MPIl ao

longo de 104 h (Qt e Qinf sdo as quantidades cumulativas absolutas de farmaco liberadas

no momento t e tempo infinito respectivamente).
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Figura 102. Perfil de liberagdo de ordem zero do AC a partir das emulsdes de

MPI nas primeiras 10 h.
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Figura 103. Perfil de liberagdo de Power ndo ajustado do AC a partir das
emulsdes de MPI (Qt e Qinf sdo as quantidades cumulativas absolutas de farmaco

liberadas no momento t e tempo infinito respectivamente).
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Figura 104. Perfil de liberacdo ajustado para Power do AC a partir das
emulsdes de MPIl (Qt e Qinf sdo as quantidades cumulativas absolutas de farmaco

liberadas no momento ¢t e tempo infinito respectivamente).

O estudo do perfil de liberagdo in vitro da substancia em estudo € uma

etapa importante na caracterizagdo de sistemas de liberagdo, pois permite
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avaliar os parametros tecnolégicos em relagdo as formulagdes convencionais.
O perfil de liberacao esta diretamente relacionado com a distribuicdo do
farmaco na matriz polimérica e, portanto, depende diretamente das
caracteristicas fisico-quimicas do ativo e dos componentes da matriz polimérica
em que esta associado (BARBASSA, 2014).

Microesferas porosas, como as MPI apresentam elevada area
superficial, permitindo o maior contato com o meio e levando ao aumento
consideravel na velocidade de liberacdo em todos os sistemas de liberagcéo
(YANG et al.,, 2000). O farmaco liberado nas primeiras horas pode estar
localizado na superficie ou nas camadas mais externas da particula e, desse
modo, a pequena distancia difusional existente entre a sua localizacdo e o meio
pode ter conduzido a liberagdo mais rapida (FREIBERG & ZHU, 2004). Ja as
MPII, que s&o menos porosas, possuem uma superficie mais lisa e uniforme,
conseguiram controlar melhor a liberacdo do AC em todos os sistemas, seja na
dispersao aquosa das MP, filme ou emulséo, conforme pode ser observado na
Figura 105.
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Figura 105. Porcentagem de liberagédo das formulag¢des contendo AC.
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Estudos prévios de liberacdo de uma emulsdo e um filme contendo a
mesma concentracdo de 0,5%, ou seja, 5 mg/mL de acido cafeico em sua
forma livre mostraram que o perfil cinético de liberagao em oito horas de estudo
segue o modelo de Higuchi (SPAGNOL et al., 2017), que descreve a liberagéo
de ativos por um processo de difusdo (MONTEIRO et al., 2007). Em oito horas
de liberagdo a emuls3o liberou 900 pg/cm? e o filme 1100 pg/cm? de AC e ap6s
esse tempo n&o ocorreu aumento da liberagdo (SPAGNOL et al., 2017). No
presente trabalho, comparando o mesmo periodo de 8 h, a emulsdo de MPI
liberou 815,9 ug/cm?®de AC e a de MPII liberou 743,1 pug/cm?. Ja o filme de MPI
liberou 884,3 ug/cm? e o de MPII liberou 637,4 ug/cm?. Assim, as quantidades
liberadas em todas as formulagcbes sao inferiores quando o AC se encontra
internalizado na microparticula de quitosana, indicando que a encapsulacao
promove uma reducao na velocidade de liberagao.

Pela quantidade de ativo liberado nas 8 h, tanto na emulsdo quanto no
filme, a MPI apresenta valores absolutos superiores quando comparada com a
MPII. Além disso, decorridas as 8h iniciais do experimento, ocorreu um
aumento na quantidade de ativo liberada até 104 h, sendo que a emulsao de
MPI liberou 2.350,8 ng/cm? de AC e a de MPII liberou 1.934,8 ug/cm?. Ja o
filme de MPI liberou 2.205,2 pg/cm? e o de MPII liberou 1.975,7 pg/cm?. Assim,
o objetivo das microparticulas para estender o periodo e modificar cinética de
liberacao foi atendido.

Como a concentragédo antimicrobiana do AC encontrada nesse trabalho
variou de 375 a 1500 pg/mL dependendo dos microrganismos testados e a
antioxidante variou de 0,37 a 41,11 ug/mL, comprova-se que as concentragdes
de AC liberadas seguramente apresentam atividade. A concentragdo maxima
de AC testada por Magnani et al., 2014b (1140 pg/mL) ndo atingiu 50% de
morte celular em células HaCat, podendo-se afirmar que o AC é seguro nas
condicdes testadas, podendo ser aplicado em produtos de uso topico.

Um estudo realizado por Mittal et al. (2013) mostrou que as nano e
microparticulas tendem a penetrar mais profundamente no foliculo piloso do
que os farmacos néo encapsulados. Assim, a possibilidade de aplicagdo de um

produto na pele que promova o acumulo das microparticulas no foliculo piloso
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e libere o ativo estendendo sua atividade por até 104 h parece ser bastante
promissora (SPAGNOL et al., 2018).

5.7. Avaliagao da permeacgao in vitro do AC

Esse ensaio foi realizado no Laboratério de Tecnologia Farmaceéutica,
Universidad de Valencia, Espafa sob financiamento BEPE Fapesp
(2016/06742-7).

Esse teste se faz necessario para produtos cosméticos que visam atingir
a camada cornea, epiderme, e preferencialmente a derme, porém néo é
desejavel que atinjam os vasos sanguineos em concentragdes significativas
para provocar efeitos sistémicos. Além disso, analisar o perfil e a velocidade
com que a substancia permeante atravessa as camadas da pele também é
interessante no desenvolvimento de um sistema de liberagao controlada.

A fim de verificar uma possivel influéncia dos constituintes das
microparticulas (quitosana e polissorbato 80) na permeagédo do acido cafeico,
foram realizados trés controles em solugdo tampao fosfato (pH 5,5) com etanol
(50:50), sendo que o primeiro controle era apenas com acido cafeico; o
segundo foi uma solugdo de acido cafeico e quitosana; e o terceiro, uma
solucao de acido cafeico, quitosana e polissorbato 80. Todos contendo AC a 5
mg/mL. Os valores de fluxo do AC através da epiderme (J), o coeficiente de
permeabilidade (Kp) e tempo de laténcia (TI) obtidos nas diferentes condigdes
estdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20. Parametros cinéticos de permeacido epidérmica do AC nos

controles.
J (ug/cm?/h) Kp (cm?/s) Tl (h)
AC 5,50 + 0,46° 3,13x 107 +2,66x 10°° 1,78 +0,34°
AC +Q 503+0,74% 2,79x 107 +4,13x 108" 1,17 +1,80°

AC+Q+T 6,17+0,48% 3,40x107 +2,68x 108" 1,05+ 1,11°¢

J: Fluxo do permeante através da epiderme; Kp: coeficiente de permeabilidade; Tl: tempo de

laténcia; AC: solugdo de Acido Cafeico; AC + Q: solucdo de &cido cafeico e quitosana;
a,b,c,

AC+Q+T: solugédo de acido cafeico, quitosana e Tween 80. : letras iguais indicam valores

estatisticamente iguais.
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Os valores apresentados demonstram que nao ocorreu diferenga
estatisticamente significativa nos valores de fluxo, coeficiente de
permeabilidade e tempo de laténcia entre os controles, indicando que a
quitosana e o polissorbato 80 ndo afetam esses parametros cinéticos.

A Figura 106 mostra o perfil de permeacao in vitro do AC nas solugdes
controle. Os resultados comprovam que nao ocorreu relagao entre o coeficiente
de permeabilidade e a atividade termodinamica do AC nesses veiculos, uma

vez que ha um imbricamento entre os valores de desvio padrdo das curvas.
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Figura 106. Perfil de permeacgdo (meédia + desvio padrdo) do AC através da

epiderme a partir de diferentes controles AC: solu¢do controle de acido cafeico;

AC + Q: solugao controle de acido cafeico e quitosana; AC+Q+T: solugao

controle de acido cafeico, quitosana e polissorbato 80.

As Figuras 107 a 109 demonstram o Perfil de permeagédo (média +
desvio padréo) do AC através da epiderme a partir das dispersdes, filmes e
emulsdes contendo MPI e MPII.
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Figura 107. Perfil de permeacgédo (média + desvio padrdo) do AC atraves da
epiderme a partir da MPI e da MPII.
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Figura 108. Perfil de permeacgédo (meédia + desvio padrdo) do AC atraves da
epiderme a partir do filme com MPI e do filme com MPII.
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Figura 109. Perfil de permeacgédo (média + desvio padrdo) do AC através da
epiderme a partir da emulsdo com MPI e da emulsdo com MPII.
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A Tabela 21 apresenta os parametros cinéticos de permeacéao
epidérmica do AC obtidos a partir das microparticulas MPIl e MPII incorporadas
em uma dispersdo aquosa, filme e emulsdo. Como o coeficiente de
permeabilidade € um parametro avaliado apenas para solucdes de liberagao
imediata, ele ndo foi calculado para as formulagbes contendo microparticulas
de AC.

Tabela 21. Parametros cinéticos de permeagao epidérmica do AC

microparticulado nas formulagdes.

J (ug/cm?/h) Tl (h)
Dispersao MPI 4,28 +0,73 2,33 +£0,50
Dispersao MPII 3,37 £ 0,53 2,46 £ 0,81
Filme MPI 3,16 £ 0,75 3,29 £ 0,59
Filme MPII 2,15+ 0,63 3,59 +£ 0,22
Emulséo MPI 2,52+ 0,53 2,88 £ 0,92
Emulséo MPII 0,92 +0,24 4,04 £ 0,28

J: Fluxo do permeante através da epiderme; Tl: tempo de laténcia; MP: Microparticula.

Foi observado aumento do tempo de laténcia e redug¢ao no fluxo de AC
nesta ordem: disperséo, flme e emulsdo. Em todas as formulagdes (disperséo,
filme e emulsdo) foi observado que o fluxo foi menor e o tempo de laténcia foi
maior para as MPIlI do que para as MPI (Figuras 107 a 109), indicando uma
similaridade entre o perfil de permeacdo e de liberacdo, em que as MPII
apresentaram uma liberacdo mais lenta e controlada do AC quando
comparadas com as MPI.

A técnica de heat separation utilizada para o preparo das peles utilizadas
nesse experimento proporciona a separacao entre as camadas da epiderme e
derme, uma vez que o calor quebra as ligagdes que as mantém unidas e é por
isso que elas podem ser facilmente separadas.

Supde-se que quando a substancia atravessa o estrato corneo pode se
espalhar para as camadas viaveis mais profundas e em seguida para o
sangue. Ou seja, se uma dose é aplicada a um creme, uma vez que a dose &
atingida em todas as camadas da pele, ela para de permear. Se queremos um
nivel continuo permeacao, entdo se utiliza um sistema de liberagao controlada,

que libera a mesma dose continuamente ao longo do tempo.
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De acordo com estudos de citotoxicidade realizados por Magnani et al.
(2014b) em células HepG2, a concentragéo de 781,8 ug/mL foi a que causou
50% de morte celular. Ja nos estudos realizados com células HaCat, mesmo a
concentragcdo maxima de AC utilizada (1140 pg/mL) ndo foi capaz de matar
50% das células. As concentragdes permeadas que atingiram a fase receptora
foram suficientemente elevadas para apresentar atividade antioxidante nas
camadas mais profundas da pele sem provocar citotoxicidade.

Mittal e colaboradores (2013) verificaram que nanoparticulas foram os
veiculos ideais para liberacdo de substéncias via transfolicular ja que elas séo
capazes de penetrar mais profundamente nos foliculos pilosos do que os
farmacos em solucédo. Assim, as particulas tendem a permanecer no foliculo e
liberar os ativos nela contidos ao longo do tempo nas camadas viaveis da pele.

A estratégia de utilizar sistemas estruturados em escala nano ou micro
também foi utilizada por Mathes et al. (2016) e verificaram que formulagdes
baseadas em nanotecnologia forneceram uma estratégia viavel para entrega
mais eficiente de farmacos ao foliculo piloso. Além disso, se apresentaram
como uma maneira de minimizar os efeitos adversos dos glicocorticéides
potentes, oferecendo liberagdo de maneira controlada.

Assim, esse estudo forneceu uma perspectiva positiva para que sejam
realizados futuros estudos de retencdo transepidérmica do AC a fim de
confirmar a maior afinidade das microparticulas ao foliculo piloso e a

concentracdo mais elevada do ativo nas camadas mais profundas da pele.
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6. CONCLUSAO

v Acido cafeico mostrou atividade antioxidante significativa.
Especialmente na captura de 02" e HOCI/OCI" que sao relevantes nos
processos de sinalizag&do e defesa do organismo.

v" Promissor como agente antimicrobiano, de modo a atender a
crescente demanda por substancias que substituam ou reduzam as
concentragdes de antimicrobianos classicos.

v" O desenvolvimento da emulsdo e da preparagdo cosmética em
filme evidenciou que esta € uma etapa crucial na execucido de um
trabalho, visto escolha das matérias primas de maneira nao criteriosa
pode comprometer todo o planejamento da pesquisa. Assim, foi possivel
obter formulagdes compativeis com as microparticulas em estudo e que
tivessem aspecto sensorial e caracteristicas fisico quimicas o mais
adequadas possiveis.

v" Os resultados mostraram que o spray drying € um método
eficiente para obtencdo de MP de quitosana contendo AC, produzindo
microestruturas de 1 a 5 ym de diametro. As MP oriundas de solugao
aquosa demonstraram-se esféricas e com superficie lisa, ideal para
liberagdo controlada, ja as oriundas de solugdo hidroalcodlica
apresentaram-se porosas e com material residual ndo internalizado.

v Esse resultado foi condizente com o perfil de liberagdo e
permeagcdo ja que as MP obtidas a partir de solugdo aquosa
apresentaram liberagdo e permeacdo mais lenta e controlada que as
obtidas a partir de solugdo hidroalcodlica. Assim, conclui-se que o
meétodo de producdo e composicao das microparticulas influi no perfil de
liberacdo do acido cafeico, por tanto, todas as condigdes de producao

devem ser estreitamente controladas.

Os resultados mostraram-se promissores em relagdo a proposta de
desenvolvimento de formulagdes contendo AC como um ativo multifuncional

veiculado em microparticulas (MP) de quitosana destinadas a aplicagao facial.
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