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RESUMO

O acido ascorbico (AA), conhecido como vitamina C, € vital para o funcionamento das
células e isso é particularmente evidente no tecido conjuntivo, pois € co-fator de duas
enzimas essenciais na biossintese do colageno, a lisil e prolil hidroxilase. Aumenta a
absorcéo de ferro e através de sua capacidade antioxidante protege as células e tecidos
contra os danos oxidativos provocados pelos radicais livres e espécies reativas de
oxigénio. No entanto, o AA quando incorporado em sistemas para 0 uso tépico é instavel
€ por isso, € necessario que seja avaliada a sua estabilidade quimica. Este trabalho teve
como objetivo desenvolver sistemas que auxiliem na estabilidade do AA, e para a
avaliacdo da sua estabilidade quimica, foram propostos meétodos de quantificacdo
aplicados ao longo do tempo. Foram utilizados trés métodos para a determinacédo e
guantificacdo do AA, dois métodos titulométricos, que utilizam o NBS e o I0ODO como
agentes titulantes e o método de inibicdo do radical DPPH (MIR), todos de baixo custo e
facil reprodutibilidade. Também foram realizados os ensaios in vitro de liberacao,
permeacao e retencdo cutanea para avaliar a eficacia do sistema que melhor auxiliou na
manutencdo da estabilidade quimica do AA ao longo do tempo. Foram preparados
sistemas binarios constituidos por propilenoglicol e agua, sistemas contendo agregados
supramoleculares (microemulsdes e sistemas liquido cristalinos) e sistema emulsionado,
e todos os sistemas foram adicionados de AA a 1%. Dentre os métodos de escolha o
MIR foi validado por ser eficiente na quantificacdo de todos os sistemas propostos,
diferentemente dos métodos titulométricos, que nao foram adequados para os sistemas
contendo agregados supramoleculares. O AA presente nos sistemas binarios e sistemas
contendo agregados supra moleculares foi determinado e, estes sistemas mostram-se
menos efetivos em relagdo ao sistema emulsionado O/A, que apresentou maior
capacidade de manutencdo da estabilidade do AA, com 63,98% de teor do ativo ao
longo de 90 dias. Os sistemas binarios mostram que a capacidade de manutengéo
depende da proporcdo entre agua e propilenoglicol sendo o sistema S2 (75% agua e
25% propilenoglicol) o que apresentou os melhores resultados. Os sistemas contendo
agregados supramoleculares ndo foram eficientes e, isto pode ser explicado pela sua
transparéncia o que favoreceria a oxidagédo do AA. O sistema emulsionado contendo AA
foi avaliado quanto a liberacdo, permeacdo e retencdo cutanea in vitro do ativo,
apresentando baixa taxa de liberacdo, permeacao e maior taxa de retencao na pele.

Palavras-Chave: Estabilidade, Acido ascoérbico, Vitamina C, Liberacdo, Permeacéo

e Retencdo Cutanea



ABSTRACT

Ascorbic acid (AA), known as vitamin C is vital to the functioning of cells and this is
particularly evident in the tissue, it is a cofactor for two essential enzymes for the
biosynthesis of collagen, the lysyl and prolyl hydroxylase. Increases iron absorption
and by its antioxidant protects cells and tissues against oxidative damage caused by
free radicals and reactive oxygen species. However, when the AA incorporated into
systems for topical use is unstable and therefore it must be evaluated their chemical
stability. This study aimed to develop systems that aid in the stability of AA, and to
evaluate their chemical stability, have been proposed quantification methods applied
over time. Three methods were used for the determination and quantification of AA,
two titrimetric methods, using NBS and iodine agents as titrants and method of
inhibiting the radical DPPH (MIR), all of low cost and easily reproduced. Were also
performed in vitro release, permeation and skin retention to evaluate the
effectiveness of the system that best helped in maintaining the AA chemical stability
over time. Binary systems were prepared consisting of propylene glycol and water
system containing supramolecular aggregates (microemulsions and liquid crystalline
systems) and emulsified system, in all systems were added 1% of AA. Among the
methods of choice has been validated by the MIR to be effective in the quantification
of all the systems proposed, unlike titrimetric methods, which are not suitable for
systems containing supramolecular aggregates. The AA present in binary systems
and systems containing molecular aggregates was determined above, and these
systems have been less effective in relation to the emulsified system O/A, which
showed greater ability to maintain the stability of AA with 63.98% content active
throughout the 90 days. The binary systems show that depends on the capacity
maintenance ratio of water and propylene glycol and the system S2 (75% water and
25% propylene glycol) which showed the best results. Systems containing
supramolecular aggregates were not efficient and this can be explained by its
transparency, which would favor the oxidation of AA. The emulsified system
containing AA was evaluated for the release, skin permeation and retention in vitro of

the active, has low rates of release, permeation and higher retention rate in the skin.

KeyWords: Stability, Ascorbic Acid, Vitamin C, Skin permeation and retention
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1 INTRODUCAO

O &acido ascorbico (AA), também conhecido como vitamina C, esta envolvido
em importantes processos metabolicos do corpo humano, como na formacéo de
hidroxiprolina, hidroxilisina, adrenalina, serotonina, 4cido homogentisico e carnitina.
Além disso, é co-fator enzimatico e participa de processos de oxidorreducao,
aumentando a absorcéo de ferro e auxiliando na inativacéo de radicais livres (PADH,
1991). No entanto, essa vitamina nao pode ser sintetizada pelos seres humanos e
por isso, necessitam obté-la por fontes externas (TSUMURA et al, 1993).

Nas ultimas décadas, surgiram relatos dos beneficios do uso do AA em
cosméticos. O AA, aplicado topicamente é capaz de minimizar a resposta
inflamatdria da pele quando exposta a luz solar e tem sido usado como clareador
cutaneo, inibindo a tirosinase. E essencial para formacdo das fibras de colageno na
derme. Tem baixo custo em relacdo a seus derivados existentes no mercado, o que
o torna interessante para o uso em produtos de uso topico, ja que estes mesmos
derivados tem eficiéncia questionada, pois, ndo demonstram atividade maior do que
0 préprio AA. Ressalta-se que as propriedades do AA em produtos cosméticos nao
sdo totalmente conhecidas, sendo necessario maior aprofundamento nos estudos
para melhor aproveitamento de suas funcbes em cosmeéticos (GAREWAL &
DIPLOCK, 1995; TSUMURA et al, 1993)

Quando o AA é incorporado em formulagbes é necessario garantir a sua
estabilidade quimica, bem como estudar a eficacia do produto acabado (MAIA
CAMPOS et al., 2000; SILVA et al., 2001; ANVISA, 2001).

Por ser instavel, varios derivados foram criados para que se contornasse o
problema da rapida oxidacdo. Em alguns casos, a estabilidade quimica foi
alcancada, mostrando-se efetivos para o uso oral, porém, de pouco valor na melhora
das caracteristicas esperadas por sua aplicacdo na pele. Outros derivados como,
por exemplo, o ascorbil 6-palmitato ndo foi capaz de atravessar o estrato corneo, o
gue mostra a necessidade do desenvolvimento de sistemas que auxiliem na
manutencdo da estabilidade do &cido-L-ascorbico, ou que o disponibilizem em sua
forma ativa na pele (WEBER et al., 2009; PINNELL et al., 2001).

As formas de manipulacdo e processamento, as condi¢cdes de estocagem e

de embalagem, presenca de oxigénio, luz, catalisadores metalicos, enzimas e pH
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sdo fatores que podem estar relacionados com a degradacdo do AA (TANAKA,
2007; ZERDIN et al., 2003).

Devido a grande possibilidade de diversos interferentes influenciarem
estabilidade do AA, é necessério 0 uso de sistemas adequados para a veiculagéo do
mesmo. Dentre as estratégias de veiculagdo encontram-se 0s sistemas binarios
contendo propilenoglicol (PG) e agua em diferentes concentracdes, as emulsdes e
0s sistemas contendo agregados supra moleculares do tipo microemulsdes ou
nanoemulsdes e os sistemas liquido cristalinos) (HOLEGAARD e MOLLGAARD,
1985).

Estudos sobre a permeacédo cutanea de farmacos e substancias ativas de
aplicacdo cosmética sdo extremamente importantes na elaboracdo de formas
cosméticas/farmacéuticas de liberacdo dérmica e transdérmica (LEVEQUE et al.,
2003). A pele desempenha muitas fungbes, mas, em relacdo a permeacdo cutanea
humana, a funcdo mais importante é a de protecado ou barreira (FORSLIND et al.,
1997). O local da pele conhecido como “zona barreira” € representada por trés
distintas camadas, 0 estrato corneo, a epiderme viavel, e a derme, além da rede de
capilares sanguineos, foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas (CHIEN,
2005).

A denominacdo permeacdo percutdnea de substancias, em um sistema
transdérmico ou em preparacdes dermatolédgicas, representa o caminho que estas
substancias irdo percorrer através das camadas da pele até atingirem a corrente
sanguinea. Em preparacfes dermatoldgicas, embora seja importante que o farmaco
ou ativo penetre além da superficie, normalmente ndo se deseja que 0S mesmos
alcancem a circulagéo sistémica (JATO, 1997).

Métodos para determinar a penetracdo e absorcdo de substancias ativas
através da pele podem ser divididos em duas categorias: in vivo e in vitro. As
vantagens dos métodos in vitro sobre os métodos in vivo sdo as possibilidades de se
poderem fazer varias replicatas das andlises, podem-se administrar varias condi¢cdes
do estudo e, além disso, sdo de mais facil realizacdo. Como limitacdes, existe a
dificuldade de obtencdo das membranas (usando pele humana), dificuldades na
armazenagem, altos custos e a possivel variabilidade da permeacédo e, além disto,
as condi¢des da circulagdo sanguinea podem nao ser reproduzidas totalmente, néo
considera o efeito de possiveis degradacfes e separacdes do estrato corneo do

resto da epiderme e nem a ocorréncia de mudancas fisiolégicas e anatémicas,
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inevitaveis, devido a auséncia da circulacdo sanguinea (ALLEN et al., 2007; CHIEN,
2005; VENTER et al., 2001).

Para a avaliacao das preparacdes de uso dermatoldgico, a literatura cientifica
relata o uso de estudos de permeacdo e retencdo cutanea, in vitro, utilizando a
‘célula de difusdo ou de Franz” (FRANZ, 1975, 1978). O sistema de difusdo de
Franz € bastante utilizado devido ao seu baixo custo, boa reprodutibilidade dos
resultados e realizacdo em pequeno espaco de tempo, comparativamente a outras
técnicas (LEVEQUE et al., 2003).

S&o0 usadas para os testes de permeacdo cutanea peles de porco devido a
sua similaridade com a pele humana em termos de morfologia e caracteristicas de
permeabilidade (caracteristicas morfolégicas e funcionais semelhantes a pele
humana) (OECD, 2004). As fibras elasticas na derme, as enzimas presentes na
epiderme, o tempo de turnover do tecido epidermal, as proteinas queratinicas e a
espessura da epiderme da pele de porco sdo caracteristicas de similaridade com a
pele humana, havendo diferencas, no entanto, em relacdo a constituicdo do tecido
gorduroso e na vascularizacdo das glandulas cutaneas.

A determinagéo quantitativa do AA em formulagbes tem sido um problema
para indastrias cosmeéticas e o setor magistral, ja que testes quantitativos séo
exigidos apenas em lotes piloto, no caso das inddstrias de cosméticos, ou seja,
métodos de baixo custo podem ser alternativos para que a determinacao quantitativa
de substancias como o AA passem a ocorrer em todos os lotes de producdo. Essa
necessidade despertou interesse em estudos de novas metodologias, que sejam
mais especificas, sensiveis e exatas. Diante de tantas variaveis interferentes durante
0 processo de manipulacdo, armazenamento e consumo de produtos contendo AA,
torna-se necessario o dominio de técnicas especificas para sua determinagdo nos
sistemas em que for veiculado, além de permitir avaliar a permeacgéo e retencao
cutanea in vitro do AA (LORAY, 1999).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PELE

A pele é o principal tecido protetor do corpo, uma fronteira ativa entre o
organismo e o ambiente. Ndo somente controla a perda de fluidos, mas também
evita a penetracdo de substancias estranhas, nocivas, radiacbes e atua como um
amortecedor frente a golpes mecanicos e também regula a perda de calor e
transmitem os estimulos que chegam a ela (WELLS et al, 2004). Corresponde a
aproximadamente 5,5% da massa corporal, sendo assim considerado o maior 6rgao
do corpo humano. E composta por trés camadas de tecidos, a epiderme a derme e a
hipoderme (WELLS et al, 2004;GOLDSMITH, 1990; LEONARDI, 2004).

A epiderme é formada por um epitélio pavimentoso estratificado, que é
sustentada e nutrida por uma camada espessa e resistente de tecido conjuntivo,
denso e fibroelastico, denominado derme (JUNIOR, 2006). E formada por quatro
tipos celulares: os queratindcitos, os melandcitos, as células de Langerhans e as
células de Merckel (WELLS et al, 2004).

A derme € uma camada muito vascularizada que possui arteriolas e vénulas,
por onde circula o sangue e também possui numerosos receptores sensoriais, sendo
ligada aos tecidos subjacentes, por uma camada de tecido conjuntivo frouxo,
denominada hipoderme, que contém quantidade variavel de tecido adiposo
(JUNIOR, 2006).

Com o conhecimento da fisiologia da pele ocorreu um maior interesse no uso
de vitaminas em preparacdes cosmeéticas. As vitaminas sdo substancias organicas
indispensaveis para a manutengéo das fun¢des metabadlicas dos seres vivos. Atuam
em reacdes bioquimicas como co-fatores enzimaticos (PAOLA et al., 1998)

Para o tratamento de doencas ocasionadas pela falta de vitaminas, e/ou
prevencao de sinais de envelhecimento ou ainda para o combate aos radicais livres,
as vitaminas podem ser utilizadas como suplementacéo de uso oral (PAOLA et al.,
1998).

Pesquisas com animais e humanos, onde foram avaliadas a penetracao
topica das vitaminas, indicaram que € possivel obter maiores niveis de concentracdo

de certas vitaminas, como a vitamina c, na pele do que quando administradas por



20

via oral, podendo exercer, também, determinada acdo farmacodinamica (PAOLA et
al., 1998).

Na area cosmeética, especificamente, as vitaminas tém despertado grande
interesse em funcdo de suas propriedades, regeneradoras de tecidos, antioxidantes
e protetora contra os danos causados pelos raios ultravioletas que levam ao
envelhecimento cutaneo precoce e o controle na queratinizacdo e melanogénese
(MAIA CAMPQOS, 2000; PAOLA et al., 1998)

2.2 ENVELHECIMENTO CUTANEO

O envelhecimento € um processo complexo que representa um desgaste
biolégico em nivel celular, resultando em diminuicdo da capacidade de realizar
funcdes normais e na diminui¢do de renovacao celular (YAAR e GILCHREST, 2001).
Harman em 1981 definiu o envelhecimento como a perda da funcionalidade e da
perda da capacidade de se adaptar ao estresse. Fatores genéticos (intrinsecos) e
ambientais (extrinsecos) sao responsaveis pelo processo de envelhecimento
(HAHHIEW et al., 2000).

Os fatores intrinsecos ocorrem em todos 0s 0rgdos e sdo geneticamente
determinados. Sao espécies-especificos e 0Orgaos-especificos, ocorrendo em
diferentes taxas nas diferentes espécies e 6rgdos (HADSHIEW et al., 2000). J& os
fatores extrinsecos sdo representados principalmente pela exposi¢do a radiacdo UV
que contribui significativamente para o envelhecimento prematuro da pele, pelo
cigarro que contém em sua fumaga uma substéncia quimica conhecida como
benzopireno que atua fortemente no DNA modificando as bases de guanina, pelo
uso excessivo de alcool e pela poluicdo ambiental (carros, industrias, queimadas,
substancias quimicas langadas no meio ambiente sem controle) (HADSHIEW et al.,
2000, TAGAMI, 2008., MENON et al, 2009).

O metabolismo celular normal produz radicais livres e podem ter um aumento
em sua producdo se expostos aos fatores extrinsecos como a radiacdo UV. O
estresse oxidativo pode levar a varios danos ndo somente ao DNA gendmico, mas
também pode reduzir a capacidade respiratéria mitocondrial e com o passar dos
anos, devido ao efeito cumulativo causa danos ao DNA (HADSHIEW et al., 2000.,
YAAR e GILCHREST, 2001., MENON et al., 2009).
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A formacdo de radicais livres in vivo ocorre via acdo catalitica de enzimas,
durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo
celular e pela exposicao a fatores exdgenos. Contudo, na condi¢do de pré-oxidante
a concentracdo desses radicais pode aumentar devido a maior geracdo intracelular
ou pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes (CERUTTI, 1991,1994). O
desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na inducao de
danos celulares pelos radicais livres tem sido chamado de estresse oxidativo (SIES,
1993). A ocorréncia do estresse oxidativo moderado, frequentemente é
acompanhada do aumento das defesas antioxidantes enzimaticas, mas a producao
de uma grande quantidade de radicais livres pode causar danos e morte celular
(ANDERSON, 1996).

Ao longo dos anos a pele se torna menos hidratada, eventualmente
pigmentada, com rugas finas, sinais de flacidez e aumenta o numero de neoplasmas
benigno. Outra mudanca dérmica é a diminuicdo das fibras colagenas que torna a
pele mais fina. Ap6s a menopausa ocorre uma rapida diminuicdo dos niveis de
colageno na pele e na massa 0ssea, sugerindo que o estrogeno influéncia na
sintese de colageno tanto na pele quanto na massa 6ssea (YAAR e GILCHREST,
2001).

Cada vez mais estratégias para que se mantenha a pele mais saudavel e com
aparéncia mais jovem, atenuando assim os efeitos do envelhecimento, tem sido
sugerido (MENON et al.,, 2009). A utlizacdo de compostos antioxidantes
encontrados na dieta ou mesmo sintéticos € um dos mecanismos de defesa contra
os radicais livres que podem ser empregados nas industrias de alimentos,
cosmeticos, bebidas e também na medicina, sendo que muitas vezes 0s proprios
medicamentos aumentam a geracao intracelular desses radicais (DOROSHOW,
1983; HALLIWELL et al., 1995; WEIJL et al., 1997).

Segundo a ABIHPEC, 2011, os produtos antienvelhecimento vém sendo cada
vez mais valorizados nos ultimos anos, uma tendéncia que se firma, principalmente
para o publico a partir dos 30 anos - marco do inicio do uso destes produtos. Dentre
os produtos antienvelhecimento destacam-se aqueles que possuem ativos

antioxidantes em sua composicao.
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2.3 VITAMINA C

A vitamina C foi isolada e caracterizada primeiramente por Szent-Gyorgyi em
1928 (SHAPIRO e SALIOU, 2001). Hirst e Haworth, em 1933, anunciaram a
estrutura quimica da vitamina C e sugeriram, em conjunto com Szent-Gyorgyi, a
mudanca do nome para acido ascorbico (AA), por inferéncia a suas propriedades
antiescorbuticas. No mesmo ano de 1933, Reichstein e colaboradores publicam as
sinteses do acido D-ascoérbico e L-ascérbico que, ainda hoje formam a base para a
producéo industrial da vitamina C. Conseguiram, também, comprovar que o &cido L-
ascorbico sintetizado possui a mesma atividade bioldgica da substancia natural.

Os seres humanos e outros primatas sao os Unicos mamiferos incapazes de
sintetizar o AA, a partir da glicose, devido a deficiéncia da L-gulono-g-lactona
oxidase, enzima envolvida na sintese do AA. Desta forma, é necessario adquiri-la na
dieta alimentar (COLVEN e PINNEL, 1996; PERRICONE, 2001; MAIA et al., 2001;
PINNELL et al., 2001; GRIFFITHS e LUNEC, 2001).

Existente em frutas citricas e em vegetais o0 AA € o antioxidante mais
abundante presente na pele (KELLER e FENSKE,1998; MAIA et al., 2001; PINNELL
et al, 2001; WEBER et al.,, 2009). Pode através de sua capacidade antioxidante
proteger células e tecidos contra os danos oxidativos provocados pelos radicais
livres e espécies reativas de oxigénio (ERO), que sao responsaveis pelos danos foto
oxidativos em &cidos nucléicos, lipidios e proteinas (GALLARATE et al., 1999).
Considerando-se que a maioria dos sinais de envelhecimento € provocada pela
radiacdo ultravioleta (UV), e por consequéncia pelos radicais livres, o uso de uma
substancia antioxidante torna-se uma estratégia atrativa para o aumento da
fotoprotecao (PINNELL et al., 2001).

A capacidade antioxidante da vitamina C esta relacionada com sua estrutura
quimica (figura 1), que devido ao seu pKa 4,25, quando esta presente em pH
fisiol6égico torna-se um mono anion, o qual pode doar um elétron para formar o
radical ascorbil e, desta forma com um elétron deslocado, pode ser facilmente
oxidado e formar o acido deidroascérbico (DHA). Tal conversao € reversivel. Essa
capacidade de transformacdo funciona como um sistema oxidorredutor capaz de
transportar hidrogénio nos processos de respiracdo (WEBER et al., 2009). As
estruturas moleculares do AA e da sua forma oxidada, acido deidroascorbico, sao

semelhantes a da glicose devido a existéncia de varios grupos hidroxila (OH)



23

préoximos uns dos outros (Figura 1). A enzima que cataliza a reacdo de oxidacdo que

origina o DHA a partir do AA é a reductase (Pires, 2008).

Figura 1. Estrutura quimica do acido ascérbico (Pires, 2008)

O acido L-ascorbico (AA) é vital para o funcionamento das células e isso &
particularmente evidente no tecido conjuntivo, durante a formacdo do colageno
(FENSKE e LOBER, 1986; YAAR e GILCHREST, 1990). Na pele, coldgenos tipos | e
[Il contribuem respectivamente com 85% a 90% e 8% a 11% do coladgeno total
sintetizado (AZULAY et al., 2003). O AA é co-fator para duas enzimas essenciais na
biossintese do colageno, a lisil e a prolil hidroxilase, duas enzimas férricas que
catalisam a hidroxilagdo dos residuos prolil e lisil nos polipeptideos colagenos, e
essas modificacdes poés-translacionais permitem a formacédo e estabilizagcdo do
coldgeno de tripla hélice e sua subsequente secre¢do no espacgo extracelular como
pro-colageno (PINNEL et al.,, 1987). O pré-colageno € entdo transformado em
tropocolageno e, finalmente fibras colagenas sédo formadas por um rearranjo
espacial espontdneo das moléculas tropocolagenas (CHAN et al.,, 1990).
Consequentemente, a hidroxilagdo € uma fase critica na biossintese de colageno,
uma vez que regula a formacao da tripla hélice, da excrecdo do pré-colageno e do
cross-linking do tropocolageno. A vitamina C, como co-fator, previne a oxidacao do
ferro e, portanto, protege as enzimas contra a auto-inativacdo (BOYERA et al.,
1998). Dessa forma, promove a sintese de uma trama colagena madura e normal
por meio da perfeita manutencéo da atividade das enzimas lisil e propil hidroxilases.
Além de atuar como importante co-fator para as enzimas ja citadas tem sido

demonstrado que a vitamina C regula também a sintese de colageno tipo | e lll,
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pelos fibroblastos dérmicos humanos. A eficiéncia do AA também se estende aos
antioxidantes lipofilicos como a vitamina E, que mesmo oxidada pode ser
regenerada pelo AA (PINNEL et al., 2001 )

Em 1994, Phillips e colaboradores demonstraram que, embora a capacidade
proliferativa e a sintese de colageno sejam idade-dependentes, o acido ascorbico é
capaz de estimular a proliferacdo celular, bem como a sintese de colageno pelos
fibroblastos dérmicos, independente da idade do paciente.

A vitamina C é uma vitamina hidrossoluvel e termolébil, no entanto oxida-se
rapidamente quando sua solugdo é exposta ao ar e, devido a essa instabilidade,
varios derivados foram criados para que se conseguisse uma maior estabilidade
para o uso tépico (WEBER et al., 2009).

A importancia de tal afirmacédo encontra-se amparado pela Camara Técnica
de Cosméticos (CATEC) que exige além de testes de efichcia e seguranca
devidamente comprovados, que sua estabilidade quimica esteja dentro de limites
compativeis com as finalidades de uso (ANVISA, 2001)

Em alguns casos a estabilidade quimica do AA foi alcancada através de seus
derivados, porém, os resultados de melhora da pele nem sempre foi alcancado. I1sso
se deve ao fato de inUmeras variaveis, dentre elas o pH, a massa molar, o veiculo
escolhido, a percentagem de AA viavel na derme, entre outros fatores, o que dificulta
o desenvolvimento de um produto para aplicacéo tépica contendo AA (PINNELL et
al., 2001). Os derivados do AA ndo mostram a mesma atividade do que o préprio, e
0s ésteres possuem atividade de vitamina C tanto menor quanto maior for o nimero
de radicais substituidos (TAKASHIMA et al., 1971). O ascorbil 6-palmitato, por
exemplo, embora penetre na pele, ndo é eficiente em sua conversao para o acido L-
ascorbico, a forma ativa da vitamina C, ja o ascorbil fosfato de magnésio (VC-PMg)
ndo é capaz de atravessar o estrato cérneo. Mesmo sendo derivados efetivos da
vitamina C para uso oral, o0s mesmos ndo substituem o acido L-ascérbico em

produtos cosméticos para aplicacao tépica (AZULAY et al., 2003).
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2.4 SISTEMAS PARA VEICULACAO DE ATIVOS

Dentre as estratégias que visam proteger os danos provocados pelos radicais
livres, a utilizacdo de substancias antioxidantes tem recebido merecido destaque. No
entanto, essas substancias devem ser capazes de permear as barreiras naturais da
pele para que os ativos tenham efeito. Uma maneira eficaz de melhorar a
biodisponibilidade cutanea dos ativos é escolher um sistema de liberacdo adequado
(BRANKA et al., 2007).

Holegaard and Mollgaard, 1985, testaram sistemas binarios contendo
propilenoglicol (PG) e agua em diferentes concentragbes. O efeito de sistemas de
solventes tais como agua e PG e a suas combinacdes binarias foram estudadas em
pele de rato e verificou-se que houve incremento do fluxo, aumentando a permeagao
de alguns ativos, sendo 0 maximo obtido com a mistura de 80% de PG. No entanto o
fluxo depende do ativo e da concentracdo de PG no sistema binario (Panchagnula et
al., 2001).

Em altas concentracbes pode ter efeito contrario e inibir o fluxo. O PG
também aumenta os coeficientes de permeacéo e de particdo. O PG pode solubilizar
a queratina do estrato corneo, ocupando os locais de ligacdo de hidrogénio (Yamane
et al., 1995).

Diversos outros sistemas contendo tensoativos, agua e diferentes fases
oleosas também tem sido estudados para a veiculacdo de ativos, tais sistemas
envolvem as chamadas emulsdes e/ou 0s possiveis agregados supramoleculares
(microemulséo e cristais liquidos) (SMITH, et al., 2000).

Os sistemas emulsionados sdo amplamente utilizados em formulacdes
destinadas a aplicacdo topica, pois sdo muitas as vantagens que oferecem sob o
ponto de vista farmacéutico e cosmético de tal forma que, colher informacdes sobre
o comportamento do AA presente nestes sistemas e possivelmente predizer o
comportamento que tal inclusdo proporciona no produto final € mais do que uma
necessidade, € uma exigéncia. Preparacdes emulsionadas sejam elas viscosas ou
ndo, tendem a ser mais aceitdveis pelos usuarios, pois sdo de facil aplicacdo e
espalhamento na pele (SMITH et al.,, 2000; FONSECA, 2007;GENARO, 2000;
ANVISA, 2001).

No entanto, as emulsbes s&o sistemas termodinamicamente instaveis,

resultado da mistura de duas fases imisciveis entre si, estabilizadas por um agente
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tensoativo emulsificante (BREUER, 1985). Tais sistemas, porém, podem ser
alterados pela temperatura e pelo tempo de armazenamento, além do transporte e
manipulagédo durante o processo de producdo (KALLIOINEN et al., 1994; ANVISA,
2004). Podem ser classificadas em O/A (6leo em agua) e A/O (dgua em 0leo),
dependendo da fase externa, continua ou também denominada dispersante
(SHARMA & SHAH, 1985). No desenvolvimento de uma emulsdo cosmeética, além
do aspecto estético da formulacdo, o delineamento das propriedades fisicas e da
estabilidade é fundamental (MOSTEFA et al., 2006). Sdo frequentemente usadas
como sistemas de liberacdo de farmacos ou de ativos cosméticos para uso topico e
consistem, normalmente em misturas complexas de uma grande variedade de
excipientes (LASHMAR e BEESLEY, 1992).

Outro aspecto a ser abordado é a possivel formacdo de agregados supra
moleculares das moléculas de tensoativos que comumente se auto-agregam na
presenca de agua formando uma rica variedade de estruturas. Sistemas com
caracteristicas isotropicas de agregados micelares podem ser formadas, enquanto
nos sistemas tensoativo-solvente em concentracdes mais elevadas, fases liquido-
cristalinas isotrépicas e anisotropicas podem existir. Esses agregados tornam-se
mais estruturados quando um material graxo ou mesmo outros componentes, como
outro tenso ativo ou um alcool de cadeia média, é adicionado ao sistema tensoativo-
agua. Dessa forma, emulsbes, microemulsbes e sistemas liquido cristalinos
liotropicos de diferentes geometrias podem ser formadas (EZRAHI et al., 1999).

A interagdo de substancias ativas com interfaces de agregados
supramoleculares de compostos anfifilicos representa um aspecto importante em
tecnologia cosmeético/farmacéutica, uma vez que estas estruturas anfifilicas podem
ser transportadoras de ativos cosméticos e farmacos (OLIVEIRA et al., 2004).

Danielsson e Lindman, em 1981, definiram microemulsbées como sistemas
formados por agua, 6leo e uma substancia anfifilica sendo opticamente isotropicas e
termodinamicamente estaveis.

As microemulsdes parecem ser ideais quando se deseja obter sistemas de
liberacdo devido as suas vantagens de estabilidade termodindmica e goticulas
muitos pequenas (5-100nm), facil preparo (baixa tenséo interfacial e quase sempre
formacao espontanea), baixa viscosidade (com comportamento newtoniano) e alta
capacidade de solubilizagdo, tanto para ativos hidrofilicos quanto para ativos

lipofilicos, podendo ser incorporados em conjunto e, em alguns casos, podem
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aumentar a absorcéo cutanea de substancias ativas (KAUR et al., 2007; BRANKA et
al., 2009).

Os cristais liquidos liotropicos, sdo misturas de moléculas anfifilicas e
solventes que, em determinadas condicdes de temperatura, pressao e
concentracOes relativas dos diferentes componentes, apresentam a formacao de
super estruturas — agregados moleculares — que se organizam no espaco e Sao
representados por mesofases lamelares, hexagonais e cubicas (NETO e SALINAS,
2005; ZHENG, et al., 2011). Usualmente, um desses solventes é a agua. Numa
molécula anfifilica coexiste uma regido altamente polar do ponto de vista elétrico, e
outra apolar. Nas condi¢cdes de formacédo do cristal liquido liotropico as moléculas
anfifilicas se auto-organizam formando superestruturas para minimizar o contacto
entre a regido apolar da molécula e o solvente polar (no caso a agua). A parte polar
da molécula anfifilica fica em contacto com a 4gua e a regido apolar da molécula fica
protegida do contacto com a &gua. Quando esses agregados moleculares sdo de
dimensdes da ordem de nanémetros (1 nm = 10°), sdo denominados micelas. As
transicOes entre as diferentes fases liquido cristalinas se dao por variagdes na
temperatura e/ou concentragdes relativas dos componentes da mistura (NETO e
SALINAS, 2005).

O estado liquido cristalino combina as propriedades de um liquido e de um
sélido, por isso, sdo também chamados de mesofases que indica um estado
intermediario da matéria (MULLER-GOYAMANN, 2004).

A fase lamelar consiste em camadas duplas de tensoativos com grupos
polares introduzindo-se nas camadas aquosas (Figura 2). Agua e ativos
hidrossoluveis podem ser incluidos nas camadas polares o que resulta em um
espessamento dessa camada. Analogamente moléculas com a afinidade apolar
podem ser aderidas as camadas apolares. Além do aumento da espessura da
camada da fase lamelar, também ¢é possivel que o0 aumento da concentracdo do
tenso ativo permita a ocorréncia de uma inclusado lateral entre as moléculas, o que
transforma a haste das moléculas em cones. Isto leva a uma mudanca de fase
dependendo do solvente e da molécula que pode ser hexagonal, como mostrado na
figura 3 (MULLER-GOYMANN, 2004).
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Figura 2. Estrutura de mesofase lamelar (adaptado de NETO e SALINAS, 2005)

Figura 3. Estutura de mesofase Hexagonal (LIBSTER et al., 2011)

As estruturas cubicas foram identificadas em sistemas liquidos cristalinos
liotrépicos, onde micelas esféricas apresentam ordem posicional de curto alcance
em trés dimensdes. E uma estrutura opticamente isotropica (SHAH et al., 2001). A

Figura 4, traz um exemplo de mesofase liotropica na fase cubica.
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Figura 4. Mesofase liotropica cubica. (SHAH et al., 2001)

No desenvolvimento de sistemas liquido-cristalinos, é extremamente
importante a escolha dos componentes, de maneira a atingir os critérios desejados,
como eficacia, seguranca, estabilidade e aceitacdo pelo consumidor. Logo, a
tendéncia é terem-se cada vez mais disponiveis matérias-primas que permitam bom
sensorial e boa estabilidade da formulag&o, propiciando um prazo de validade viavel
para comercializacdo do produto (AYANNIDES et al., 2002; FOX, 1986; LEONARDI,
2004).

Considerando-se a classificacdo quimica dos tensoativos em ibnicos e nao
iGnicos, 0s nédo idnicos, geralmente, sdo menos afetados pela presenca de aditivos
(sistemas tamponantes, eletrélitos e conservantes) e mudancas no pH, quando
comparados aos tensoativos idnicos, além de serem mais sSeguros € menos
susceptiveis em causar irritagcdo. Dentre os tensoativos, os derivados da classe dos
polioxietilenos e polioxipropilenos, tém sido muito utilizados na estabilizacdo de
emulsdes e construcdo de sistemas mais complexos (KOGAN e GARTI, 2006;
GARTI et al., 2004; KREILGAARD, 2000).

Tanto as microemulsdes quanto os sistemas liquidos cristalinos podem ser
representados por diagramas de fases. Tais diagramas podem ser ternarios
(constituido de tensoativo, fases oleosa e aquosa), quaternarios (constituido de
tenso ativo, co-tensoativo, fase oleosa e aquosa) e diagramas pseudo ternarios que
apesar de serem formados por quatro constituintes, assumem a forma de diagramas
ternarios (PAUL e MOULIK, 2001; KREUTER, 1994; KAHLWEIT e STREY, 1987).
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2.5 MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA

Para analisar os sistemas obtidos através do diagrama de fases, tem-se
utilizado a microscopia de luz polarizada como uma ferramenta Util, para determinar
seu comportamento Optico e classificar as fases liquido-cristalinas. Sob um plano de
luz polarizada, a amostra é anisotropica se for capaz de desviar o plano da luz
incidente e isotropica se nao desviar a luz.

O microscépio de luz polarizada é um microscépio comum, no qual a luz
atravessa um sistema polarizado, que polariza as ondas luminosas num sé plano. O
emprego de um feixe de luz polarizada permite estudar estruturas designadas por
anisotropicas birrefringentes, quando apresenta dois indices de refracédo diferentes,
conforme incidéncia da luz, e isotrépicas, quando as estruturas ndo modificam o
plano de polarizacdo (ARAUJO, 2004).

Microemulsbes apresentam-se como sistemas liquidos e transparentes com
estrutura micelar apresentando isotropia, que sob a luz polarizada apresenta-se
como um campo escuro. Ja os cristais liquidos podem ser identificados como
sistemas viscosos, transparentes ou semi-transparentes, que apresentam estruturas
organizadas e anisotrépicas, podendo ser lamelar ou hexagonal, representadas por
cruzes de malta e estrias respectivamente e, sistemas isotropicos, como a mesofase
cubica, que apresentam alta viscosidade e quando analisadas por microscopia de
luz polarizada, apresentam campo escuro (NORLING et al.,, 1992; BRINON et al.,
1999; HYDE, 2001).

2.6 LIBERACAO, PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA

Quando uma preparacao cosmetica contendo uma substancia ativa € aplicada
na pele duas consequéncias fisicas podem ocorrer limitando a permeacao cutanea,
a liberacdo do ativo ou composto ativo do veiculo usado e/ou a permeacao do ativo
através da barreira cutanea. Esses dois processos estdo intimamente ligados e sédo
dependentes das caracteristicas fisico-quimicas do ativo, do veiculo e da barreira
(pele). O estrato corneo consiste na principal barreira para a permeacédo cutanea e
permite apenas uma limitada permeacdo da maioria dos ativos

cosméticos/farmacéuticos (LAUGEL, et al., 1997).
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Os testes in vitro tornaram-se importantes ferramentas para que a seguranga
e eficacia de produtos cosméticos sejam asseguradas o que também é uma
tendéncia visto que a comunidade Européia jA ndo aceita a realizacdo de testes
toxicolégicos em animais (CHIARI, 2011).

2.7 METODOS PARA AVALIACAO DA ESTABILIDADE QUIMICA DA
VITAMINA C

A vitamina C pode ser largamente utilizada pelas industrias alimenticia,
cosmética e farmacéutica e também pelo setor magistral. Em razdo dessa grande
possibilidade de uso existem inimeros meétodos para a sua quantificacdo (YEBRA-
BIURRUN, 2000).

Métodos titulométricos por oxirreducédo utilizando o N-bromossuccinamide
(NBS) como agente titulante, que oxida o AA na presenca de iodeto de potassio e
amido encontra-se referenciado pela literatura pertinente (BARAKAT et al, 1955,
1973). J4 a iodimetria baseia-se na conversdo de iodo molecular em ion iodeto. O
iodo molecular € um agente oxidante de poder moderado, de tal modo que oxida o
AA somente até acido dehidroascorbico (Farmacopéia Brasileira, 2010).

Uma proposta alternativa para a quantificacdo do AA, baseia-se na avaliacéo
de sua capacidade antioxidante, empregando-se o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila
(DPPH) que € um radical livre. O DPPH, é solubilizado em solu¢do metandlica e, é
capturado por substancias que tem capacidade antioxidantes, como AA, 0 que
produz um decréscimo da absorbancia da solugdo metandlica de DPPH. Através do
decréscimo da absorbancia da solucdo, € possivel com o auxilio de um
espectrofotdmetro a quantificacéo indireta do AA.

Como o método utiliza para o doseamento, a atividade antioxidante, também
€ possivel que se confirme se a substancia que se deseja avaliar tem atividade
antioxidante, o que é importante em produto para a pele onde se deseja beneficios
contra os radicais livres (MOLYNEUX, 2004).

Outros métodos possiveis, empregam sistemas de andlise em fluxo que sdo
baseados na deteccdo do AA pelo uso de espectrofotometros e detectores eletro
analiticos. A determinacao ocorre pela oxidacdo de seu grupo 1,2-enediol (YEBRA-
BIURRUN, 2000).
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Também é possivel a quantificacdo por CLAE (cromatografia liquida de alta
eficiéncia) utilizando coluna de troca idnica, onde o mecanismo de separacao nesta
coluna consiste basicamente de exclusdo idnica e particdo por fase reversa. No
entanto, este método é de alto custo para as industrias de cosméticos e o setor
magistral (ROSA et al, 2007).

O meétodo de escolha deve ser aquele que mais se adequar as condi¢cOes de

trabalho e realidade de custos e disponibilidade de equipamentos.
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3 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver sistemas que garantam
estabilidade e, portanto a eficacia do AA aplicado tépicamente e que também
permita a avaliagcdo da sua estabilidade quimica através de métodos de baixo custo
e de facil reproducdo. Além disso, propdem-se avaliar a liberacdo, permeacdo e

retencdo cutanea in vitro do AA presente nestes sistemas.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver sistemas que auxiliem na manutencdo da estabilidade quimica do
AA.

Avaliar metodologias para a quantificacéo e selecionar o método mais adequado
aos sistemas propostos e valida-lo.

Avaliar e caracterizar as formula¢des propostas através de microscopia de luz
polarizada

Avaliar a estabilidade quimica do AA nos sistemas propostos ao longo de 28 e
90 dias.

Avaliar a atividade antioxidante dos sistemas

Avaliar a liberacdo, permeacéo e retencdo do AA a partir do sistema que tiver a

maior capacidade de manter o AA estavel.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAS-PRIMAS, REAGENTES E SOLVENTES

Ascorbic Acid - Acido Ascorbico (Sigma-Aldrich)

Sulfuric Acid - Acido Sulfarico (Quimis)

Water - Agua purificada

Alcohol - Etanol (Labsynth)

Methyl Alcohol - Metanol PA e grau HPLC (Merck, Chemis)

Sodium Hydroxide - Hidréxido de Sadio (Sigma-Aldrich)

Tampéo Fostafo pH 7,4

Radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) (Sigma-Aldrich)

Cetearyl Alcohol - Alcool Cetoestearilico (Volp Quimica)
Ceteareth-20 - Alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE (Volp Quimica)
Ethylhexyl Stearate - Estearato de octila (Volp Quimica)

Propylene glycol - Propilenoglicol (Volp Quimica)

Disodium EDTA - EDTA dissddico (Volp Quimica)

Methylparaben - Metilparabeno (Volp Quimica)

Propylparaben - Propilparabeno (Volp Quimica)

Polysorbate 80 - Polysorbato 80 (Volp Quimica)

PPG-5-Ceteth-20 - Alcool Etilico Propoxilado e Etoxilado (Volp Quimica)

Imidazolidinyl Urea - Imidazolidinil Uréia (solucéo a 50%) (Volp Quimica)

5.2 EQUIPAMENTOS

Agitador de tubos (Phoenix AP56)

Balanca analitica (Bel Enginneering)

Balanca analitica (Gehaka®)

Banho ultra-som (Unique Ultrasonic Clear)
BalBes Volumétricos 50 mL, 100 mL e 200 mL
Dermatometro (Nouvag TCM300).

Freezer (Eletrolux Prosdocimo, double D44)
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Estufa de ar circulante (Soc Fabel modelo 170)

Espectrofotdmetro UV/Vis (Hitachi U-2001)

Equipamento de permeacédo Microette (Hanson Research)

Microscopio de luz polarizada (Leica Leitz DM RXE) com capturador de imagens
(Moticam 2000)

5.3 ACESSORIOS E VIDRARIAS

Baldo volumétrico

Bastdes de vidro

Bico de bunsen

Béquer 10 a 200 mL

Cubeta de quartzo

Espatulas de inox

Laminas de microscopia

Laminulas de microscopia

Membranas de celulose para tubos de dialise de 76 mm (Sigma-Aldrich)
Pipetadores automaticos com volume variavel de 10-100 uL, 100-1000 uL, 500-5000
ML (Eppendorf)

5.4 METODOS

5.4.1 PREPARO DAS SOLUCOES

Foram preparadas seis solu¢des contendo AA, a 0,01 g/mL, utilizando como
sistema solvente agua e propilenoglicol em diferentes propor¢des, conforme a
Tabela 1. Foi necessério o uso de agitador magnético para a completa solubilizacéo
do AA quando a concentracao de propilenoglicol foi de 100%.

Elas foram armazenadas em frascos de vidro ao abrigo da luz e do calor e

foram quantificadas em relacéo ao teor de AA ao longo de 90 dias.
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Tabela 1. Proporcdes de agua e Propileno Glicol nas diferentes solucfes de AA

Agua Propileno Glicol
S1 100% 0
S2 75% 25%
S3 50% 50%
S4 25% 75%
S5 10% 90%
S6 0 100%

5.4.2 PREPARO DA EMULSAO

Os constituintes da emulsao inicialmente proposta para este estudo, descritos
na Tabela 2, foram devidamente pesados em balanca semi-analitica, em recipientes
apropriados. As emulsées foram preparadas por mistura direta da fase aquosa
aguecida a 70-80 °C, vertida sobre a fase oleosa aquecida a 60-70 °C. Tais sistemas
foram submetidos a agitagcdo manual, com o auxilio de bastao de vidro, até completa
homogeneizagdo (PRISTA, 1996; CORREA, 1997). Para a adicdo do AA, foram
reservados 10% da quantidade de agua para a solubilizacdo do mesmo. Apdos 24
horas o AA foi solubilizado em recipiente adequado e, incorporado ao sistema.

Esta emulsdo foi armazenada em frasco opaco de dupla face,
hermeticamente fechado, ao abrigo da luz e do calor e o doseamento do AA foi

realizado por um periodo de 90 dias.

Tabela 2 Composicao percentual da emulséo proposta

INCI name Composicédo percentual (% p/p)
F1 F2
Cetearyl Alcohol 9,00 9,00
Ceteareth — 20 1,00 1,00
Ethylhexyl Stearate 1,50 1,50
Propylene Glycol 3,00 3,00
Dissodium EDTA 0,05 0,05
Methylparaben 0,18 0,18
Propylparaben 0,02 0,02
Imidazolidinyl Urea (solucdo a 50%) 0,20 0,20
Ascorbic Acid - 1,00
Water g.s.p. g.s.p.

100,00%  100,00%
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5.4.3 PREPARO DAS MICROEMULSOES E SISTEMAS LIQUIDOS
CRISTALINOS

Foram construidos os diagramas de fases ternarios para a representacédo dos
constituintes e suas concentracoes. A leitura dos digramas deve ser feita em sentido

anti-horario como representado na figura 5.

Figura 5. Representacéo do diagrama ternario de fases.

O ponto em vermelho indica que a concentragcdo usada nesse ponto foi de
80% de 6leo, 10% de tensoativo e 10% de agua. Foram preparadas 36 formulagcbes
constituidas por Polysorbate 80 (Tensoativo), Dicaprilil carbonate (fase oleosa) e
Agua (fase aquosa). Também foi construido um diagrama com outras 36
formulacgdes alterando-se apenas o tensoativo para o PPG-5-Ceteth-20.

Foram preparadas 5 gramas de cada formulacdo, respeitando-se 0s
percentuais de cada ponto do diagrama de fases. Adotou-se a seguinte classificacao

para os sistemas obtidos através do diagrama de fases:

STBV - Sistema Transparente de Baixa Viscosidade
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STVI - Sistema Transparente de Viscosidade Intermediaria

STAV - Sistema Transparente de Alta Viscosidade

SSTBV - Sistema Semi-Transparente de Baixa Viscosidade
SSTVI - Sistema Semi-Transparente de Viscosidade Intermediaria
SSTAV - Sistema Semi-Transparente de Alta Viscosidade

SF - Separacédo de Fases

E - Emulséo

SO - Sistema Opaco

Apds a manipulacdo, as formulacbes que ndo apresentaram separacdo de
fases, foram armazenadas em recipiente ambar, bem vedado e protegido da luz.

Os sistemas STBV, STVI, STAV, SSTBV, SSTVI e SSTAV foram avaliados,
com auxilio de microscopia de luz polarizada, de modo a caracterizar no diagrama
de fases se o sistema obtido apresentava-se como um sistema liquido cristalino ou

microemulsao.

5.4.4 DETERMINACAO DO pH DAS FORMULAGCOES

Foi determinado o valor de pH das formulacdes F1 (emulsdo sem AA) e F2
(emulsdo com AA) em peagbmetro digital (Gehaka PG-1800). Para isto, foram
preparadas amostras diluidas a 10% (DAVIS, 1977). Os ensaios foram realizados

em triplicata.

5.4.5 QUANTIFICACAO DO AA

Foram utilizados trés métodos para a quantificacdo do AA, dois métodos
titulométricos, que utilizam o NBS e o IODO como agentes titulantes e o método de
inibicdo do radical DPPH (MIR), todos de baixo custo e facil reprodutibilidade. Os
métodos titulométricos sdo métodos validados, por isso, ndo necessitaram ser
validados, ja, porém, o MIR, necessitou ser validado. Para a realizagdo das trés
metodologias de quantificagéo, foram usadas vidrarias calibradas, identificadas e o
mesmo operador executou as operacdes para que ndo houvesse interferéncia dos
equipamentos e erro operacional durante a quantificacdo. Para a quantificacdo das
solugdes binarias contendo AA foi utilizado 2 mL das mesmas dissolvidos em 100

mL de &agua isenta de dioxido de carbono. Para a emulsdo, micro emulsdo e
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sistemas liquidos cristalinos foram utilizados 1g do referido sistema solubilizado em
100 mL de agua deionizada.

As determinagdes do teor de AA foram realizadas a cada sete dias e todas as
medidas foram realizadas em triplicata.

Foi determinada a média e o desvio padrédo, além de analise de variancia
ANOVA seguida pelo teste de Tukey (p<0,05), quando adequado. A analise

estatistica e plotagem dos graficos foi realizada utilizando o software Origin 7.

5.4.5.1 PADRONIZACAO DOS AGENTES TITULANTES, IODO E NBS

Em um erlenmeyer foram adicionados 5 mL de solucdo de iodo/NBS, 5 mL de
solucado Kl 4%, 1 mL &cido acético glacial e 1 mL de amido. A titulacao foi realizada
com solucao de tiossulfato de sddio (3,11605 g/100 mL de agua) (Figura 6).

Figura 6 Esquema da padronizacao da solucdo de iodo e NBS

5.4.5.2 PADRONIZACAO DO TIOSSULFATO DE SODIO

Em outro erlenmeyer foram adicionados 5 mL de Kl 20%, 5 mL de HCI 6N, 5
mL de solucéio de KBrO3z (2,79.10°3g/mL), utilizado como padréo primario, e 1 mL de
amido, quando a titulacdo estava proximo ao ponto de viragem, utilizando o

tiossulfato de s6dio como agente titulante (Figura 7).
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Figura 7. Esquema da padronizacéo da solugdo de tiossulfato de sédio

5.4.5.3 QUANTIFICACAO DE AA POR IODIMETRIA

Este método de quantificacdo do AA, estabelecido pela Farmacopeia
Brasileira (2010), preconiza a adicdo de 2 mL da solucdo de AA em 100 mL de agua
isenta de dioxido de carbono acrescida de 25 mL de &acido sulfarico 10% (p/v)
(Figura 8). ApOs a realizagdo deste procedimento, a solugdo foi imediatamente
titulada com iodo 0,05 M e préximo ao ponto de viragem, 1mL de amido foi

acrescentado. Cada mL de iodo 0,05 M equivale a 8,806 mg de CgHgOs.

Figura 8. Esquema da iodimetria

Para preparar a solucéo de iodo, 13 g de iodo foram solubilizados em 100 mL
de solucao de iodeto de potassio (Kl) a 20% e o volume completado para 1 litro com

agua.
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5.4.5.4 QUANTIFICACAO DE AA UTILIZANDO NBS COMO AGENTE TITULANTE

Em um erlenmeyer foi adicionado 5 mL de solucéo de Kl a 4%, 1 mL de acido
acético glacial, 2 mL da solucdo de AA, 1 mL de amido (usado para facilitar a
visualizagédo do ponto de viragem). A titulagao foi realizada com NBS (0,7117 g/100
mL) de &gua (Figura 9) (BARAKAT et al, 1955, 1973).

Figura 9. Esquema da titulagdo com NBS

5.4.6 VALIDAGAO DA METODOLOGIA DE QUANTIFICAGAO DO AA ATRAVES
DO METODO DE INIBIGAO DO RADICAL DPPH (MIR)

Para validar a metodologia foram analisados: a especificidade, a linearidade,
a precisdo, a sensibilidade, o limite de quantificacdo, o limite de deteccdo e a
exatiddo e robustez deste método, segundo a Resolugédo-RE N°899, de 29 de maio
de 2003 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria).

5.4.6.1 LINEARIDADE

Foram obtidas trés curvas experimentais, a partir de, pelo menos, dez
concentracOes diferentes do AA, sendo que cada uma das concentracbes em cada

uma das curvas foram preparadas em triplicata.



43

5.4.6.2 EXATIDAO

A exatiddo foi determinada pela avaliacdo da recuperacdo, ou seja,
quantidades conhecidas de AA foram utilizadas e a relagcdo entre a concentracao

experimental observada e a concentragao teérica foi avaliada.

5.4.6.3 LIMITE DE DETECCAO

A estimativa do limite de deteccao foi feita com base na relacédo de 3 vezes o

ruido da linha de base, através da equacéao:

onde:
DPa €é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do y de, nho minimo, 3 curvas
analiticas construidas com concentra¢des da substancia ativa préximas ao suposto

limite de quantificacdo. IC é a inclinagéo da curva analitica.

5.4.6.4 LIMITE DE QUANTIFICACAO

O limite de quantificacdo do método pode ser calculado através da equacao:

, onde.

DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do y de, no minimo, 3 curvas
analiticas construidas com concentracdes do farmaco préximas ao suposto limite de

guantificacdo. IC é a inclinagdo da curva analitica.
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5.4.6.5 PRECISAO

Pode ser considerada em trés niveis: Repetitividade (precisao intra-corrida),
Precisdo intermediaria (precisédo inter-corridas) e Reprodutibilidade (precisao inter-
manipulador).

A precisdo do método analitico foi calculado como o desvio padrdo relativo

(coeficiente de variacdo) de uma série de medidas, segundo a formula:

, onde:

DPR é o desvio padrao relativo,
DP é o desvio padrao, e,
CMD é a concentracdo média determinada.

5.4.6.6 REPETITIVIDADE OU PRECISAO INTRA-CORRIDA

A repetitividade do método é verificada por, no minimo, nove determinacoes,
contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés concentracdes, baixa,
média e alta, com trés réplicas cada ou minimo de seis determinacdes a 100% da
concentragdo do teste. Este procedimento foi repetido em um curto intervalo de
tempo, ou seja, foi realizado durante a manha e durante a tarde de um mesmo dia,

com 0 mesmo equipamento e operador.

5.4.6.7 PRECISAO INTERMEDIARIA OU PRECISAO INTER-CORRIDAS

A preciséo intermediaria € a concordancia entre os resultados obtidos em dias
diferentes. Portanto, este parametro foi verificado em trés concentracdes, baixa,

média e alta, com trés réplicas cada, em dias diferentes.
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5.4.6.8 REPRODUTIBILIDADE

E a concordancia entre os resultados obtidos com manipuladores diferentes.
Também foi verificada em trés concentracdes, baixa, média e alta, com trés réplicas

cada.

5.4.6.9 ESPECIFICIDADE E SELETIVIDADE

Solugcbes de concentragcdes conhecidas de AA foram contaminadas com
quantidades adequadas do creme base. Em seguida, os resultados obtidos foram
comparados com o da curva analitica construida. Também foi verificada em trés
concentracdes, baixa, média e alta, com trés réplicas cada. E a especificidade e

seletividade foram expressas como desvio padréo relativo (DPR).

5.4.6.10 ROBUSTEZ

A robustez foi determinada através da variacdo do fabricante de um dos
solventes utilizados no método, o metanol. A robustez do método foi verificada em
trés concentracoes, baixa, média e alta, com trés réplicas cada, sendo calculado o
desvio padrédo relativo (DPR) dos valores obtidos, com os descritos na curva

analitica.

5.4.6.11 CURVAS ANALITICAS COM SOLVENTES DIFERENTES

Apés o método ter sido validado, duas novas curvas analiticas foram
construidas com outros solventes utilizados neste estudo. A validacao foi efetuada
utilizando a 4gua como solvente para o AA, entretanto, na avaliacdo da liberacdo do
AA da formulacado, durante o ensaio de permeacgéo e retencdo cutaneas e, mesmo
durante os estudos da estabilidade do AA no cosmético, foram utilizados como

solventes tampéao fosfato (pH=7,4) e metanol.
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5.4.6.12 QUANTIFICACAO DO AA ATRAVES DO METODO DE INIBICAO DO
RADICAL DPPH (MIR)

Devido a elevada atividade antioxidante apresentada pelo AA e pela relacéo
linear verificada entre a concentracdo de AA e a atividade antioxidante apresentada
por esta substancia, um método de quantificacdo indireto do AA foi utilizado. Para
sua aplicagdo, preparou-se uma curva analitica da concentracdo de AA versus a
porcentagem de inibicdo do radical livre DPPH.

A avaliacao da atividade antioxidante das formulacdes foi realizada com o uso
do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH), segundo metodologia descrita por
Mensor et al. (2001) e Falcao et al. (2006), com modificagdes.

Para a construcdo da curva analitica, 1 mL da solucdo aquosa de AA, em
diferentes concentracdes (de 0,5 a 5 pg/mL), foi adicionado a 2,5 mL de solucéo
metanolica de DPPH (0,004%). As solu¢Bes foram mantidas ao abrigo da luz e, apés
30 minutos, foi determinada a absorbéancia a 515 nm.

Foram utilizadas soluc¢des controle contendo apenas 1 mL de agua e 2,5 mL
da solucdo 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 inibicdo do radical DPPH (% de inibicdo) (MOLYNEUX, 2004).

% de inibicéo do radical DPPH= [(Amax — A teste) /Amax] X 100, onde:
Amax € a absorbancia do DPPH em 515 nm na auséncia de amostra (controle).

Ateste € a absorbancia do DPPH em 515 nm na presenca de amostra.

O ensaio do DPPH para cada concentracao foi realizado em triplicata.

Para a quantificacdo do AA nas solu¢cdes ao longo do tempo, 0 mesmo
procedimento descrito acima para a verificacdo da atividade antioxidante foi
realizado. Em seguida, a porcentagem de inibicdo do radical DPPH obtida com cada
solucéo foi substituida na equacéo obtida com a regressao linear da curva analitica

e a concentracdo de AA na solucéo foi determinada.
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5.4.7 ESTUDOS DE LIBERACAO, PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA IN
VITRO

Os testes de liberacdo, permeacéao e retencao cutanea foram realizados, sob
“sink conditions”, na concentracdo de 1% de AA presente no sistema que
apresentou maior estabilidade. Os experimentos foram realizados com as células de
Franz cobertas para que ndo houvesse incidéncia de luz, e assim minimizasse a

degradacéo do AA liberado ou permeado.

5.4.7.1 AVALIACAO DA LIBERACAO DO AA CONTIDO NO SISTEMA

A avaliacdo da liberacdo do AA, foi realizada de acordo com metodologia
descrita por Marquele et al. (2006) e OECD (2004).

Os ensaios de liberacdo foram desenvolvidos utilizando células de Franz
modificadas (Figura 10) com area de difusdo de 1,77 cm2, no equipamento Microette

(Hanson Research) e membrana de celulose (Sigma-Aldrich).

Figura 10. Célula de Franz (modificado de www.hansonresearch.com)

O compartimento receptor da célula de Franz modificada foi completado com
7,0 mL de tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,4). Amostras de 250 mg da preparacéo foram
acondicionadas sobre a membrana. Em uma das células foi coloca 250mg de
preparacao isenta de AA e, tal preparacéo foi considerada o branco para as leituras
em espectro.

A solucdo tampdo fosfato foi preparada segundo a Farmacopéia Americana,
(USP 30, 2007), adicionando-se 50 ml de solu¢édo de fosfato monobésico de sodio
(NaH2PO4) 0,2M a 39,1ml de solucao de hidroxido de sodio (NaOH) 0,2M. O pH foi
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verificado em peagbmetro e procedidos os ajustes para pH 7,4, com HCI puro ou
solucéo de NaOH 10%.

A solucéo receptora foi continuamente agitada a 300 rpm com a utilizagao da
agitacdo magnética presente nas células de Franz e mantida a 37 + 5° C por meio
de um banho-maria circulante nas células encamisadas.

A quantidade de AA liberado da formulacédo foi avaliada apos %, 1, 2, 4 e 8
horas de ensaio.

Os experimentos foram repetidos cinco vezes para cada tempo. Como a
quantidade de amostra utilizada para a quantificacdo pelo MIR, era de 1 mL por
amostra e as quantificacdes foram realizadas em triplicata, nao foi possivel utilizar a
reposicdo do meio receptor. Sendo assim, para cada tempo de coleta foram
realizados experimentos independentes.

A guantidade de AA liberado foi avaliada através da % de inibicdo do radical
DPPH causada pela solugdo receptora. Como branco da reacdo, foi utilizada a
reacao entre o DPPH e a solucéo receptora de uma célula de Franz modificada, que

tinha como amostra a emulsao F1.

5.4.7.2 AVALIACAO DA PERMEACAO CUTANEA AA CONTIDO NO SISTEMA

Este ensaio foi desenvolvido da mesma maneira como descrito no item
5.4.7.1, para avaliacdo da liberagdo do AA na preparacdo cosmética, entretanto, foi
utilizada membrana biol6gica. A membrana biologica escolhida foi pele dissecada da
orelha de porco, sem o tecido subcutédneo e gorduroso presente abaixo da derme.
As orelhas de porco néo escaldadas foram adquiridas do Abatedouro Olhos d'Agua
(Ipuad - SP). Antes de iniciar o experimento as peles foram dermatomizadas para a
obtencdo de uma espessura da pele que equivale a epiderme e derme (500 pm)

utilizando um dermatémetro (Nouvag TCM300).

5.4.7.3 AVALIACAO DA RETENCAO NO ESTRATO CORNEO, EPIDERME E
DERME CONTIDO NO SISTEMA

Para a avaliacdo da retencdo do ativo no estrato corneo, epiderme e derme,

empregou-se a mesma pele utilizada no estudo da permeacéo cutanea.
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Decorridas 2, 4 e 8 horas de permeacdo in vitro, a pele da orelha de porco foi
retirada do aparelho de difusdo. Para a avaliagdo da retencdo no estrato corneo,
epiderme e derme, a técnica utilizada foi a de tape stripping, na qual o estrato
corneo é removido sequencialmente apos aplicacdes repetidas de fitas adesivas,
possibilitando determinar a quantidade de substancia ativa presente na primeira
camada da pele. Foram entdo aplicados 10 pedacos de fitas (3M) e retiradas na
area da membrana biologica exposta a amostra. As fitas adesivas foram entdo
mergulhadas em 4 mL de metanol. A suspensdo resultante foi submetida a
sonicacdo em ultra-som para o rompimento das células por 30 minutos e agitacao
em vortex por 5 minutos. A suspenséo resultante foi analisada pelo MIR (BETTONE,
2009)
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PREPARO DOS SISTEMAS

6.1.1 SOLUCOES

As seis solucdes foram preparadas com propilenoglicol (PG) e agua, um
sistema binario com diferentes propor¢cdes dos solventes conforme descrito
anteriormente na tabela 1. Willmot e colaboradores em 1991 utlizaram o
propilenoglicol em um sistema binério, constituido por uma mistura de dois solventes
organicos (propilenoglicol e alcool) e agua. Essa mistura de solventes foi utilizada
por diminuir os niveis de solubilidade do AA no sistema, onde a concentracao de
agua nao poderia ultrapassar a 12%, para ndo afetar a estabilidade do sistema. A
estabilidade foi alcancada com a mistura dos solventes organicos, 0 que torna o
propilenoglicol, um solvente interessante tanto pelos resultados alcancados por este
estudo, quanto por ser também um facilitador no aumento do fluxo de alguns ativos
cosmeéticos/farmacéuticos, o que pode facilitar a permeacdo de ativos na pele.
(PANCHAGNULA et al., 2001).

A agua foi adicionada primeiramente, logo em seguida adicionou-se o AA
para que ocorresse a solubilizacdo do mesmo. Apdés o AA ser solubilizado foi
adicionado o PG. No entanto na formulacdo S6 houve dificuldade de solubilizagao
do AA, ja que nessa solucdo a concentracao era de 100% de PG. Tal situacéo exigiu
o auxilio de um agitador magnético por um periodo aproximado de 2 horas para sua
completa solubilizacéo.

Apoés a solubilizacdo do AA prosseguiu-se com a quantificacdo através dos
métodos de titulométricos que utilizam o lodo e NBS como agentes titulantes e o
MIR. Esses métodos foram selecionados por serem de baixo custo e de facil

realizacao.
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6.1.2 EMULSOES

A fase hidrofobica da emulséo foi preparada com alcool cetoestearilico, um
alcool graxo usado em cosmeéticos como agente sobreengordurante e espessante,
principalmente em sistemas do tipo O/A e, também, pelo estearato de octila, um
emoliente ndo-comedogénico de alta compatibilidade dérmica e médio coeficiente de
espalhabilidade, possuindo amplo espectro de aplicacdo (HANDBOOK, 2003).

Na fase hidrofilica foram incluidos o0s conservantes antimicrobianos,
metilparabeno e propilparabeno, o Propileno Glicol como umectante e solvente para
0os parabenos, o EDTA Na2 (acido etilenodiamino tetra-acético dissédico), um
agente sequestrante capaz de formar complexos muito estaveis com diversos ions
metdlicos, além da imidazolidinil uréia que é um conservante muito eficaz contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo Pseudomonas aeruginosa. A
imidazolidinil uréia apresenta ampla faixa de compatibilidade com ingredientes
cosmeéticos, incluindo tensoativos ndo ibnicos, catiénicos, anibnicos e proteinas.
Quando combinada com os parabenos oferece um sistema conservante de amplo
espectro contra bactérias, fungos e leveduras (HANDBOOK, 2003).

O AA foi incorporado na emulséo 24 horas ap0s o preparo da mesma, pois as
quantificacdes foram realizadas sempre no dia seguinte, independente do método
utilizado. Para incorporar o AA reservou-se 5% da quantidade total de agua da
formulacdo com o objetivo de solubiliza-lo e apds, promoveu-se a transferéncia do
AA solubilizado para a emulsdo sob adequada agitacao.

A adicdo de AA na (F2) causou variacdo do pH quando comparada com a
formulacdo F1 isenta de AA. A tabela 3 mostra os valores encontrados ap0s as

medicOes de pH.

Tabela 3. Valores de pH das formulacfes estudadas

Formulacéo Valores de pH
F1 5,45
F2 3,03
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Os resultados comparativo entre o pH das formulacdo F1, isenta de AA, com
a formula F2, contendo o AA, reflete o esperado. Devido ao carater acido do AA, sua

presenca no meio reduziu significativamente o pH da preparacao.

6.1.3 SISTEMAS CONTENDO AGREGADOS SUPRA MOLECULARES

Foram construidos 2 diagramas de fases, e foram diferenciados pelo tenso
ativo. No entanto, o diagrama constituido pelo PPG-5-Ceteth-20, foi excluido dos
ensaios ja que um teste prévio mostrou que o sistema obtido e selecionado formava
grumos quando era adicionado de agua, durante o processo de solubilizacdo
necessario para as quantificacdes aplicaveis em todos os trés métodos selecionados
para a andlise. Deu-se entdo seguimento nos ensaios apenas com o diagrama
contendo Polysorbate 80 como tensoativo. A escolha da fase oleosa composta por
Dicaprilil Carbonato se deve ao fato do mesmo ser considerado, um emoliente néo-
comedogénico de alta compatibilidade dérmica e médio coeficiente de
espalhabilidade, com toque seco, possuindo amplo espectro de aplicacédo
(HANDBOOK, 2003).

A microscopia de luz polarizada é uma técnica que permite a classificacao
guanto a isotropia e anisotropia dos sistemas, permitindo diferenciar
microscopicamente os tipos de estruturacdo. Os sistemas isotropicos sdo aqueles
gue néo desviam luz sob o plano de luz polarizada, e os anisotropicos desviam luz
sob o plano de luz polarizada. Os sistemas anisotrépicos podem ser sistemas
liquidos cristalinos de fase lamelar ou de fase hexagonal, j& os sistemas isotropicos
podem ser os sistemas liquidos cristalinos de fase cubica ou as micro ou
nanoemulsoes.

Os sistemas de fase lamelar sdo formados por bicamadas de tensoativo
separadas por camadas de solvente, normalmente 4gua, organizadas paralelamente
e planamente umas com as outras, formando uma rede unidimensional (EZRAHI et
al., 1999).

Se os agregados de tensoativos formarem cilindros indefinidamente longos no
lugar de bicamadas, dois tipos de estruturas bidimensionais podem ser formadas,

fase hexagonal normal ou inversa. Na fase hexagonal normal, as moléculas de
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tensoativo agregam-se em micelas cilindricas circulares que se empacotam, e uma
regido aquosa continua preenche os espacos entre os cilindros (EZRAHI et al.,
1999).

A fase cubica apresenta estrutura bem diferenciada, mais complicada e
visualizada com maior dificuldade que as outras fases. S&o estruturas
tridimensionais que podem ser classificadas em dois tipos: cubica bi continua e
cubica micelar (EZRAHI et al., 1999).

As microemulsbes, emulsfes e cristais liquidos de fase cubica puderam ser
diferenciados visualmente visto que, as microemulsdes sdo sistemas, normalmente
liquidos e transparentes, as emulsfes apresentam-se opacas, e 0s sistemas de
estrutura cubica apresentam-se transparentes ou translicidos e muito viscosos. Os
sistemas de estrutura cubica, as emulsbes e as microemulsées, apresentam
isotropia e consequentemente, diante da luz polarizada, demonstram campo escuro
(EZRAHI et al., 1999).

Esses sistemas contendo agregados supra moleculares, ndo puderam ser
determinados pelos métodos de iodimetria e NBS por formarem grumos insollveis e
alterar a cor da solugéo formada para a titulagdo. Apenas os sistemas produzidos e
representados pelo diagrama constituido por Polysorbate 80 pode ser determinado
pelo método que utiliza o radical DPPH.

6.2 QUANTIFICACAO DAS SOLUCOES PELO METODO DE IODIMETRIA

O método da iodimetria baseia-se na conversdo de iodo molecular em ion

lodeto, de acordo com a semi-reagao:

l2ag) + 2 € — 2 I'(ag)
O iodo molecular é um agente oxidante de poder moderado, de tal modo que

oxida o AA somente até acido dehidroascérbico (Figura 11).
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Figura 11. Reacdo de oxidacao do &cido ascérbico a acido dehidroascérbico

Apbs o sistema binario constituido por propilenoglicol e agua, ser dissolvido
em agua, adicionou-se a solucdo de amido, que é o indicador, e quantidade de iodo
suficiente para reagir completamente com o AA presente na solucgao.

O AA provoca a reducao do iodo a iodeto que em solucédo aquosa é incolor. O
iodo reduzido ndo pode reagir com a molécula de amido, mas quando ocorre o
consumo total das moléculas de AA, as moléculas de iodo em presenca de iodeto
reagem com as macromoléculas de amido formando complexos de adsor¢cdo com 0s
ions triiodeto, conferindo coloracdo azul intensa a mistura de reacédo. Isto ocorre
porque o amido é uma substancia formada por dois constituintes chamados de:
amilose, solavel em &gua, e amilopectina, insolivel em agua. A amilose é uma parte
do amido que produz a cor azul intensa quando reage com as moléculas de iodo
formando o complexo de amido-iodo.

Para determinacdo da massa de AA presente nas solugdes, foi realizados os
seguintes calculos que sao validos para os dois métodos analiticos utilizados:

Normalidade (N) do KBrO3; = (massa pesada de KBrO3z/PM/6)/volume em litros

da solucéo preparada.

6.2.1 Comparacao entre as solu¢cdées no mesmo dia pelo método de iodimetria

No grafico representado pela Figura 12, pode-se comparar a concentracao de
AA presente nas solucdes em um mesmo dia, tornando desta forma, possivel
visualizar qual solugdo apresentou maior quantidade de AA em um determinado dia,

utilizando o método da iodimetria preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010).
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ab | etras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05)

Figura 12. Graéfico representando as concentracfes de AA em percentagem, presentes nas diferentes
solucgdes binarias — propilenoglicol/agua, comparadas no mesmo dia e durante 28 dias, empregando-se a

lodometria como método analitico.

A guantificacdo realizada logo ap0s a preparacdo das solucdes (dia 0) foi
considerada como a concentragdo maxima de AA, portanto 100%.

No dia 7, todas as solugdes apresentaram concentragcdo estatisticamente
semelhante de AA. Apos 14 dias de estocagem, houve reducédo na concentracdo de
AA no sistema S1 (100% &agua), mantendo apenas 90,93% da concentracdo inicial.
Essa maior tendéncia a oxidacdo do sistema S1, somente aquoso, quando
comparada as demais solucdes, permanece até o dia 28, em que o sistema S1,
continua com a menor concentracdo de ativo, chegando a 77,30% da concentracao
inicial.

As demais solugbes apresentaram valores estatisticamente semelhantes
entre si em todos os dias de medida analisados e, o0 sistema S2, apresentou a maior
porcentagem de AA neste periodo, terminando os 28 dias com 96,77% de AA. As

demais solu¢des apresentaram valores estatisticamente semelhantes entre si em
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todos os dias de medida analisados, com média de manutencdo de 94,76% da
concentracdo de AA inicial.

Foi verificado reducgéo no teor de ativo ao longo do tempo, sendo que a maior
reducdo foi observada no dia 28, comprovando que quanto maior o tempo de

armazenamento, maior a perda de ativo.

6.2.2 QUANTIFICACAO DA EMULSAO POR IODIMETRIA

A figura 13 representa os valores de concentracdo de AA presentes na
emulsdo em relacdo ao tempo. Através de sua analise pdde-se notar que pelo
método da iodimetria, a concentracdo de AA se manteve inalterada até o dia 21,
apresentando oscilagbes que nao foram significativamente relevantes de acordo
com o teste estatistico ANOVA. No ultimo dia de quantificacdo, observou-se que a

concentracdo de AA diminuiu para 81% da quantidade inicial.

a0 | etras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).

Figura 13. Gréfico representando os resultados quantitativos das concentragdes de AA presente na
emulsdo apo6s 28 dias, aplicando-se a iodometria como método analitico.
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6.3 QUANTIFICACAO DAS SOLUCOES CONTENDO AA UTILIZANDO NBS
COMO AGENTE TITULANTE

Nesta titulacdo o NBS oxida o AA na presenca de iodeto de potassio e amido.
Quando a NBS esta em excesso (ou seja, a reacdo € completa), o NBS liberta o iodo
do iodeto de potéssio e forma complexos com amido, produzindo coloragdo azul ou

preta, o que indica o ponto final da titulac&o.

6.3.1 COMPARACAO ENTRE AS SOLUCOES NO MESMO DIA POR NBS

No grafico da Figura 14 é possivel comparar a concentracao de AA presente
nas solucdbes em um mesmo dia, assim € possivel visualizar qual solucéo
apresentou maior quantidade do respectivo produto em um determinado dia
utilizando o método do NBS.

Abede | otras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).

Figura 14. Gréfico representando as concentracgdes de AA em percentagem, presentes nas diferentes
solugbes bindrias — propilenoglicol/agua, comparadas no mesmo dia e durante 28 dias, aplicando-se NBS

como método analitico.
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A primeira quantificacdo (dia 0) foi considerada como sendo 100% da
concentracdo de AA a fim de avaliar a degradacéo de ativo ao longo do tempo em
cada sistema. ApOs sete dias de estocagem, as solugdes foram novamente
guantificadas, e observou-se que todas apresentaram valores estatisticamente
iguais de AA.

Assim como na iodimetria, através deste método pbde-se observar que, a
partir do dia 14, a S1 apresentou maior reducéo de AA ao longo dos 28 dias quando
comparada com as outras solucoes.

No dia 28, o ultimo dia de analise, a S1 continuou apresentando a menor
concentracdo de AA com perda de 24,19% de ativo, seguida das S4 e S6. As
solucdes que mais preservaram o AA foram S2, S3 e S5, destacando-se novamente

em valores absolutos, como no método iodimétrico a S2.

6.3.2 QUANTIFICACAO DA EMULSAO POR NBS

Avaliando a degradacao de principio ativo ao longo do tempo na emulsédo
(Figura 15), p6de-se notar que pelo método do NBS, a concentracdo de AA foi
reduzindo a partir do dia 14, apresentando oscilagdes significativamente relevantes
de acordo com o teste estatistico ANOVA. No ultimo dia de quantificacdo, observou-

se que a concentracdo de AA decresceu a 86% da quantidade inicial.
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a,b,c Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).

Figura 15. Gréfico representando os resultados quantitativos das concentracdes de AA presente na

emulséo apos 28 dias, aplicando-se NBS como método analitico.

Tanto o método realizado por iodimetria como o método que emprega o NBS
como agente titulante tiveram que ser abandonados por ndo conseguirem quantificar
os sistemas contendo agregados supramoleculares, devido a ndo solubilizagdo do
sistema contendo PPG-5 Ceteth-20 em &agua e pelo fato do sistema contendo
Polysorbato 80 produzir coloracdo indesejavel. Apesar, dos dois meétodos se
mostrarem efetivos para a quantificacdo dos sistemas binarios, os resultados
apresentados nas analises do sistema emulsdo tiveram valores divergentes
estatisticamente ao final dos 28 dias.

6.4 VALIDACAO DA METODOLOGIA DE QUANTIFICACAO DE AA ATRAVES
DO METODO DO DPPH

O objetivo de uma validagdo € demonstrar que o método é apropriado para a
finalidade pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou
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quantitativa do material analisado seja confiavel e reprodutivel (RANDAU et al.,
2005).

Neste trabalho, um dos métodos analiticos empregado baseou-se na
quantificacdo, realizada de forma indireta, por meio do radical DPPH, ou seja,
através da avaliacdo da atividade antioxidante, uma vez que esta € uma das
principais propriedades do AA. Sendo assim, foi possivel quantificar o AA presente
em meios de analises especificos, através da relagdo obtida entre a concentragédo
de AA versus a atividade antioxidante, em uma curva analitica construida.

Dentre os métodos de escolha o MIR foi validado por ser eficiente na
quantificacdo de todos os sistemas propostos, diferentemente dos métodos por
lodimetria e NBS como agentes titulantes, ja que ndo foram adequados para 0s
sistemas contendo agregados supramoleculares.

Sua validagéao foi realizada em concordancia com a Resolucdo-RE N° 899, de
29 de maio de 2003 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria). Segundo
esta resolucdo, o objetivo de uma validacdo € demonstrar que o método é
apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a determinacao qualitativa, semi-
quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substéncias em produtos
cosméticos/farmacéuticos. A validacdo deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados. Portanto, a validacao foi aplicada com
0 objetivo de demonstrar que a metodologia de quantificacdo do AA por meio da
atividade antioxidante é adequada, sendo util durante o desenvolvimento de todo

este trabalho.

6.4.1 LINEARIDADE

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
qgue os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado (ANVISA, 2003).

Foram construidas trés curvas analiticas da percentagem de inibicdo do

radical DPPH versus a concentragcéo da solucdo (Figuras 16 a 19).
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Figura 18. Curva analitica 3 para avaliacédo da linearidade do método

De acordo com as curvas analiticas obtidas, o método foi considerado linear,
pois segundo a ANVISA (2003), para que isto aconteca os valores de R devem ser
maiores que 0,99, comportamento este, observado nas curvas construidas.
Portanto, uma nova curva foi construida a partir do tratamento estatistico das curvas

experimentais 1, 2 e 3, com média e desvio padrdo de cada um dos pontos (Figura
19).
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Figura 19. Média das curvas analiticas para avaliagdo da linearidade do método

Na curva média obtida, o valor do coeficiente de correlacdo (R) é de 0,9978; a
interseccdo com o eixo y € igual a -1,3358 e o coeficiente angular € igual a 19,033.
Estes valores sdo os parametros necessarios extraidos da curva analitica que foram
utilizados posteriormente para a quantificacdo da solucdo por meio da atividade

antioxidante.

6.4.2 EXATIDAO

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relagé@o ao valor verdadeiro (ANVISA, 2003).

Para isto, concentracdes conhecidas de solugdes, denominadas
concentragdes teoricas, foram submetidas a andalise da atividade antioxidante e, por
meio da equacao obtida no ensaio de linearidade, as concentragdes experimentais
foram calculadas. Em seguida, a exatiddo do método foi determinada segundo a
ANVISA (2003), como apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Avaliacao da exatiddo do método analitico de quantificacédo do AA

. . Concentracdo Concentracdo Concentragao
Concentracgao tedrica

Experimental Experimental Experimental Exatiddo (%)

(ug/mL)
1 (ug/mL) 2 (ug/mL) 3 (ug/mL)
0,57 0,576179 0,608187 0,610447 104,9598
1,42 1,359503 1,307932 1,393458 95,32613
4,57 4,530424 4,39997 4,559776 98,39657

De acordo com os resultados obtidos, € possivel concluir que o método
mostrou-se preciso, uma vez que ndo houve variacdes maiores que 5% entre as
concentracbes teoricas e as concentracdes experimentais obtidas nos ensaios
realizados (ANVISA, 2003).

6.4.3 LIMITE DE DETECCAO

7

O limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as
condicBes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003).

Para o célculo do limite de detecc¢éo foi utilizada a equacdo descrita no item
5.4.6.3. Os valores estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Determinacédo do limite de deteccao do método analitico de quantificacdo do AA

Intercepcdo com o eixo Y

Curva 1 -0,94855
Curva 2 -3,67852
Curva 3 0,62166
Desvio Padréo 2,176
Inclinacéo da curva analitica 86,9925°
Limite de deteccéo 0,075041 ug/mL

Sendo assim, o0 método analitico € capaz de detectar a concentracdo minima
de 0,075041 mg/mL de AA.
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6.4.4 LIMITE DE QUANTIFICACAO

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada
com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicbes experimentais estabelecidas
(ANVISA, 2003).

O valor calculado segundo a equacgao descrita no item 5.4.6.4, foi de 0,2483
ug/mL de AA, sendo esta a menor concentracdo que pode ser determinada pelo

método em estudo.

6.4.5 PRECISAO

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é
considerada em trés niveis: Repetitividade (precisdo intra-corrida), Precisdo
intermediaria (precisdo inter-corridas) e Reprodutibilidade (precisdo inter-

manipulador).

6.4.6 REPETIVIDADE OU PRECISAO INTRA-CORRIDA

Segundo a metodologia descrita pela ANVISA (2003), os valores do desvio
padrao relativo (DPR) nao podem ultrapassar 5%. Os valores obtidos neste ensaio

estao descritos na Tabela 5.
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Tabela 5. Avaliacao da repetitividade do método analitico de quantificacdo de AA

CT CE1l CE2 CE3 Desvio )
(ug/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)  (ug/mL) padréo Media PPR
C1 0.57 0,576179 0,58624 0,56685 0,007918 0,576423 1,373612
C2 0,65472  0,59025 0,60959 0,027013 0,618187 4,369654
C1 1,214467 1,239473 1,206132 0,014167 1,220024 1,161226
Cc2 142 1,26711  1,31223  1,34446 0,031724 1,307933  2,425493
C1 4,44025  4,44025 4,590286 0,070728 4,490262 1,575134
C2 o7 4,39997  4,39997  4,39997 0  4,39997 0

CT: Concentracgéo tedrica

CE: Concentragéo experimental
C1: Corrida no periodo 1

C2: Corrida no periodo 2

Nenhuma das concentracdes avaliadas apresentou DPR>5%, portanto, o

método apresenta repetitividade.

6.4.7 PRECISAO INTERMEDIARIA OU PRECISAO INTER-CORRIDAS

O mesmo procedimento foi

realizado para avaliagdo da preciséo

intermediaria, e os valores de DPR também néo foram superiores a 5% (Tabela 6).

Tabela 6. Avaliacdo da precisao intermediaria do método analitico de quantificacdo do AA

CT CE1 CE2 CES3 Desvio .
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) padrao Media PPR
C1 0.57 0,59988 0,59988 0,63151  0,014911 0,610423 2,442653
Cc2 0,65472 0,59025 0,60959 0,027013 0,618187 4,369654
C1 1,39065 1,43810 1,35112 0,035558 1,39329 2,552123
Cc2 142 1,26711 1,31223 1,34446 0,031724  1,307933 2,425493
C1 4,60911 4,53794 4,53003 0,035561  4,559027 0,780017
Cc2 o7 4,39997 4,39997 4,39997 0 4,39997 0

CT: Concentracgéo tedrica

CE: Concentragéo experimental
C1: Corrida no periodo 1

C2: Corrida no periodo 2
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Mais uma vez, os valores de DPR néo ultrapassaram 5% (Tabela 7).

Tabela 7. Avaliacdo da reprodutibilidade do método analitico de quantificacdo do AA

CT CE1l CE2 CE3 Desvio Média DPR (%)
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) padréo
4,571429 4,52408 4,686709  4,615152  0,069105  4,599342 1,502499
4,000000 4,008548 4,313161  4,105765 0,145654  4,106868 3,546602
1,428571 1,512185 1,408102 1,512185 0,054824  1,465261 3,741576

Desta forma, o método em analise pode ser considerado preciso, pois 0S
valores de DPR obtidos sdo menores que 5% (ANVISA, 2003).

6.4.9 ESPECIFICIDADE E SELETIVIDADE

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em

presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacédo e
componentes da matriz (ANVISA, 2003).

ApoOs a contaminacdo das solucdes de AA com concentracfes adequadas do

creme base (concentracfes que nao causaram turvagao na amostra), a avaliagao da

atividade antioxidante da solucao foi determinada, e os valores comparados com as

concentragbes teoricas da solucdo (concentracdes conhecidas no momento do

preparo das solugdes), determinando-se o DPR (Tabela 8).

Tabela 8. Avaliacdo da especificidade e seletividade do método analitico de quantificacdo do

AA
CT CE1l CE2 CE3 Desvio Média DPR (%)
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) padréo
4,571429 4,679669  4,406225  4,386693  0,139679  4,511004 3,09641
2,857143 2,641317 2,579433  2,579433 0,13181 2,664331 4,947203
0,857143 0,851358 0,80096 0,775761  0,039479  0,821306 4,806845
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Os valores de DPR foram inferiores a 5%, portanto o método foi considerado

seletivo e especifico.

6.4.10 ROBUSTEZ

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir

a pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos. Indica sua confianca

durante o uso normal (ANVISA, 2003). Para isto, foi utilizado um solvente (metanol)

de fabricante diferente ao utilizado na constru¢do da curva analitica e os resultados

comparados para a determinacao do DPR (Tabela 9).

Tabela 9. Avaliacdo da robustez do método analitico de quantificacdo do AA

CT CE1l CE?2 CE3 Desvio Média DPR (%)
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) padréo

0,57 0,59988 0,59988 0,63151 0,018262 0,61042 2,991721

1,42 1,39065 1,43810 1,35112 0,043552 1,39329 3,125873

4,57 4,60911 4,53794 4,53003 0,043552 4,55902 0,955302

CT: Concentracao tedrica

CE: Concentracdo experimental

O método também foi considerado robusto.

6.4.11 CURVAS ANALITICAS COM SOLVENTES DIFERENTES

Duas novas curvas analiticas foram construidas com solventes diferentes,

uma vez que metanol e tampao fosfato (pH 7,4) foram utilizados na avaliagédo da

liberacdo do AA do cosmeético e da permeacéo e retencdo cutaneas.

As curvas estao apresentadas nas Figuras 20 e 21.
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Figura 20. Curva analitica para quantificacdo do AA Figura 21. Curva analitica para quantificacdo de AA

utilizando metanol como solvente. utilizando tampao fosfato (pH=7,4) como solvente.

6.5 QUANTIFICACAO DAS SOLUCOES CONTENDO AA ATRAVES DO
METODO DE INIBICAO DO RADICAL DPPH (MIR)

Apenas trés sistemas binarios foram escolhidos para serem quantificados por
esta metodologia, o sistema S1 (100% agua), sistema S2 (75% agua e 25%
propilenoglicol) e sistema S6 (100% propilenoglicol). O sistema S2 foi escolhido para
este estudo, pois demonstrou melhores resultados na preservacdo do AA nas duas
metodologias anteriormente estudadas.

Através da Figura 22, observa-se que até o 14° dia de estocagem, todas elas
apresentaram concentracdo estatisticamente semelhante de AA, porém, a partir do
dia 28, o sistema S2, destacou-se em relacdo as demais, sendo que na ultima
andlise, do dia 90, apresentou 51% da concentragdo inicial de AA.

Yuan e colaboradores em 1998 realizaram um estudo para avaliar a
degradacdo do AA em sistemas aquosos. A concentracdo de AA foi reduzida
drasticamente ao longo dos dias, o que confirma os resultados encontrados ao se
avaliar o sistema S1 (100% de agua), que apresentou concentracdo no dia 90 de
armazenamento de apenas 29% da concentragdo inicial de AA, confirmando a

instabilidade do AA em solucdes aquosas.
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O sistema S6 apresentou concentracdo final de 45,70% da concentracao
inicial, valor intermediario entre o sistema S1 e sistema S2, mostrando que a
estabilidade do AA ndo é diretamente proporcional & reducdo da concentracdo de
agua no sistema e nem pelo aumento do PG, o que sugere ocorre existir
concentracdes Otimas para que se tenha um sistema com eficiéncia para preservar o
AA, o que também é afirmado por Wilmott e colaboradores,1991, que relataram que
a concentracdo de agua e solventes organicos devem respeitar a determinadas
propor¢cdes, onde o AA ndo esteja em meio a altas concentracdes de agua.

Muitos fatores podem interferir na manutencdo da atividade deste ativo e,
neste caso, observou-se que a propor¢cdo 1:4 de PG e agua foram as mais

adequadas.

a,b,c Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes p<0,05).

Figura 22. Gréafico comparativo da percentagem de AA presentes nas solugdes - propilenoglicol/agua no

mesmo dia, e durante 90 dias, avaliados pelo método analitico MIR.

Como pode ser observado todos os métodos analiticos aplicados permitiram
guantificar o AA presente nas solugbes binarias e dentre elas, o sistema S2

apresentou maior poder de estabilizacdo para o AA.
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6.5.1 QUANTIFICACAO DA EMULSAO PELO METODO DE INIBICAO DO
RADICAL DPPH (MIR)

Através do doseamento da emulsdo ao longo do tempo pelo MIR (Figura 23),
pode-se observar que as oscilagdes na concentracdo de AA foram menores neste
sistema quando comparadas com as solugdes, além disso, a concentracédo de AA no
dia 90 foi superior a de todas as solucdes, ja que a emulsdo apresentou 82% da
concentracédo inicial de AA e, o sistema S2, que melhor apresentou resultado nos
sistemas binarios, foi de apenas 51%.

Para a quantificacdo da emulsédo, os métodos titulométricos apresentaram-se
divergentes do MIR, ja& que os primeiros indicaram maior preservacdo do AA no
sistema S2, do que na emulsdo, diferentemente do observado com a utilizagdo do
MIR.

Os resultados da quantificacdo pelo MIR foram mais confiaveis e condizentes
com informacdes encontradas na literatura, jA que artigos cientificos relatam que o
AA pode apresentar eficacia bastante reduzida devido a sua instabilidade fisico-
quimica, principalmente em condicbes aerObicas, exposto a luz e a altas
temperaturas de armazenagem (MAIA et al., 2001; AUSTRIA et al.,, 1997,
GALLARATE et al., 1999). Em solu¢cBes aquosas, este ativo oxida-se facilmente a
acido deidro-L-ascoObico e também a outros produtos de degradacdo (GALLARATE
et al., 1999).

A maior preservacdo do AA na emulsdo em relacdo as solucdes pode ser
justificada pela sua opacidade, protegendo-a da oxidac&do devido a exposi¢cao a luz

solar.
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a,b,c Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes
(p<0,05).

Figura 23. Grafico comparativo das percentagem de AA presentes na emulsdo no mesmo dia, e durante 90
dias, avaliados pelo método analitico MIR.

6.6 ALTERACAO DE COR E DEGRADAGAO DE AA

Figura 24. Foto das solugdes logo apds a Figura 25. Foto das solugdes apds 28 dias
manipulacéo

Através das Figuras 24 e 25 é possivel notar que apods 28 dias de

armazenamento os sistemas binérios, sofreram alteracédo de cor, sendo que, quanto
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maior a concentracao de agua nos sistemas, mais intensa foi a coloracéo produzida.
Pode-se observar também que em presenca de propilenoglicol e na auséncia de
adgua, em concordancia com a solugdo S6, composta somente por propilenoglicol,
ndo apresentou coloragdo apesar dos resultados analiticos indicarem degradacéo do
AA. Tal situacéo explica-se pelo fato do sistema em questédo nao ter permitido que o
AA sofresse degradacdo completa até o produto colorido denominado furfural. A

figura 26 representa a sequéncia oxidativa sofrida pelo AA. (Wilmott et al., 1991) .

. ) Acido Addo 2 3
Furfural

Figura 26. Reacéo de oxidagdo ndo enzimatico do AA.

6.7 SISTEMAS CONTENDO AGREGADOS SUPRA MOLECULARES

O diagrama de fase foi construido para a obtencdo de sistemas para
incorporacdo do AA e, posteriormente foram quantificados pelo MIR, para que se
avaliasse a estabilidade quimica do AA. O diagrama abaixo (Figuras 27 e 28)
representa as 36 formulagdes obtidas.

A partir do diagrama de fases desenvolvido, foram escolhidas trés
formulacbes P2, P5 e P15, correspondentes a dois sistemas liquidos cristalinos com
indicativo de fase lamelar (P2), e fase hexagonal (P5) e um sistema com indicativo
de microemulsdo (P15). A tabela 10 apresenta a composi¢cdo percentual de tais

sistemas.

Tabela 10. Composicdo percentual das formulacGes propostas

P2 P5 P15
Dicaprylyl Carbonate 10% 20% 50%
Polysorbate-80 70% 60% 40%

Water 20% 20% 10%
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Figura 27. Diagrama de fases com a classificacdo do sistemas obtidos. Polysorbate 80 (tensoativo), 4gua

(fase aquosa) e Dicaprylyl Carbonate (fase oleosa)
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Figura 28. Diagrama de fases com classificagao das areas encontradas apds avaliagdo por microscopia de
luz polarizada. Polysorbate 80 (tensoativo), agua (fase aquosa) e Dicaprylyl Carbonate (fase oleosa).

ME=microemulséo; CL=sistema liquido cristalino; EM=emulsao; SF=separacao de fases

ApoOs avaliacdo dos sistemas obtidos através de microscopia de luz polarizada
e classificacdo dos mesmos, foram escolhidas trés deles com diferentes
caracteristicas para a incorporacdo do AA. Tais sistemas formam, entdo,
denominados formulacdo P2, com indicativo de fase lamelar (Figura 29); formulacéo
P5, com indicacao de fase hexagonal (Figura 30); e formulacdo P15, com indicacao
de microemulsao (figura 31). O circulo branco na figura 25 € uma bolha de ar.

Em relacdo a composicao, a formulacdo P2, foi preparada contendo 70% de
tensoativo, 20% de agua e 10% de Dicaprilil Carbonato; a formulacéo P5, contendo
60% de tensoativo, 20% de agua e 20% de Dicaprilil Carbonato e a formulacéo P15,

contendo 40% de tensoativo, 10% de agua e 50% de Dicaprilil Carbonato.



Figura 29. Fotomicrografia apresentando cruzes de Malta, caracteristica de fase lamelar

Figura 30. A fotomicrografia com a presenca de estrias, caracteristica de fase hexagonal

75
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Figura 31. Fotomicrografia representativa de formulag¢do do tipo microemulsdo com campo escuro

6.7.1 QUANTIFICACAO PELO MIR

A figura 32 representa a quantificacdo das formulacfes P2, P5 e P15 apds um
periodo de 90 dias e em sua analise nota-se que houve um decréscimo significativo
na concentracdo de AA em todos os sistemas avaliados.

A formulacdo que mais preservou o AA foi o sistema P2, com 39,31% no dia
90 da quantificacdo contra 28,14% do sistema P15 e, apenas 6,64% no sistema P5.
Essa brusca queda na concentracdo de AA nos sistemas avaliados pode ser devida

a transparéncia apresentadas pelos sistemas.
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Figura 32. Gréafico comparativo das percentagem de AA presentes nos sistemas P2, P5 e P15 no mesmo

dia, e durante 90 dias, avaliados pelo método analitico MIR.

A figura 33, abaixo mostra a comparacéao entre os sistemas P2, P5 e P15 em

relacdo a Emulsao (F2).
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abed | etras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05). As amostras
foram comparadas apenas em cada dia de estudo isoladamente, ndo indicando, portanto, se a

quantidade de AA determinada no dia O é estatisticamente igual a do dia 90.

Figura 33. Grafico comparativo das percentagens de AA presentes nos sistemas ou formulagdes P2, P5,

P15, comparadas a emulsao (F2) avaliados pelo método analitico MIR.

Uma andlise superficial da figura 33 demonstra de forma bastante evidente
gue a emulséo se mostrou mais estavel em relacdo aos demais sistemas. No dia 90
da quantificagéo a concentracdo de AA na emulséo, em relagao ao dia O (zero) foi
de 63,98% e tal desempenho pode ser devido a opacidade do sistema.

Devido a estes resultados apenas a emulséo F2, sera utilizada nos testes de

liberacdo, permeacéao e retencdo cutanea.
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6.8 ESTUDO DE LIBERACAO, PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA IN
VITRO

O sistema escolhido para os ensaios de liberacdo, permeacdo e retencao
cutanea epiderme/derme do AA foi a emulsdo por ter apresentando melhores
resultados na manutencao da estabilidade quimica do AA ao longo do tempo.

A escolha de um sistema adequado para incorporacdo de ativos € de
fundamental importancia, pois, o sistema de escolha pode auxiliar na manutencao
da estabilidade do ativo, auxiliar na disponibilidade do ativo no local de aplicacéo. O
veiculo tem influéncia na liberacdo, permeacdo e retencdo do farmaco, tendo um
papel importante para sistemas de uso topico (FLORENSE & ATWOOD, 2003).

As emulsdes sdo os veiculos mais usuais de sistemas de liberagcdo em
produtos de uso tépico. Por meio destas, é possivel veicular ampla gama de
substancias que séo liberadas de maneira rapida e conveniente (SCHUELLER,
ROMANOWSKI, 2000)

Para a quantificacdo do AA, que foi liberado da emulsédo, que foi permeado e
que ficou retido na epiderme/derme foi utilizado como ferramenta o método analitico
MIR. Para isso, foram utilizadas as curvas analiticas construidas com a
concentracdo de AA versus percentagem de inibicdo do radical DPPH, tendo como
solventes o metanol e o tampé&o fosfato (pH=7,4). Isso porque na avaliagdo da
liberacdo do AA da emulsédo e da permeacéo cutanea, o meio receptor utilizado foi o
tampéo fosfato; ja na avaliacdo da retencdo do AA contido na emulsdo na
epiderme/derme, a membrana biologica utilizada € mergulhada em metanol e a

solucéo resultante é utilizada para a quantificacao.

6.8.1 AVALIACAO DA LIBERACAO DO AA CONTIDO NA EMULSAO

Para a avaliacdo da liberacdo do AA contido na emulséo, a fase receptora foi

coletada das células de Franz e, em seguida submetida & avaliacdo de quantificacéo



80

do AA pelo MIR. A partir dos valores obtidos, a concentracdo de AA na solugéo

receptora foi calculada. Através destes valores, foi construido o grafico da figura 34.
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Figura 34. Porcentagem de AA liberado pela emulséo
através das membrana sintética nos tempos de 1/2, 1, 2, 4
e 8 horas

Os resultados sugerem que existe um aumento gradual na concentragdo de
AA com o decorrer do tempo, no entanto a quantidade de AA liberada é baixa em
relacdo a quantidade total. Tal fato pode ser explicado por uma das condi¢des
experimentais, o pH= 7,4. A literatura demonstra que a eficiéncia de liberagdo e
permeacao pode ser prejudicadas quando o AA encontra-se em condi¢Oes de pH
préximo a neutralidade. (Jong et al., 2004).

Foi avaliado também, o perfil cinético de liberacdo do AA da emulsdo. Para
isto, foram aplicados trés modelos mateméaticos para interpretacdo da cinética de
liberacdo: zero ordem; primeira ordem e modelo de Higuchi. Os modelos cinéticos
foram avaliados por meio da linearizacdo dos dados da liberagdo de acordo com o
tempo e porcentagem de AA liberado. O modelo de zero ordem representa a relagéo
entre a quantidade de AA liberada versus tempo; o modelo de primeira ordem, o log

da concentracao de AA liberado versus o tempo e o modelo de Higuchi representa a
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quantidade de AA liberado versus a raiz quadrada do tempo. Os modelos foram

plotados nos graficos demonstrados nas figuras de 35 a 37.

Figura 35. Avaliagdo do perfil de Figura 36. Avaliagdo do perfil de
liberag&@o in vitro da emulséo contendo liberagdo in vitro da emuls&do contendo
AA de acordo com o modelo de zero AA de acordo com o modelo de
ordem. primeira ordem.

Figura 37. Avaliacdo do perfil de liberacéo
in vitro da emulsdo contendo AA de
acordo com o modelo de Higuchi.

O indice de correlacdo (R2) foi utilizado para estabelecer qual € o modelo
mais adequado. O modelo de escolha foi aquele que apresentou o maior valor de R2.

Os valores calculados encontram se representados na tabela 11.



Tabela 11.

emulsdo contendo AA
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Valores do coeficiente de correlacdo linear do perfil cinético de liberacdo da
Modelos Emulséo com AA
Zero ordem 0,99363
Primeira ordem 0,98619
Higuchi 0,99022
Segundo os dados da tabela 11, a emulsdo contendo AA, segue o modelo de

liberacdo de zero ordem, onde a liberagdo ocorre a uma velocidade constante,
sendo independente da concentracéo do ativo (MONTEIRO et al., 2007)

6.8.2 AVALIACAO DA PERMEACAO CUTANEA DO AA CONTIDO NA
EMULSAO

Na avaliacdo da permeacdo cutanea, a fase receptora foi coletada e teve seu
teor de AA quantificado (Figura 38).
AA permeada,

Observou-se que com o decorrer do tempo houve aumento da quantidade de
antienvelhecimento.

0 que é desejado para um produto com caracteristicas
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Figura 38. Concentracdo em pg/cm? de AA permeada através da membrana biolégica, a partir da
emulsdo, analisadas no periodo de 8 horas empregando-se como técnica analitica 0 MIR.
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6.8.3 AVALIACAO DA RETENCAO NO ESTRATO CORNEO, EPIDERME E
DERME DO AA CONTIDO NA EMULSAO

A quantidade de AA retida na epiderme, derme e estrato cérneo foi
determinada (Figura 39) e observou-se que com o0 passar do tempo, tais
concentragbes apresentaram decréscimo, em adequada concordancia com o0s
resultados obtidos durante os ensaios de permeac¢do que apresentou concentracdes
crescentes em relacédo ao tempo. Outra observacado importante a ser considerada é
a demonstracdo de que a concentracdo de AA, retida foi bem maior que a

permeada, 0 que é interessante, jA que o AA é um importante fator na sintese de
colageno (WILMOTT et al., 1991).
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Figura 39. Concentracéo em pg/cm? de AA retido no estrato cérneo, epiderme e derme da membrana
biolégica, a partir da emulsdo, analisadas no periodo de 8 horas empregando-se como técnica analitica o
MIR.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos por este estudo mostraram que € possivel o
desenvolvimento de sistemas que auxiliem na manutencao da estabilidade de ativos
instaveis como o AA.

Os meétodos utilizados para a quantificacdo do AA mostraram-se efetivos
para determinados sistemas, ou seja, 0s métodos titulométricos empregados para o
doseamento do AA, foram efetivos apenas para os sistemas intitulados de solucdes
binarias (propilenoglicol/agua) e apresentaram divergéncias nos resultados obtidos
durante a quantificacdo do AA, presente no sistema emulsionado (F2). O método
que utiliza o radical DPPH, denominado MIR, foi validado de acordo com normas
preconizadas pela ANVISA e, mostrou-se efetivo para a andlise de todos os
sistemas, exceto para os sistemas que continham o PPG-5 Ceteth-20, como
tensoativo, no entanto, nenhum dos outros métodos utilizados apresentou eficiéncia
para analise dos sistemas contendo este tensoativo.

Através da microscopia de luz polarizada, os sistemas contendo agregados
supramoleculares foram avaliados e, mostraram-se inferiores aos demais sistemas,
0 que nao era esperado, ja que as caracteristicas fisico-quimicas desses sistemas
levam a acreditar que estes podem ser mais eficientes na estabilizacdo de ativos.

O sistema que mais auxiliou na manutencgéo do AA, ao longo de 90 dias, foi a
emulsdo F2, em comparacdo as solugcbes, microemulsdes e sistemas liquido
cristalinos, o que pode ser justificado por sua opacidade, o que pode proteger o AA
da oxidacao pela exposicao a luz solar.

A emulsdo contendo AA foi submetida a ensaios de liberacdo, permeacao e
retencdo cutanea in vitro, onde segue o modelo de liberagéo de zero ordem, em que
a liberagdo ocorre a uma velocidade constante, sendo independente da
concentracdo do ativo, baixa taxa de permeacdo e alta retencao na pele, o que é
interessante para um produto de uso tépico, j& que o AA estimula a proliferacao de

colageno na derme.
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