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RESUMO

Atualmente, tem-se observado um aumento da preocupacédo de homens e mulheres com a aparéncia do
rosto e corpo, impulsionado, principalmente, pelos padrdes estéticos estabelecidos pela midia. Para
tanto, as industrias farmacéuticas e cosméticas tém realizado grande nimero de pesquisas objetivando o
desenvolvimento de formulacdes que amenizam o envelhecimento e alguns distdrbios cutaneos, como
hipercromias. Uma das patologias de pele mais freqlientes € o melasma, uma manifestacdo de
hiperpigmentacdo, causada pela hipermelanogénese simétrica e progressiva, ocasionada, geralmente,
por irregularidades hormonais, exposicdo a luz solar e fatores genéticos. Além do protetor solar, no
tratamento é indicado o uso de substancias despigmentantes, dentre elas o dipalmitato kojico (DK), que
é clivado em &cido kojico (5-hidroxi-2-hidroxi-metil-4H-piran-4-ona) por uma esterase ap6s absorcao
pelas células da pele. O acido kéjico (AK) inibe a a¢do da tirosinase como quelante de ions e promove
a diminuicdo da eumelanina e seu mondmero precursor. Para promover uma liberacdo controlada e
melhorar a estabilidade do sistema, o DK pode ser incorporado em emulsées multiplas, isto €, sistemas
complexos compostos por duas emulsificaces, onde os dois tipos de emulsdes (A/O e O/A ou O/A e
AJ/O) existem simultaneamente, constituindo emulsdes do tipo A/O/A ou O/A/O. Este trabalho teve
como objetivos incorporar o DK em emulsées multiplas (EM) A/O/A, caracterizar fisico-quimicamente
os sistemas obtidos e avaliar as agdes antioxidante e despigmentante in vitro das formulagdes
desenvolvidas. A caracterizacdo fisico-quimica foi realizada por meio de analises microscopicas,
quantificacdo e distribuicdo das goticulas, determinacdo do valor de pH, condutividade elétrica,
potencial zeta, comportamento reoldgico e teste de bioadesdo das formulagdes. O tamanho das
goticulas, de acordo com o uso do microscépio Optico e do espalhamento dindmico de luz, é de
aproximadamente 1um. Os valores de pH, condutividade elétrica e bioadesdo ndo foram alterados com
a incorporacdo do DK. Na analise reologica, as formulagdes com e sem DK apresentaram um
comportamento reopético ou anti-tixotrépico. A atividade antioxidante foi determinada com base na
acao sequestrante do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e a acdo despigmentante in vitro foi
porém nao foi possivel estimar os valores de tais atividades, indicando apenas que o acido kojico é

mais potente que o dipalmitato kojico.

Palavras-chave: emulsdes madltiplas, dipalmitato kojico, atividade antioxidante in vitro, acdo

despigmentante in vitro.



DEVELOPMENT AND EVALUATION OF ANTIOXIDANT AND DEPIGMENTING ACTIVITIES IN VITRO OF
W/O/W EMULSION CONTAINING KOJIC DIPALMITATE

ABSTRACT
Currently, there has been a growing concern for men and women with the appearance of the face and

body, driven primarily by aesthetic standards set by the media. For this, the pharmaceutical and
cosmetic industries have conducted numerous research projects aiming at the development of
formulations that mitigate the aging and some skin disorders such as hipercromies. One of the most
frequent pathologies of skin is melasma, a manifestation of hyperpigmentation caused by
hipermelanogenesis symmetrical and progressive, caused usually by hormonal irregularities, exposure
to sunlight and genetic factors. In addition to sunscreen, the treatment is indicated the use of
depigmenting substances, among them the kojic dipalmitate (DK), which is cleaved into kojic acid (5-
hydroxy-2-hydroxy-methyl-4H-piran-4-one) by esterase after absorption by the skin cells. The kojic
acid inhibits the action of tyrosinase as a chelator of ions and promotes the reduction of eumelanin and
its precursor monomer. To promote a controlled release and improve the stability of the system, the DK
can be incorporated into multiple emulsions, that is, complex systems composed of two
emulsifications, where the two types of emulsions (W/O and O/W or O/W and W/O) exist
simultaneously, forming emulsions of type W/O/W or O/W/QO. This work aimed to incorporate the DK
in emulsion W/O/W, physical-chemical systems obtained and to evaluate the antioxidant and
depigmenting action in vitro of the developed formulations. The physico-chemical characterization was
performed by microscopic analysis, quantification and size distribution, determination of pH,
conductivity, zeta potential and bioadhesive test of the formulations. The droplet size in accordance
with the use of light microscopy and dynamic light scattering is approximately 1um. The pH, electrical
conductivity and bioadhesion have not changed with the addition of DK. In the rheological analysis,
formulations with and without DK behaved as rheopectic or anti-thixotropic. The antioxidant activity
was determined based on the action of capturing the radical 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH)
and depigmenting action in vitro was evaluated for the inhibition of tyrosinase, the enzymatic method
with spectrophotometric reading, however it was not possible to estimate the values of such activities,

indicating only that kojic acid is more potent than kojic dipalmitate.

Keywords: multiple emulsion; kojic dipalmitate; in vitro antioxidant activity; in vitro depigmenting

action.
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I. INTRODUCAO

O processo de envelhecimento altera a estrutura e a funcdo dos 6rgdos. No caso da pele, que é um
6rgdo externo, também ocasiona modificacdo do seu aspecto. E muito importante estudar estas
alteracOes na pele que ocorrem com o envelhecimento, principalmente quando ocorrem precocemente,
ndo somente porque as mudancas no aspecto exterior revelam, freqlientemente, as disfun¢es que
ocorrem, mas porque a aparéncia traz consequiéncias psiquicas sobre o comportamento da pessoa, tanto
diante de si mesma como diante das outras (RIEGER, 1996; LEVEQUE, 1997).

Sendo assim, o estudo do rejuvenescimento cutaneo vem merecendo mais esforgos no sentido de
reverter o processo natural de envelhecimento da pele. Existe, inclusive, um grande esforco
empreendido por diversas areas como geriatria, cosmiatria, fisioterapia e cirurgia plastica no sentido de
compreender e elucidar o processo natural do envelhecimento (ARAUJO et al., 1995).

ContracGes musculares, estresse, doencgas, trauma na pele, sol, variacdo acentuada de peso séo
fatores que acentuam o processo de envelhecimento (SAUERBRONN et al., 1998).

Os sinais clinicos do envelhecimento cutaneo, numerosos e variados, vém sendo estudados por
meétodos ndo invasivos publicados na literatura (BLICHMANN & SERUP, 1988; WATANABE et al.,
1991; LEVEQUE, 1997; PINTO et al., 1997; RODRIGUES et al., 1997). Além disso, os adventos de
varios instrumentos adequados e precisos tém permitido avaliar o estado de hidratacdo do estrato
corneo in vivo, proporcionando dessa forma, grandes avancos no estudo do envelhecimento cutaneo
(TAGAMI et al., 1980).

Sao utilizados hoje inumeros principios ativos nas formulagcbes com o objetivo de obter
rejuvenescimento da face, colo e dorso das maos, os quais sdo importantes para manter a textura
saudavel da pele. Dentre as substancias empregadas no mercado com o objetivo de combater o
envelhecimento cutaneo tem-se os antioxidantes (ARAUJO et al., 1995; PYTEL et al., 2005).

O processo de oxidacgdo esta relacionado a formacdo de radicais livres e espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio. Radical livre € qualquer especie capaz de existir independentemente e que
contem um ou mais elétrons desemparelhados. Segundo Harris (2006), dentre as fontes de radicais
livres existentes, tem-se: fontes biol6gicas como flavinas (FADHSs), hemoglobina, catecolaminas, tetra-
hidropteridinas, nitro-compostos aromaticos e melanina; venenos como paraquat, adriamiciina,
antamicina; complexos de cobre e ferro, hidroquinonas, tiois, glutationa; radiacdo ionizante e luz
ultravioleta (UV).
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A reatividade depende do radical em estudo e do substrato presente. De acordo com Harris
(2006), a peroxidacéo lipidica pode ocasionar: comprometimento das membranas celulares e do manto
hidrolipidico; desativacdo de sitios ativos de enzimas e receptores celulares, decorrente da oxidagédo de
residuos de aminoacidos; lesdes em DNA, levando ao comprometimento da codificagdo para as
sinteses protéicas (inviabilidade celular); leses mutagénicas (tumores); surto oxidativo, degradacdo de
catecolaminas, da cadeia respiratoria da mitocondria e do sistema P450 do reticulo endoplasmatico.

Sabe-se que o organismo humano possui eficientes mecanismos de defesa contra os radicais
livres, caracterizados por um conjunto de enzimas e compostos antioxidantes que mantém essas
espécies altamente reativas em concentragbes subtoxicas (CADENAS, 1989). Quando ocorre um
desequilibrio entre os processos de producao e destruicdo das espécies reativas de oxigénio induzido,
por exemplo, pela acdo da radiagdo UV, estabelece-se uma condicdo em que o ataque oxidativo das
biomoléculas é favorecido, o que pode propiciar diversos processos fisioldgicos e patoldgicos,
incluindo o envelhecimento cutaneo (HARMAN, 1992).

A relacdo causal observada entre estresse oxidativo, diversas patologias e processos
degenerativos em humanos despertou o interesse para a exploracdo de moléculas com atividade
antioxidante, capazes de interferir com a geracdo dos radicais livres de oxigénio ou com as reagdes por
eles desencadeadas (PYTEL et al., 2005).

Para a determinacdo da atividade antioxidante dos diversos compostos, podem ser utilizadas
metodologias tanto in vitro quanto in vivo. Dentre 0os métodos in vivo empregados, tem-se a
quantificagcdo de peroxidos cutaneos, método ndo invasivo que avalia o estresse oxidativo celular e a
porcentagem de captura de radicais livres cutdneos gerados a partir da indugdo por radiacdo UV
(MORLIERE, 1992; LEBEL et al., 1992). Dentre os métodos in vitro disponiveis, destacam-se aqueles
que conseguem medir a capacidade que as substéncias tém de sequestrar radicais livres ou inibir a
peroxidacdo lipidica, como a capacidade de reducdo do radical livre DPPH" (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila) para o composto 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (ROGINSKY & LISSI, 2005).

A acgdo dos radicais livres sobre a pele pode acarretar em alteragcBes pigmentares, conhecidas
como discromias, as quais sdo utilizadas para designar alteracdes na cor da pele, que depende de cinco
tipos de pigmentos, sobretudo da melanina. As discromias podem se manifestar principalmente nas
formas de hipocromias ou hipercromias (BENY, 2000; BENECH, 2002).

Hipocromias sdo alteracbes com auséncia de pigmento e hipercromias sdo alteracdes com
excesso de pigmento em alguma regido da pele, com destaque para as efélides, lentigos e melasmas,

que podem ser originados ou agravados a partir da exposicéo solar (AZULAY et al., 2006).
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As efélides sdo caracterizadas por pequenas maculas amarronzadas em areas expostas ao sol.
Tornam-se mais pigmentadas ap0s exposicdo solar, em contraste com o0s lentigos, que se caracterizam
por manchas hipercrdmicas pequenas, de limites bem nitidos (AZULAY et al., 2006).

O melasma caracteriza-se por um quadro constituido por manchas castanhas, de limites
irregulares, localizadas em areas de exposicao solar. Na maioria das vezes, limita-se a face, porém pode
surgir no colo e nos membros superiores. Pode surgir na gravidez (cloasma gravidico) ou com o uso de
hormonios exdgenos (pilulas anticoncepcionais e terapias de reposi¢do). O tratamento baseia-se na
fotoprotecdo e na utilizacio de agentes despigmentantes (CUCE & FESTA NETO, 1990).

As substancias despigmentantes mais efetivas, como a hidroquinona, inibem a sintese da
melanina, e um dos mecanismos envolvidos é a inibicdo da tirosinase, enzima que media a formacéao da
melanina a partir da tirosina (ROBINS, 1991; LEE & CHOI, 1998).

A tirosinase é uma enzima multifuncional que contém cobre e é encontrada em tecidos animais,
cogumelos e algumas plantas. E a enzima chave no primeiro estagio da via da melanogénese,
catalisando a converséo da L-tirosina em L-Dopaquinona (KHANON et al., 2000).

S&o relatados na literatura para avaliacdo da atividade antioxidante tanto ensaios in vivo, como
estudo em animais ou ensaios clinicos em seres humanos, quanto in vitro, como métodos de cultura
celular, cultura de tecidos e enziméticos. Os metodos enzimaticos sdo empregados para verificar a
atividade inibitoria de agentes despigmentantes sobre a atividade de enzimas envolvidas na
melanogénese, principalmente sobre a tirosina e L-Dopa. Neste método, a tirosinase, em geral retirada
de cogumelos, é adicionada ao substrato tirosina, em presenca e auséncia do agente despigmentante em
estudo. A atividade inibitoria é entdo avaliada pela medida da producdo de intermediérios da via
melanogénica pela leitura espectrofotométrica (MASUDA et al., 1996).

Dentre as substancias empregadas recentemente como despigmentantes, destaca-se a utilizacéo
do &cido kojico (Figura 1), produzido por fungos Aspergillus oryzae. No entanto, devido & sua
propriedade labil oxidativa, vem sendo empregado por meio de seu éster: dipalmitato kéjico (Figura 2),
o qual e hidrolisado pelas esterases presentes nas células da pele promovendo a liberacdo do &cido
kéjico in situ (BALAGUER et al., 2007).

O é&cido kojico, por sua vez, inibe a acdo da tirosinase, enzima que converte tirosina em
eumelanina e seu monémero no melandcito (Figura 3), promovendo uma a¢do despigmentante da pele.

A concentracdo recomendada de dipalmitato kojico em uma formulacdo cosmética é de 0,2 a
2,0% em cremes e emulsdes fluidas ndo ibnicas, géis, géis-creme e lo¢des aquosas. Os efeitos
esperados surgirdo apos 2 a 4 semanas de uso continuo, dependendo das caracteristicas da pele
(BALAGUER et al, 2007).
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Figura 1: Estrutura molecular do &cido kéjico
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Figura 2: Estrutura molecular do dipalmitato kojico
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Figura 3: Producdo de feomelanina e eumelanina a partir de tirosina com acdo da tirosinase
(ROCHA & MOREIRA, 2007).

Pode-se melhorar a eficacia das atividades antioxidante e despigmentante do dipalmitato kojico
incorporando-o em emulsGes multiplas.
Emulsdes multiplas sdo sistemas complexos em que ha uma fase dispersa contendo pequenas
gotas de outra fase dispersa em seu interior numa fase dispersante, podendo ser caracterizadas nas
formas A/O/A ou O/A/O (LEONARDI & MAIA CAMPOS, 1997).
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Esses sistemas sdo utilizados na indudstria farmacéutica, cosmética, alimenticia e quimica como
um potencial de aplica¢des biofarmacéuticas ou como veiculos de varios farmacos. Algumas de suas
aplicacOes sdo: protecdo do organismo contra substancias com propriedade locais irritantes ou gosto
desagradavel, funcéo de depdsito de interfase e liberacao controlada (SILVA & SOARES, 1996).

Entretanto, um sistema estavel adequado é necessario, pois as vantagens de utilizacdo de
emulsdo multipla como uma formulagéo inovadora de distribuicdo de uma substancia so6 pode ser feita
com uma estrutura vesicular intacta (LINDENSTRUTH & MULLER, 2004).

A estabilidade de uma emulsdo multipla é fundamental para tornar o sistema bem estruturado,
portanto alguns fatores sdo essenciais: determinar o tipo e as caracteristicas quimicas dos agentes
emulsionantes utilizados; caracterizar a influencia da razéo entre volume da fase oleosa e aquosa na
producdo e estabilidade da emulsdo multipla; determinar a propor¢cdo mais adequada entre 0s
tensoativos da emulsdo primaria e maltipla, determinar o método de manipulacdo mais adequado e
padronizar e validar os métodos de analise da estabilidade do sistema multiplo (MORAIS, 2008).

Embora veiculos como as emulsdes multiplas possam aumentar a eficacia das substancias
veiculadas, o emprego progressivamente de principios ativos nas industrias cosmética e farmacéutica
com finalidade de prevenir e tratar alteracdes relacionadas com o envelhecimento e despigmentacdo da
pele carecem ndo somente de estudos bioldgicos que avaliem os seus possiveis efeitos cutaneos
benéficos, mas também de estudos que avaliem a estabilidade quimica dessas substancias no produto
final (LEONARDI & MAIA CAMPOQOS, 1997).

Il. OBJETIVOS

Desenvolver um sistema de emulsées multiplas para incorporacdo do dipalmitato kdjico que
otimize a utilizacdo desta substancia no tratamento do envelhecimento e da hiperpigmentacao cutaneos,
mediante aumento da eficacia de sua atividade antioxidante e despigmentante. Este trabalho visou o
desenvolvimento cientifico e tecnol6gico na Area de Farmacos e Medicamentos e propds:

e Desenvolver e caracterizar emulsdes multiplas acrescidas de dipalmitato kdjico;

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica dos sistemas;

e Analisar as atividades antioxidante e despigmentante in vitro das formulacdes obtidas.
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111. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Pele

A pele humana (Figura 4) é o maior 6rgdo do corpo humano, ocupando uma &rea de mais de
1m2de superficie, e corresponde a 20% do peso corporal. Apresenta-se como um manto de
revestimento que isola os componentes organicos do meio exterior. E um 6rgéo que forma uma barreira
protetora dos tecidos mais profundos contra a acdo de agentes fisicos, quimicos e bacterianos
(MARTINS, 2003).

O pH da pele possui importancia fundamental, pois quando se utiliza produtos com pH parecido
ou igual ao da pele, reacOes alérgicas, irritantes e sensibilizantes s&o evitadas, diminuindo-se a perda de
atividade do produto, obtendo-se melhores resultados (MARTINS, 2003).

A pele é constituida por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme e anexos cutaneos
(OBAGI, 2004).

Figura 4: Estrutura esquematica da pele (OBAGI, 2004).
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Epiderme

A epiderme € um epitélio estratificado pavimentoso, que comporta 0s queratindcitos,
melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel. A epiderme subdivide-se, da derma para a
superficie, em: estrato basal, estrato espinhoso, estrato granuloso, estrato Ilcido e estrato cérneo.
Sendo o estrato corneo a camada mais importante para a cosmetologia, pois as vias de penetracdo de

cosmeticos estdo associadas a proteinas e lipideos do mesmo (OBAGI, 2004; MARTINS, 2003).

Derme

A derme é a camada intermediaria constituida de tecido conjuntivo de apoio da epiderme, é
composta por colageno e elastina juntamente com uma substancia denominada substancia fundamental

e € subdividida em: derme superficial ou papilar e derme profunda ou reticular (OBAGI, 2004).

Melanina

A melanina é um termo genérico empregado para descrever um grupo diversificado de
biopolimeros heterogéneos, pigmentados, polifendlicos de alto peso molecular. Apesar de possuirem
precursores semelhantes e de fenoxidase nos estagios iniciais de sintese, as melaninas possuem origem,
composi¢do quimica e propriedade fisicas diversas. Ocorrem nos tecidos vivos na forma insoltvel e séo
encontradas praticamente em todos o0s organismos vivos (SILVA, 1998).

Nos seres humanos a melanina é produzida pelas células dendriticas especializadas, o0s
melanacitos, responsavel pela coloragéo da pele, cabelo e olhos. Os melandcitos absorvem a luz visivel
e a ultravioleta (UV), protegendo a pele contra danos provocados pelas radiagOes, especificamente as
radiages ultravioleta A e B (THIBODEANS, 2004).

A melanina é classificada em:

Eumelanina

E um pigmento insolvel, de coloracdo variavel de marrom a preto, contendo pequena

quantidade de enxofre. E um biopolimero com estrutura indol, produzido pela co-polimerizacao da
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dopa-oxidase e de seus produtos de ciclizagdo. E uma substancia resultante da polimerizagio oxidativa
de compostos indolicos derivados de dihidroxifenilalanina (NOGUEIRA, 2002; THIBODEANS, 2004,
OLIVEIRA & ALMEIDA, 2003).

Feomelanina

E um pigmento heterogéneo, de coloracdo varidvel de amarelo a marrom avermelhado e
sintetizado a partir de tirosina e cisteina. E soluvel em alcalis e resulta da polimerizacdo da
cisteinildopa e produtos de ciclizacdo. Degradada facilmente pela radiacdo ultravioleta, ¢ menos
fotoestavel do que a eumelanina (NOGUEIRA, 2002; THIBODEANS, 2004).

Raramente a feomelanina e a eumelanina sdo encontradas na forma isolada, pois durante a
melanogénese formam-se melaninas em diferentes proporcdes, o que explica as diferentes tonalidades
de pele (HERNANDEZ & FRESNEL, 1999).

Melandcitos

Na pele normal, os melandcitos s&o encontrados apenas na camada basal. Eles estdo dispersos
entre os queratindcitos dessa camada. Por meio de prolongamentos de seu citoplasma, chamados de
processos dendriticos, cada melandcito esta em contato com 30 a 40 queratindcitos (OLIVEIRA &
ALMEIDA, 2003).

Os melandcitos localizados na camanda basal da epiderme e foliculo pilo-sebaceo produzem e
secretam, continuamente, a melanina para 0s queratindcitos, sendo essa atividade diminuida
gradativamente com o envelhecimento do individuo (NOGUEIRA, 2002; THIBODEANS, 2004).

Melanogénese

A melanina ¢ sintetizada em organelas celulares denominadas melanossomos a partir de um
precursor comum, a tirosina. A sintese meléanica é estimulada principalmente pela radiacdo UV
(NOGUEIRA, 2002).

A sintese da melanina comec¢a com a oxidacdo enzimatica da L-tirosina a L-dopa, que por sua
vez, € oxidada a dopaquinona e ocorre em aerobiose. Com a transformacéo espontanea da dopaquinona
em leucodopadromo e dopacromo inicia-se uma cascata bioquimica, a qual termina com a formacao do

pigmento eumelanina. A conjugacdo de dopaquinona com cisteina ou glutationa resulta em
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cisteinildopa e glutationildopa. Ambos passam por uma série de transformacGes, gerando a
feomelanina. Alem destas enzimas, fatores ndo enzimaticos interferem na sintese do pigmento, tais
como pH, concentracédo de tiois e ions metélicos ou oligoelementos como o célcio (GUILLEN, 2007).
A tirosinase € uma cuproproteina que contém uma fragdo glicidica que controla o processo
melanogénico. E sintetizada na superficie do reticulo endoplasmatico rugoso e depois transferida para o
complexo de Golgi associada com o lisossomo, no qual é ativada pela adicdo de uma cadeia de aguUcar,
antes de ser secretada em vesiculas. Um pré-melanossomo liberado do complexo de Golgi funde-se

com a vesicula para formar o melanossomo (GUILLEN, 2007).

Alteracdes na pele

Fatores que afetam a pigmentacéo

Os fatores que alteram a pigmentagdo da pele s@o geneticos, hormonais e agdo dos raios UV,
sendo que, todos os estagios da melanogenese estdo sob controle genético. As caracteristicas dos
melanossomas sdo codificadas pelos genes de pigmentacdo. A gravidez e a administracdo de
anticoncepcionais podem produzir uma mudanga na coloracdo da epiderme. Os estrogenos e a
progesterona provocam a hiperpigmentacdo do rosto e da epiderme genital. E em relacdo a acdo dos
raios UV ¢é valido salientar que a acdo dos raios UVB ativa os melandcitos e estimula a tirosinase. A
producdo aumentada de melanina é uma reacdo defensiva da pele, protegendo da formacéo do eritema
actinico (NOGUEIRA, 2002).

Cosméticos
Defini¢é@o de cosméticos

De acordo com a resolugdo RDC n° 21, de 14 de julho de 2005 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), cosméticos, produtos de higiene pessoal e perfumes sdo preparacdes

constituidas por substancias naturais ou sinteticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano,

pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade
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oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e/ou
corrigir odores corporais e/ou protegé-los ou manté-los em bom estado (BRASIL, 2005).

Os componentes de um produto cosméticos devem estar descritos nos compéndios técnicos de
International Nomenclature of Cosmetics Ingredients (INCI) garantindo, assim, uma maior seguranga.
Ndo devem apresentar nenhum risco a saide humana nas condi¢fes de uso preconizadas ou

razoavelmente previsiveis (RIBEIRO, 2006).

Emulsées

Dentre inimeros veiculos utilizados para as formulagdes com ativos cosmetoldgicos, a emulséo
(Figura 5) faz parte de um grupo de veiculos que apresentam boa aceitagdo por parte dos consumidores.
E resultante da dispersdo de uma fase interna formada por goticulas ou glébulos de um liquido
distribuidos em um outro veiculo no qual é imiscivel, a fase externa, empregando um sistema
tensoativo. Trata-se de uma mistura termodinamicamente instavel, exigindo criterioso estudo de sua
estabilidade fisica, quimica e fisico-quimica que dara indicacdes sobre o seu comportamento e
desempenho no decorrer de determinado intervalo de tempo (prazo de validade). As informacgoes
obtidas no estudo de estabilidade sdo particularmente importantes para os veiculos emulsionados, pois
quando estocados podem gerar sinais de desestabilizacdo como: cremeacéo, sedimentagéo, floculagéo,

coalescéncia e, por fim, separacdo de fases.

Figura 5: Oleo mineral em emulsio aquosa (ANSEL, POPOVICH & ALLEN, 2000).
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Considerando as fases continuas e descontinuas de uma emulsdo simples, classificamos como
tipo 6leo-em-agua (O/A), aquela em que o Oleo constitui a fase dispersa, interna ou descontinua e a
agua, a fase dispersante, externa ou continua; caso ocorra a agua como fase dispersa, serdo obtidas
emulsdes (A/O). As emulsdes do tipo O/A sdo quantitativamente mais utilizadas devido ao seu aspecto
menos oleoso e com sensorial mais agradavel para aplicacdes topica.

A subdivisdo das fases em goticulas e a formacdo da emulsdo trazem como principais vantagens
a maior facilidade de espalhamento, a possivel potenciacdo da penetragdo, absorcdo e consequente
atividade dos componentes da acdo emoliente de seus constituintes, a possibilidade de separacédo de
compostos incompativeis, de mistura de elementos ndo misciveis e protecdo a compostos
quimicamente instaveis (SILVA & SOARES, 1996).

Emulsdo multipla

Emulsdo multipla é uma emulsdo na qual a fase dispersa contém goticulas de uma outra fase
dispersa em seu interior. Esta segunda fase esta fisicamente separada por uma fase dispersa de
composicdo distinta. Sdo sistemas onde os dois tipos de emulsdo (A/O e O/A ou O/A e A/O) existem
simultaneamente, podendo assim ser do tipo A/O/A (Figura 6) ou O/A/O. Sistemas ainda mais
complexos como A/O/A/O e O/A/O/A, globulos mdaltiplos contendo glébulos multiplos, tém sido
descritos (VASILJEVIC et al., 2005).

Segundo Florence & Whitehill (1982), as emulsbes podem ser classificadas de acordo com sua
morfologia em: tipo A, glébulos maltiplos que apresentam um Unico glébulo grande interno; tipo B,
glébulos multiplos que apresentam quantidade razoavel de glébulos pequenos internos e tipo C,

globulos multiplos que apresentam grande quantidade de globulos pequenos internos.

0.0°
o°Q°
O
FaSe aquosa dispersa eo Fase aquosa dispersante

Figura 6: Morfologia dos glébulos multiplos, segundo Florence & Whitehill (1982).
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Emulses multiplas possuem varias aplicacfes em area da industria cosmética, farmacéutica,
alimenticia e quimica em geral (RAYNAL et al., 1996).

Este sistema possui propriedades particulares, tais como: (a) capacidade de encapsulamento de
ativos cosméticos ou farmacos; (b) protecdo da substancia encapsulada quanto a processo de oxidacao;
(c) habilidade de wveicular substancias incompativeis, por exemplo, com caracteristicas
hidrofilico/lipofilico/hidrofilico para emulsées A/O/A, respectivamente, em um mesmo sistema e (d)
liberacéo prolongada do ativo ou farmaco encapsulado (RAYNAL et al., 1996).

A aplicacdo de emulsdes multiplas pelas ciéncias cosmética, farmacéutica e quimica em geral
tem suas limitacdes no que diz respeito a dificuldades em caracterizar e elucidar os pardmetros
envolvidos em sua estabilidade e seus mecanismos de liberacéo e de obtencdo (LAUGEL et al., 1998).
Assim, 0 uso de emulsdes multiplas como veiculo para liberagdo controlada de ativos cosméticos ou
farmacos depende do sucesso de formulagBes, usando o6leos e emulsificantes que produzam
caracteristicas adequadas de estabilidade e possuam baixa toxicidade (FLORENCE; WHITEHILL,
1982).

Luca et al. (1990) salientaram que a possibilidade de introduzir ativos na fase aquosa interna e
externa permite um perfil de liberacdo com acdo prolongada e imediata numa mesma formulacéo, pois
a liberacao prolongada do ativo contido na primeira fase dispersa, ou a mais interna, é esperada pelo
fato deste ter que transpor duas interfaces. A possibilidade de se desenvolver sistemas com perfil de
liberacdo sustentado proporciona beneficios em termos de cinética de liberacdo do ativo ou farmaco e
possibilita redugdo nas dosagens e numero de aplicagdes usuais do produto cosmético e/ou

farmacéutico.

Dipalmitato kojico

O é&cido kojico foi isolado pela primeira vez a partir do Aspergillus orizae em 1907, mais
recentemente, foi descoberto, que € produzido por espécies de Aspergillus e Penicillium e grande
numero de espécies fungicas, isoladas a partir de alimentos fermentados procedentes do Japdo (SU,
1999).

A estrutura quimica desse metabdlito foi descrita pela primeira vez em 1916 e corresponde ao
5-hidroxi-2-(hidroximetil)-4-pirona. E facilmente solGvel em &gua, etanol e acetona (AL-EDRESI &
BAIE, 2010).

Tem sido demostrando, que o acido kdjico inibe a tirosinase de cogumelo e a polifenoloxidade
(PPO) purificada da batatata (SANDOVAL, 1999).
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O 4acido kojico apresenta varios niveis de acdo que coloca em evidéncia a propriedade
despigmentante, pois inativa a tirosinase principalmente por quelacdo do ion cobre em sitios ativos da
enzima, suprindo a tautomerizacao do dopacromo 5,6-dihidroxiindol-2-acido carboxilico. Também atua
como um antioxidante e inibe a conversdo de o-quinonas da L-dopa, norepinefrina e dopaquinona
correspondente (RIBEIRO & OHARA, 2002; KOBAYASHI et al., 1995; SU, 1999).

E facilmente incorporado a formulacdo, mas também tem problemas de estabilidade. N&o é
toxico e muito pouco irritante (SU, 1999).

Por ser instavel ao calor (40 °C) e oxidar-se facilmente, principalmente com presenca de luz,
alguns derivados semissintéticos do acido kojico estdo sendo produzidos. O grupo c-7-hidroxil é
comumente modificado para formar ester ou ester hidroxifenil ou também é usado para formar
derivados de glicosideos ou peptideos (AL-EDRESI & BAIE, 2010).

Recentemente, o acido kdjico esta sendo incorporado em cosméticos na sua forma de ester
dipalmitico, ou seja, em dipalmitato kojico, que é hidrolisado por esterases localizadas nas células da
pele e promovem a liberacdo do acido kojico in situ (AL-EDRESI & BAIE, 2010).

O dipalmitato kdjico € um po branco, lipossoltvel, estavel no calor e na luz e também possui
uma estabilidade em uma ampla faixa de pH, que vai de 4 a 9, 0 que proporciona uma maior
flexibilidades das formulacdes em que é incorporada (RIBEIRO & OHARA, 2002).

Antioxidantes

Antioxidantes sdo definidos como substancias que, quando presentes em baixas concentragdes
comparadas com as de substrato oxidavel, diminuem ou previnem significativamente a oxidacao desse
substrato (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Os antioxidantes interrompem a cadeia de radicais livres. Existem duas propriedades que sédo
requeridas em um antioxidante. A primeira é que o antioxidante deve reagir rapidamente com o radical
libre, gerando um novo radical. A segunda propriedade € a que as novas espécies de radicais devem ser
tdo ndo-reativas que ndo vao atrair outras moléculas ao redor (THOMAS, 2000).

Um bom antioxidante lipossolUvel efetivo deve apresentar taxa constante pata combater radicais
livres muito maior que a vitamina E; o radical livre intermediario deve ser rapidamente reduzido ou
como a vitamina E, deve pausar a oxidacdo e por ultimo, uma concentracdo efetiva do antioxidante
deverad apresentar o estresse do radical local. No plasma, antioxidantes hidrossollveis combatem
radicais como superoxido pelo menos tdo rapido como ascorbato ou apresentar uma concentracdo no

plasma igual ou maior que o ascorbato (THOMAS, 2000).
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No estresse oxidativo causado pela exposicdo prolongada a radiacdo UV, os antioxidantes
naturais da pele sdo severamente diminuidos, resultando em uma protecdo insuficiente e danos
celulares. Os danos oxidativos podem desencadear fotoenvelhecimento e cancer de pele (ROPKE et al.,
2003).

Existem pelo menos trés meios que afetam a concentracdo de antioxidante pela radiagdo UV,
entre eles destacam-se: absorbancia de luz; reacdo com oxigénio reativo, gerada pela interacdo entre
fotossensibilizador e luz UV, e mecanismo de reciclagem de antioxidante, no qual um antioxidante
pode poupar a expansao do outro (ROPKE et al., 2003).

Avaliagdo do potencial antioxidante in vitro

Atualmente, existe um aumento no uso e na mensuracdo da atividade antioxidante em
alimentos, medicamentos e cosméticos. O método de determinacgéo da atividade antioxidante in vitro de
compostos, pela reacdo com DPPH (2,2 -difenil-1-picrilhidrazil) foi inicialmente descrito por Brand-
Williams et al e apresenta como fundamento a reducéo do radical 2,2’ -difenil-1-picrilhidrazil, o qual
apresenta um maximo de absor¢do em 517 nm. Com base no decaimento da absorbancia, pode-se
avaliar a presenca de compostos capazes de doar H' ou sequestrar o radical, que apds o equilibrio da
reacdo permite calcular a quantidade de antioxidante gasta para reduzir 50% do DPPH (BUENGER et
al., 2006; BRAND-WILLIAMNS et al., 1995)

A reagdo do antioxidante ocorre com o elétron desemparelhado no atomo de nitrogénio do

radical DPPHe que é reduzido por um atomo de hidrogénio formando a hidrazina.

Figura 7: Reacgdo quimica da reducédo do radical DPPH pela substancia antioxidante.
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Despigmentantes

As hipercromias podem ser tratadas por diferentes técnicas tais como a utilizacao de substancias
guimicas despigmentantes, “peeling” (esfoliagdo da pele) com substancias quimicas e tratamento com
raios“laser” (GRIMES, 1999; LAM et al 2001).

As substancias despigmentantes atuam diretamente na regido discromica hiperpigmentada e
podem ser formuladas em diferentes produtos cosméticos e diferentes apresentagdes (CASTRO et al.,
1997).

A atividade dos despigmentantes pode ser decorrente de diversos mecanismo de acdo, como
supressao da sintese ou maturagdo da tirosina; inibicdo da sintese da tirosinase; inibicdo direta ou
inibicdo competitiva e ndo competitiva da atividade da tirosinase; inibicdo indireta da tirosinase via
quelacédo de oligoelementos; toxicidade seletiva aos melandcitos; esfoliacdo; adsor¢cdo de melanina pré-
formada; reacdo de reducdo e estimulacdo da melanina dos queratindcitos (ZUIDHOFF &
RIJSBERGEN, 2001; SILVA, 1998; MAEDA & FUKUDA, 1991).

Avaliacdo da atividade despigmentante in vitro

Dentre os ensaios “in vitro”, existem os métodos enziméticos, de cultura celular e cultura de

tecidos.

Os métodos enzimaticos sdo empregados para verificar a atividade inibitoria de agentes
despigmentantes sobre a atividade de enzimas envolvidas na melanogénese, principalmente sobre a
tirosina e L-Dopa. Entretanto, esses métodos ndo detectam a atividade sobre outras etapas da
melanogénese. Neste método, a tirosinase, em geral retirada de cogumelos, € adicionada ao substrato
tirosina ou L-Dopa, em presenca e auséncia do agente despigmentante em estudo. A atividade inibitoria
é entdo avaliada pela medida da producdo de intermediarios da via melanogénica pela leitura
espectrofotometrica (MASUDA et al., 1996)

Os métodos de cultura celular podem avaliar o efeito inibitério dos compostos ativos sobre
qualquer etapa da biossintese da melanina, como a inibicdo da sintese de aglcar de cadeia lateral ou a
transferéncia de enzimas entre organelas, mas ndo sdo aplicaveis para produtos acabados com a

formulacdo incompativel com a cultura. (SU, 1999).
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Nesse método, os despigmentantes sao adicionados a um meio de cultura para avaliar seu efeito
inibitorio sobre a melanogénese em celulas de melanoma de camundongo ou melanécito humano
cultivados, originarios geralmente de pele de cirurgia de mama ou de pele de prepucio de recém-
nascidos (MASUDA et al., 1996; MAJMUDAR & SMITH, 1998).

O método de cultura em tecidos é empregado para avaliar a eficacia de substancias
despigmentantes em produtos acabados, mas ainda nédo substituem totalmente a pele humana (LEE &
KIM, 1995; MASUDA et al., 1996; SU, 1999).

Esse método &, algumas vezes, usado para estudar a interacdo dos melandcitos com suas células
vizinhas e com os tecidos. Geralmente sdo empregados foliculos dissecados de camundongos ou pele
de cobaia (MASUDA et al., 1996).

Apesar das limitacbes, os testes “in vitro” tém provado sua utilidade para avaliacdo de
seguranca e eficacia além da escolha de substancias ativas (MAJMUDAR & SMITH, 1998).

IV. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TEMA

A Industria Brasileira de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos apresentou um crescimento
médio deflacionado composto de 10,6% nos Gltimos 13 anos, tendo passado de um faturamento liquido
de imposto sobre vendas, de R$ 4,9 bilhdes em 1996 para R$ 21,7 bilhGes em 2008 (ABIHPEC, 2010).

Segundo dados da Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosmeéticos (ABIHPEC, 2010), vérios fatores tém contribuido para este excelente crescimento do setor,
dentre eles: participacdo crescente da mulher brasileira no mercado de trabalho; a utilizacdo de
tecnologia de ponta e o consequente aumento da produtividade, favorecendo os precgos praticados pelo
setor, que tem aumentos menores do que os indices de precos da economia em geral; aumento da
expectativa de vida, o que traz a necessidade de conservar uma impressdo de juventude; lancamentos
constantes de novos produtos atendendo cada vez mais as necessidades do mercado.

Dentre as matérias-primas bastante utilizadas como despigmentantes, encontra-se a hidrogquinona,
que € o despigmentante mais eficaz. Porém, apresenta problemas de instabilidade e sabe-se também
que esta substancia tem efeito citotoxico sobre melandcitos e potencial mutagénico para as células de
mamiferos; pode causar sérias irritacdes na pele, além de causar a ocronose exdgena, 0 que resultou em
sua proibicdo em paises como Africa do Sul, Tailandia e outros. Além disso, seu efeito despigmentante

é reversivel com a suspensdo da aplicacdo do produto (CASTRO et al., 1997; SU 1999).
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Embora seja utilizada ha muito tempo, vem sendo substituida por novos clareadores de pele,
devido a tais questdes de seguranca. Recentemente, nota-se 0 aumento do uso do dipalmitato kojico
como despigmentante, que € um éster derivado do acido kdjico e possui algumas vantagens sobre este:
apresenta estabilidade frente a luz e calor e suporta uma larga faixa de pH nas formulagGes em que é
incorporado.

Associado a sistemas como emulsées multiplas, a acdo antioxidante e despigmentante do
dipalmitato kojico pode, dessa forma, ter sua eficacia aumentada.

Este trabalho, além de contribuir com o processo de ensino, na vertente da producdo do
conhecimento, enfoca o desenvolvimento de novas tecnologias e inovacgdes, propondo o
equacionamento de problemas apresentados pela sociedade que busca a dtica cientifica para ajudar a
soluciona-los, trocando o empirismo pela ciéncia.

Os objetos de estudo, desenvolvimento de emulsdes multiplas, estudos de estabilidade e
avaliagéo das atividades antioxidantes e despigmentantes de formulagdes, sao muito importantes para a
formacdo do profissional farmacéutico, que trabalha com o desenvolvimento e avaliacdo da

estabilidade de formulagdes.
V. MATERIAIS & METODOS
5.1 MATERIAIS

5.1.1 Solugdes e reagentes

Foi empregado o dipalmitato kéjico (Via Farma, Brasil). Na preparacdo das formulagdes foram
utilizados agua (Milli-Q), monooleato de sorbitano (Span® 80, Audaz, Brasil), monooleato de sorbitano
etoxilado 20 OE (Tween® 20, Vetec, Brasil) e vaselina liquida (Teclab, Brasil). Na determinagéo da
atividade antioxidante in vitro das formulacdes, foi empregado o radical 2,2,-difenil-1-picril-hidrazila —
DPPH (Fluka, Buchs, Suica) e metanol absoluto (Synth, Brasil). Na avaliacdo da acdo despigmentante
in vitro, foram utilizados L-tirosina frasco com 25g (Sigma, U.S.A.), tirosinase obtida do cogumelo
Agaricus bisporus 25 KU, 3960 U/mg em frasco com 6,4 mg (Sigma, U.S.A.) e acido kojico (Via
Farma, Brasil).

5.1.2 Equipamentos
O DK e o AK foram pesado em balanca METTLER, modelo H10. Todas as demais matérias-

primas foram pesadas em balanca semi-analitica, Micronal B160. A analise microscépica das emulsdes
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foi realizada em microscépio Leitz DM RXE (Leica™). Na quantificacdo e distribuicdo dos globulos
multiplos, foi utilizado analisador de particula Zetasizer Nano ZS ZEN3600. A centrifugacdo das
amostras foi realizada em Centrifuga (Sorvall®TC6) com utilizacdo dos tubos de centrifuga Falcon
(BD®). O pH foi determinado em peagdmetro digital (Digimed DM-23) e a condutividade elétrica em
condutivimetro (Digimed DM-32). O potencial zeta foi verificado em Zetasizer Nano ZS ZEN3600. A
determinacdo do comportamento reoldgico foi realizada em redmetro de tensdo controlada Carri Med
CSL 100, modelo CLS 100. O teste de bioadesédo foi determinado no analisador de textura TAXT plus
(Stable Micro Systems®, Surrey, Inglaterra). Na determinacdo da atividade antioxidante, foi utilizado o
espectrofotdmetro ultravioleta-visivel Hitashi® 2000. Para avaliacdo da acdo despigmentante in vitro,

foi empregado leitor espectrofotmétrico de microplacas universal Bio-Tek® ELX 800.
5.2. METODOS
5.2.1 Desenvolvimento das formulacdes

As emulsdes multiplas A/O/A foram inicialmente desenvolvidas através do diagrama de fases
ternario com os componentes: monooleato de sorbitano (Span® 80, Audaz, Brasil), monooleato de
sorbitano etoxilado 20 OE (Tween® 80, Vetec, Brasil), vaselina liquida (Teclab, Brasil), agua (Milli-Q)
e dipalmitato kdjico (Via Farma, Brasil).
5.2.2 Caracterizacdo fisico-quimica das emulsdes mulitplas A/O/A

5.2.2.1 Analise macroscoépica

O aspecto macroscopico, as propriedades organolépticas e a homogeneidade foram avaliados

apos 24 horas do preparo.
5.2.2.2. Anélise microscopica
As emulsdes multiplas foram observadas em microscépio 6ptico Leitz DM RXE (Leica™), em

temperatura ambiente. As amostras foram dispostas sobre l[aminas, com sobreposicdo de laminulas, e as

imagens captadas com aumento de 100 x.
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5.2.2.3. Quantificacao e distribuicéo dos globulos

5.2.2.3.1. Utilizando-se microscopio 6ptico

A contagem aproximada de glébulos multiplos foi realizada utilizando camara para contagem de
hemécias por cm® de amostra (NAKHARE; VYAS, 1996), com auxilio de microscopio Leitz DM RXE
(Leica™), acoplado a uma camera que digitaliza as imagens captadas no software Motic Images Plus
2.0.

5.2.2.3.2. Utilizando-se espalhamento dindmico de luz

O tamanho e a distribuicdo dos globulos maltiplos também foram determinados através de
analisador de particula Optico Zetasizer Nano ZS ZEN3600 — Malvern Instruments, através do
espalhamento dinamico de luz. Tal método é baseado em espectroscopia de correcdo de fétons ou
espalhamento quase-elastico de luz. Este caracteriza o tamanho das particulas (granulometria)
iluminando-as com laser. As amostras foram inicialmente diluidas em &gua destilada na proporgéo de
1:20 e aplicadas na cubeta do aparelho com o auxilio de uma seringa hipodérmica adaptada. As

anélises foram realizadas em triplicata.

5.2.2.4. Determinagéo do pH

Para a determinacgdo do pH, as amostras foram preparadas da seguinte maneira: foi diluido 1g de
formulagdo em 10 mL de agua destilada. Em seguida, o valor de pH foi verificado em peagbmetro
digital (Digimed DM-23). Este ensaio foi realizado em triplicata.

5.2.2.5. Determinagdo da condutividade elétrica

Determinou-se a condutividade elétrica inserindo diretamente o eletrodo nas amostras. O
condutivimetro (Digimed DM-32) foi calibrado com solucéo de KCI 0,1N.

5.2.2.6. Determinacao do potencial zeta
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Os valores de potencial zeta foram obtidos a partir da derivagdo da mobilidade eletroforética
determinada utilizando Zetasizer Nano ZS ZEN3600 — Malvern Instruments. Este sistema analisa a
mobilidade das particulas e coldides (0,02 a 3,0 um de didmetro) em dispersdes liquidas utilizando
medidas independentes e simultaneas com laser Doppler em quatro angulos diferentes (8,9; 17,6; 26,3;
35,2°. As amostras foram inicialmente diluidas em agua destilada na propor¢do de 1:20 e aplicadas na
cubeta do aparelho com o auxilio de uma seringa hipodérmica adaptada. As analises foram realizadas

em triplicata.

5.2.2.7. Determinacao do comportamento reoldgico

Os sistemas foram analisados por medidas reoldgicas utilizando redmetro de tensdo controlada
Carri Med CSL 100, modelo CLS 100, com dispositivo cone — placa de 40 mm de diametro,

empregando ensaios de escoamento e mecanico-dinamicos ou de oscilagéo.

5.2.2.8. Teste de Bioadesao

A bioadesdo dos sistemas foi avaliada através da medida da forca necessaria para destacar a
formulacdo mantida em contato com pele animal, utilizando para isso o analisador de textura TAXT
plus (Stable Micro Systems®, Surrey, Inglaterra), através do teste Hold Until Time. A pele utilizada
foi obtida de orelhas de porcos domésticos provenientes de abatedouro local, separada da cartilagem
com o auxilio de uma lamina e depois separada do tecido adiposo, sendo posteriormente
dermatomizada com auxilio de um dermatémetro (Nouvag TCM 300, Goldach, USA) na espessura de
500 um, retirando-se o estrato cdrneo, epiderme e parte da derme. Antes do ensaio, as peles foram
hidratadas com solucdo de NaCl 0,9%, os pélos foram removidos com auxilio de uma tesoura e foram
afixadas na prova com o auxilio de anéis de borracha.

As emulsdes mdaltiplas (7,5 g) foram colocados em tubos de centrifuga, tipo Falcon (BD®), com
capacidade para 45 ml e centrifugados a 3500 rpm por 3 min (Sorval, modelo TC 6 DuPont), para
eliminag@o das bolhas de ar e tornar suas superficies lisas. A pele foi colocada na prova cilindrica
superior. O teste iniciou-se com a prova superior descendo até encontrar a amostra (detectada por uma
forca de gatilho de 2 mN) a uma velocidade constante de 1 mm/s, e permanecendo em contato com a
pele por 60 segundos. Nenhuma forca foi aplicada durante a fase de contato. A prova foi lentamente
removida a uma velocidade constante de 0,5 mm/s e a forca necessaria para destacar a amostra da pele

foi determinada através da curva forca pelo tempo. O trabalho de adeséo, ou seja, &rea sob a curva
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determinada durante a fase de retirada da prova foi determinada utilizando o software Texture

Exponent Lite do equipamento.

5.2.3. Avaliacéo da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante do dipalmitato kojico foi determinada através do teste com o radical
livre DPPH, através do seqlestro desses radicais livres. Nesse método foi preparada uma solucéo 0,06
mM de DPPH em metanol. Para o preparo da solugdo de DPPH, foi pesada a quantidade de 2,4 mg de
DPPH com adicdo de 100 mL de metanol num baldo volumétrico. Em seguida foram preparadas as
amostras em cinco diferentes concentra¢fes de partida de DK em metanol: 100 pg/ml; 200 pug/ml; 400
ug/ml; 1000 pg/ml e 2000 pg/m, com concentracdes reais de 2,5 pg/ml 5,0 pg/ml 10,0 pg/ml, 25 pg/mi
e 50 ug/ml, pois aplica-se um fator de diluicdo do ensaio. Também foram preparadas as amostras da
emulsdo multipla contendo DK diluidas em agua: 100 ug/ml; 200 pg/ml; 400 pg/ml; 1000 pg/ml e
2000 pg/m, com concentracdes reais do DK de 2,5 pg/ml 5,0 ug/ml 10,0 pg/ml, 25 pg/ml e 50 pg/ml .
Utilizou-se o acido kojico como padréo antioxidante nas concentragdes 100 ug/m; 200 ug/m; 400 pg/m
e 1000 pg/m, porém suas concentracdes reais sdo 2,5 ug/ml 5,0 ug/ml 10,0 pg/ml e 25 ug/mi.

Em ambiente escuro, foram transferidos 0,1 ml de cada diluicdo das amostras e padrdes em tubos
de ensaio.

Foram adicionados 3,9 ml da solucdo de DPPH em cada tudo e aguardados 30 minutos para
iniciar a leitura no espectrofotdbmetro no comprimento de onda 517 nm. Além da solu¢do com a
amostra, foi realizada a leitura da solugéo controle contendo 3,9 ml DPPH e 0,1 ml de metanol. Para
avaliacdo da atividade captadora de radical livre foi calculada a porcentagem de inibicdo do DPPH pela

equacao 1:

% inibigio do DPPH = [(A0 — A1) / A0] x 100 (1)

onde: AO = absorbhancia do controle;

Al = absorbancia da amostra.

5.2.4. Agao despigmentante in vitro

Realizou-se 0 ensaio da reacdo enzimatica da tirosinase utilizado por Kobayashi et al. (1995) e

Khanon et al. (2000). Em cada poco das microplacas foram adicionados 10,0 uL de solucdo aquosa de
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tirosinase (480 U/mL), 70 uL de solucdo tampédo pH 6,8 e 70 uL de solucdo aquosa de tirosina (0,3
mg/mL). A estes pocos foram adicionados 60 pL de agua (controle) ou 60 pL de acido kéjico
solubilizado em &gua em diferentes concentragdes de partida: 20 ug/mL; 50 pg/mL; 100 pg/mL; 200
ug/mL e 400 pg/mL, porém suas concentragdes reais sdo: 5,71 ug/mL, 14,28 pg/mL, 28,57 ug/mL,
57,14 ng/mL e 114,28 ug/mL devido ao fator de diluicdo do ensaio. Dessa forma, teve-se um volume
final de 210 pL por poco. A absorbancia foi medida a 490 nm num leitor espectrofotomeétrico de
microplacas no inicio da reacdo (leitura no tempo 0). As microplacas foram incubadas a 30 + 1 °C
durante 60 minutos Os dados foram registrados em um computador acoplado ao aparelho. A atividade
inibitoria foi obtida de acordo com a equacdo 2. A concentracdo correspondente a atividade inibitoria
50% (Al 50%) do acido kojico foi calculada a partir da equacdo da reta, obtida da relacdo porcentagem

de atividade inibitoria pela concentracao.

IA (%) = [((C-To)-(S-To))/(C-Tg)] x 100  (2)

Onde: 1A = atividade inibitéria;
C = absorbancia do controle a 490 nm;
S = absorbancia da amostra;

T, = absorbancia no tempo zero.

5.2.4.1. Determinacéo da concentracdo correspondente a atividade inibitéria 50% da solucéo de

dipalmitato kéjico usando tirosinase com concentracdes de 480 U/mL

Em uma microplaca de 96 pocos foram adicionados 10,0 uL de solucéo aquosa de tirosina (480
U/mL), 70uL de solucdo tampdo pH 6,8 e 70 uL de solucdo aquosa de tirosina (0,3 mg/mL).
Posteriormente, foram adicionadas diferentes amostras de emulsdo mdltipla contendo DK e de DK
solubilizado em metanol em diferentes concentragdes (20 ug/mL; 50 ug/mL; 100 ug/mL; 200 pg/mL e
400 pg/mL, porém suas concentragcdes reais sdo: 5,71 ug/mL, 14,28 ug/mL, 28,57 pg/mL, 57,14
ng/mL e 114,28 ug/mL devido ao fator de diluicdo do ensaio). Dessa forma, obteve-se um volume final
de 210 pL por poco. A absorbancia foi medida a 490 nm num leitor espectrofotométrico de
microplacas no inicio da reacdo (leitura no tempo 0). As microplacas foram incubadas a 30 + 1 °C

durante 60 minutos Os dados foram registrados em um computador acoplado ao aparelho. A atividade
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inibitdria foi obtida de acordo com a equacdo 2 e os valores foram comparados aos obtidos para o acido

kajico.

V1. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Desenvolvimento das formulagdes

As formulagbes foram obtidas pelo método de emulsificagdo em duas etapas. Inicialmente foi

obtida a emulsdo primaria e posteriormente a hidrofilica (EM). Para o desenvolvimento de uma

formulagdo estavel, utilizou-se o diagrama ternério, onde foram feitas trinta e seis formulacdes

diferentes modificando a concentracdo de cada componente, e ap6s a analise macroscopica de

estabilidade foi possivel determinar a formulacéo a ser utilizada (Tabelas 1 e 2).

O diagrama ternério é constituido por trés eixos que formam os trés lados de um tridngulo

equilatero, cada qual representando de 0 a 100% de um dos componentes. Cada ponto corresponde a

uma Unica composicao, a qual é obtida pela sua extrapolacdo nos respectivos eixos (FORMARIZ et al.,

2005). As concentracdes de cada componente da formulacdo em que se observou macroscopicamente a

formacdo dos diferentes sistemas foram empregadas para delimitar as diferentes regides existentes no

diagrama.

Tabela 1: Componentes e concentracdo das matéerias-primas empregadas na preparacdo das emulsdes

multiplas A/O/A sem DK.

Etapas Componente Funcéo F1 (%)

Agua destilada Veiculo 35
Emulsdo priméria Span 80 (EHL 4,3) Emulsificante n&o iénico 20
Vaselina liquida Emoliente 45
80

Emulsdo priméria Fase dispersante
Emulsdo Multipla [Solucéo de 40% de Tween 20| Emulsificante ndo ibnico 10
Agua Veiculo 10
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Tabela 2: Componentes e concentracdo das matérias-primas empregadas na preparacao das emulsdes

maltiplas A/O/A com DK.

Etapas Componente Funcao F2 (%)

Agua destilada Veiculo 35
Emulséo priméria Span 80 (EHL 4,3) Emulsificante ndo idnico 20

Vaselina liquida Emoliente 43,75

dipalmitato kojico Principio ativo 1,25
Emulséo priméria Fase dispersante 80
Emulsdo Multipla pol. aquosa 40% de Tween 240 Emulsificante ndo idnico 10
Agua destilada Veiculo 10

6.2. Caracterizacao fisico-quimica das emulsées multiplas A/O/A

6.2.1. Analise macroscopica

Ap6s 24h da formulacdo das amostras realizadas através do diagrama de fases ternario, apenas

em uma delas ndo houve separacao de fases, apresentada na Tabela 1.

Das caracteristicas organolépticas, a emulsdo multipla tem coloracéo branca e € viscosa e opaca.

Ja seu odor é caracteristico.

6.2.2. Analise microscépica

Através do microscopio Optico Leitz DM RXE (Leica™), pode-se analisar as EM

microscopicamente.
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6.2.3. Quantificacdo e distribuicao dos glébulos
6.2.3.1. Utilizando-se microscopio 6ptico

Com auxilio de microscopio Leitz DM RXE (Leica™), acoplado a uma camera que digitaliza as
imagens captadas no software Motic Images Plus 2.0, pode-se quantificar e analisar o tamanho dos
globulos (Tabela 3) e através do Figura 9, pode-se calcular a distribuicdo do tamanho dos glébulos da

EM.

Tabela 3: Valores maximo, minimo e medio dos raios dos glébulos da EM em pm.

Aprox.
Maximo: 12,4872
Minimo: 0,0564
Numero de
Intervalos 10,82 11
Amplitude : 12,4308
Amplitude
interna: 1,149 1,15
Média: 1,534546
Distribui¢do do Tamanho dos glébulos da Emulsdo Multipla
100% - 100%
90% -
80% -
95%
70% -
60% - 23
:
% 50% - 90% g
- 40% %
30% -
85%
20% -
10% -
0% — ' © ' — ' ©0 ' — ' ©0 ' — ' © ' — ' © ' — 8%
Didmetro de Feret (um) ° | |

Figura 9: Distribuicdo do tamanho dos glébulos da EM analisados por microscopio optico.
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De acordo com o resultado apresentado no grafico, 72% dos globulos da formulagdo possuem
tamanho de 0,06 a 1,21 um.

Diferentes tamanhos de glébulos podem ser obtidos dependendo do método de emulsificagdo
escolhido, explicando a influéncia do método de obtencdo na estabilidade do sistema (JEONG; OH;
KIM, 2001).

A distribuicdo granulométrica de um sistema em dispersdo depende da velocidade de agitacéo
entre as fases dispersa e dispersante durante o processo de emulsificacdo e da velocidade de adicdo de
uma fase sobre a outra (BROOKS; RICHMOND; ZERFA, 1998).

O tamanho dos globulos de uma emulsdo determina a probabilidade da presenca de fendmenos
como floculacao e coalescéncia. Geralmente, quanto menor o tamanho dos glébulos dispersos, maior a
estabilidade do sistema (JEONG; OH; KIM, 2001).

6.2.3.2. Utilizando-se espalhamento dinamico de luz.

O tamanho e a distribuicdo dos globulos multiplos também foram determinados atraveés de
analisador de particula dptico Zetasizer Nano ZS ZEN3600 — Malvern Instruments, por espalhamento

dindmico de luz.

Distribuicdo do Tamanho por Intensidade

25, .................. T :.................: ................. . .................
DOt e .................. ................ L e
T U S

0T v .................. ..............

Intensity (%)

0.1 1 10 100

Size (d.nm)

Figura 10: Distribuicdo do tamanho dos glébulos multiplos por espalhamento dindmico de luz realizado
em triplicata.

O espalhamento dinamico de luz (DLS) € uma técnica que mede o tamanho de particulas,

tipicamente com tamanho menor de 1 um. As particulas, neste caso os globulos, sdo iluminados por um
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feixe de luz laser, onde ocorre o espalhamento da luz. A intensidade da luz espalhada, detectada num
angulo determinado varia numa taxa dependente da velocidade de difusdo da particula, a qual, por usa
vez, € governada pelo seu tamanho. Dados do tamanho da particula podem ser gerados a partir da
andlise da variacao na intensidade da luz espalhada (PECORA, 1985).

Medindo-se num angulo de 173° ao invés de 90°, o feixe de luz incidente e o espalhamento de
luz detectado ndo precisam atravessar totalmente a amostra. Primeiramente, isto reduz a chance de que
os fotons incidentes e espalhados encontrem mais de uma particula, reduzindo a chance de
espalhamento maltiplo. Em segundo, como particulas grandes tendem a espalhar luz principalmente na
diregdo frontal, e contaminantes na amostra séo relativamente grandes, os efeitos desses, tais como
poeira, sdo fortemente reduzidos (KASKUBA, CONNAH & MATTISON, 2004).

De acordo com essa técnica utilizada, 73,3% dos globulos da formulacdo possuem uma meédia

de 1,016 um, valor este bastante préximo do indicado no ensaio acima, com uso de microscopio optico.

6.2.4. Determinacéo do pH

O pH da EM foi determinado através de peagdbmetro (Digimed DM — 23), diluindo-se a amostra
em agua na proporcdo 1:10 e realizado em triplicata.

Os resultados das triplicatas do pH das EM sem DK foram: 4,73; 4,65 e 4,48. J& os resultados em
triplicata das amostras com DK foram: 4,46; 4,68 e 4,52; concluindo-se que ndo houve alteracdo
significativa com a incorporacédo do ativo, pois atraves da analise do teste t de Student p(0,05)=0,58.

O pH é determinado por potenciometria, pela determinacdo da diferenca de potencial entre dois
eletrodos — o de referéncia e o de medida — imersos na amostra a ser analisada, e depende da atividade
dos ions de hidrogénio em solucédo

A definicdo de pH € o logaritmo negativo da concentracdo molar de ions de hidrogénio.
Representa convencionalmente a acidez ou a alcalinidade de uma solugdo. A escala de pH vai de 1
(4cido) a 14 (alcalino), sendo que o valor 7 é considerado neutro (BRASIL, 2008).

A pele apresenta pH levemente acido (4,6 — 5,8), que contribui para que ocorra protecao
bacteriana e fungicida em sua superficie. Além disso, as secrecdes cutaneas apresentam apreciavel
capacidade tamponante, importante propriedade, uma vez que o pH da pele é freqientemente alterado
em consequéncia da utilizacdo de produtos tépicos inadequados, expondo a pele a uma série de agentes
agressores, em especial microorganismo.

Dependendo dos valores de pH, as concentragdes de ions H" e OH™ adsorvidos na interface A/O

alteram a carga do glébulo. Em baixos valores de pH ha aumento da concentragio de H* em solugéo e
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consequentemente, aumento da concentragdo deste ion na interface da emulsdo, que neutraliza a carga
negativa liquida do sistema disperso. Para o ion OH’, o efeito de adsor¢éo seletiva na interface ocorre
em altos valores de pH resultando em aumento da carga liquida negativa da emulsdo (JAYME;
DUSTAN; GEE, 1999). Assim, para emulsdes com valores de pH proximo a neutralidade, os ions
adsorvidos na interface possivelmente ndo permitiriam uma ligacdo efetiva entre o dipalmitato kdjico e
a superficie do gldbulo.

O pH é um pardmetro importante a ser considerado, uma vez que grandes variagdes nos valores
das formulacbes estudadas podem representar incompatibilidades quimicas entre os componentes da
formulacdo e consequientemente comprometer a eficacia e a seguranca da substancia ativa veiculada
(ANVISA, 2004). Alem de ser um parametro relacionado com a estabilidade intrinseca de uma
formulacdo, Ansari (2009) comenta que o controle do pH para produtos de aplicacdo topica, a longo
prazo, é fundamental para assegurar que 0s mesmos nao causem alteracBes na microbiota da pele,

irritacdo cutanea ou interferéncia no processo de queratinizacéo.

6.2.5. Determinac&o da condutividade elétrica

Determinou-se a condutividade elétrica inserindo diretamente o eletrodo nas amostras. O
condutivimetro (Digimed DM-32) foi calibrado com solucéo de KCI 0,1N e o ensaio foi realizado em
triplicata.

Os resultados em triplicata da condutividade da EM sem DK e com DK estdo descrito na tabela
abaixo. Conclui-se que ndo houve alteracdo significativa da condutividade elétrica da EM com a
incorporacao do ativo, ja que a quantidade de agua em ambas € igual. Utilizando-se o teste t de Student
p(0,05)= 0,3104.

Tabela 4: Valores de condutividade elétrica das formulagdes com e sem DK.

Formulacgéo Condutividade elétrica (uS/cm)
EM sem DK 35,8 32,72 34,2
EM com DK 30,03 32,54 33,14

A verificacdo da condutividade ibnica pode ser usada para distinguir sistemas A/O dos O/A, por
isso é considerada um importante pardmetro nos estudos de estabilidade por ser capaz de identificar

mudancas na distribuicdo de fases.
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Em termos de condutividade, as propriedades elétricas do 6leo e da dgua sdo bem distintas. Essas
diferencas podem ser usadas para correlacionar a quantidade de dgua em um fluxo de 6leo, permitindo
observar a integridade da fase externa (MIKULA, 1992).

Masmoudi et al. (2005) relataram que € dificil avaliar a velocidade de estabilizagdo da emulsdo
somente pela condutividade elétrica, porque ndo h& uma relacdo linear entre o aumento da

condutividade e o fendmeno de instabilidade.
6.2.6. Determinac&o do potencial zeta

Os valores de potencial zeta foram obtidos a partir da derivacdo da mobilidade eletroforética
determinada utilizando Zetasizer Nano ZS ZEN3600 — Malvern Instruments.

As amostras foram inicialmente diluidas em agua destilada na propor¢do de 1:20 e aplicadas na
cubeta do aparelho com o auxilio de uma seringa hipodérmica adaptada. O ensaio foi realizado em
triplicata.

Distribuicdo do Potencial Zeta
00000~ -+ < v e e e eene e e e e :

5000007 ....................... ................. AN ...................... ......................

400000+ = s ................ PR\ ...................... ......................

300000, ....................... ................ [ | ...................... ......................
2000001 - - .............. / ..... ................... ......................

100000 T -« - -rrrrme s s : SRR L :

Total Counts

0 f t } t f t i
-100 0 100 200
Zeta Potential (mV)

Figura 11: Distribuicdo do Potencial Zeta da EM.

Os resultados do potencial zeta analisado da EM, realizado em triplicata, foram de: -12,7mV; -
12,4mV e -13,8mV.

O potencial zeta resulta das cargas elétricas na superficie da particula, esta relacionada com a
estabilidade fisica do sistema coloidal, podendo ser medido com a amostra diluida em &gua ou no meio
de dispersdo original (OBEIDAT et al., 2010). Quando o potencial zeta de um sistema fornece um
valor elevado, ou seja, superior a +30mV ou inferior a -30mV, indica que as particulas tendem a repelir

umas das outras, o que pode indicar que o sistema seré estavel, porem se o valor de potencial zeta for
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baixo ou nulo havera uma tendéncia de aproximacéo das particulas e o sistema pode flocular facilmente
(PANDOCHI, 2009).

6.2.7. Determinacdo do comportamento reoldgico

As emulsdes multiplas foram analisadas por medidas reoldgicas utilizando redmetro de tensdo
controlada Carri Med CSL 100, modelo CLS 100, com dispositivo cone — placa de 40 mm de
didmetro, empregando ensaios de escoamento e mecénico-dindmicos ou de oscilacgao.

As figuras abaixo mostram a reologia da EM sem o principio ativo (dipalmitato kdjico), da EM

com DK e um comparativo entre as duas formulacdes.

Figura 12: Curva de fluxo da EM sem DK.
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Figura 13: Curva de fluxo da EM com DK.

Figura 14: Comparativo das curvas de fluxo das EMs sem e com DK.

As caracteristicas reoldgicas sdo propriedades importantes a serem consideradas na fabricacéo,
estocagem e aplicacdo de produtos de uso topico. Cada categoria de produto deve apresentar, assim, um
comportamento reoldgico adequado a aplicacéo respectiva, sendo conveniente conhecer as velocidades
de deformacéo das operacOes a que vao estar sujeitas (LEONARDI, MAIA CAMPOS, 2001).
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O termo reologia tem origem do grego rheo (fluxo) e logos (ciéncia), foi sugerido por Bingham e
Crawford, para descrever as deformacBes de solidos e a fluidez de liquidos (LABA, 1993;
LEONARDI, MAIA CAMPOS, 2001)

Nos estudos de reologia existem os sistemas denominados Newtonianos e 0s ndo-Newtonianos.
As formulacbes que possuem particulas assimétricas, como a maioria dos produtos cosméticos e
farmacéuticos, apresentam fluxo ndo Newtoniano, que normalmente é representado por 3 tipos de
curvas: pléstica, pseudopléastica e dilatante (ANSEL, 2000).

Os fluidos ndo-newtonianos que apresentam uma dependéncia da tensdo de cisalhamento com o
tempo para uma taxa de deformacdo constante como uma propriedade reoldgica sdo subdivididos em
tixitropico e reopético (NAE, 1993). Sio tixotropicos os fluidos que apresentam diminuicdo da taxa
cisalhante ou da viscosidade, com o tempo de aplicacdo de certa taxa de cisalhamento, enquanto que os
reopéticos apresentam aumento da tensdo cisalhante ou da viscosidade com o tempo, mantendo-se a
mesma taxa de deformacéo (PAL; YAN; MASLIYAH, 1992).

As EMs analisadas mostraram um comportamento reoldgico do tipo reopético ou anti-tixotropico,
onde h&a um aumento da tens&o de cisalhamento ou viscosidade com o tempo e € um fendmeno raro de
acontecer, porém essa alteracdo de viscosidade retorna ao seu normal, ou seja, € reversivel.

A construcdo de reograma € util para caracterizar quaisquer tipos de emulsdes. Processos de
instabilidade que causam a destruicdo dos glébulos aumentam o volume da fase externa, e
consequentemente provocam diminuicao da viscosidade aparente da amostra em funcédo do tempo (PY
etal., 1994).

Quanto maior a diminuicdo da viscosidade com o tempo, maior a quantidade de fase dispersa, ou
seja, menor a quantidade de glébulos multiplos (VASILJEVIC; VULETA; PRIMORAC, 2005). Porém

isso nédo se aplica a formulagdo em andlise, pois sua viscosidade aumentou com o tempo.

6.2.8. Teste de Bioadesao in vitro

Foram avaliadas suas amostras de EM, com e sem DK, para se fazer um comparativo e analisar
se ha alteracdo na capacidade bioadesiva da formula¢do com a incorporacao do principio ativo . Os

resultados encontram-se na tabela 5:

Tabela 5: Bioadesdo da EM sem e com DK.

Bioadesao (N.s) Forca méaxima (N)
EM sem DK 0,0166 0,01035

EM com DK 0,0163 0,00988
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Utilizando o equipamento de analisador de textura, a forga mais frequentemente avaliada em
tais testes é a forca de ruptura a tracdo. Neste teste, a forca necessaria para remover a formulacéo a
partir de um modelo de membrana é medida e os resultados obtidos expressam uma curva que traduz a
forca necessaria para separar a formulagdo do substrato biolégico o trabalho de tragdo e o pico de forca
maxima para a ruptura (CARVALHO et al., 2010).

O estudo da adesdo em sistemas bioldgicos é definido por dois conceitos basicos: o de
bioadesdo, um fenémeno de ligagdo entre macromoléculas sintéticas ou biologicas e o tecido bioldgico;
e a mucoadesdo, um tipo de bioadesdo onde a interacdo primaria dos materiais bioadesivos ocorre com
um substrato constituido de muco (FERRARINI et al., 2007).

A bioadesdo pode ser definida como qualquer substancia que possa aderir a um substrato
bioldgico e seja capaz de se manter na superficie por um longo periodo de tempo atraves de forcas
interfaciais (IRONS & ROBINSON, 2003).

A duracdo do efeito terapéutico em formulagBes convencionais € desfavoravel devido a
dificuldade de retencdo da substancia ativa no local de acdo. Com isso, a eficacia terapéutica de um
componente ndo depende apenas da sua atividade farmacoldgica intrinseca, mas de fatores relacionados
aos componentes usados na formulacdo que favoreca o aumento do tempo de residéncia in situ da
forma farmacéutica. Portanto, o desenvolvimento de formulacfes bioadesivas de liberacdo controlada é
importante pela sua superioridade em relagéo as formas farmacéuticas convencionais (FERRARINI et
al., 2007).

Uma abordagem amplamente utilizada para explicar as propriedades bioadesivas de sistemas
dérmicos e transdérmicos € baseada na crenca de que forcas inter-atbmicas ou intermoleculares sdo
estabelecidas na interface de interacdo entre a pele e o material adesivo. Repka & McGinity (2001)
apontam que VAarios mecanismos de adesdo tem sido estudados e propostos, tais como, ligacdes de
pontes de hidrogénio, consideracdes termodindmicas da energia livre de superficie e do angulo de
contato entre adesivo e substrato, interpenetracdo da cadeia polimérica, e a taxa de molhamento do
polimero interagindo com a pele.

As caracteristicas bioquimicas da pele dos mamiferos ndo pode ser considerada a mesma entre as
espécies pertencentes a este mesmo filo animal, mas de acordo com Scheuplein & Blank (1971) se
alguma generalizacdo é possivel de ser feita, em particular, a pele do porco e do porquinho-da-india
podem servir como modelo aproximado para a pele humana.

Os resultados mostram que ndo hé diferenca na bioadesdo com a adi¢ao do principio ativo e que a
capacidade de bioadesdo destas formulacGes é relativamente baixa, porém esti bem proxima da de géis
poliméricos contendo CMCNa 1,5%, analisada por Oliveira (2011).
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6.3. Avaliacao da atividade antioxidante

Apos a leitura das absorbancias das amostras, calculou-se a porcentagem de inibi¢cdo de DPPH do
DK e do AK através da equacéo (1).

% inibicdo do DPPH = [(A0 — A1)/ A0] x 100 (1)

onde: A0 = absorbancia do controle; A1 = absorbancia da amostra.

Atividade antioxidante do DK
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Figura 15: Atividade antioxidante do dipalmitato kojico.

Utilizando-se a equacdo da reta, € possivel encontrar 0 1Cso do DK: 0,556mg/ml.
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Figura 16: Atividade antioxidante do &cido kojico.
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Utilizando-se a equacdo da reta, o 1Csq calculado do acido kéjico é de: 14,73 ug/ml.

O radical livre de DPPH« ¢ estavel, de coloracdo purpura absorve luz a 517 nm, porém quando €
reduzido para o composto 2,2-difenil-picril-hidrazina adquire coloracdo amarela, com consequente
desaparecimento da absor¢do no comprimento de onda selecionado. Assim, o decréscimo da
absorbancia corresponde a porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional e pode ser utilizado
para determinar a capacidade sequestradora de radicais livres (atividade antioxidante) da substancia
teste (MAGALHAES et al., 2008).

A porcentagem de DPPH consumido pela substancia-teste corresponde a atividade antioxidante,
sendo que a concentracdo da substancia-teste necessaria para decrescer a quantidade inicial de DPPH
em 50% é denominada concentracdo inibitoria 50% (IC50). Portanto, quanto maior o consumo de
DPPH por uma amostra, menor sera sua ICsy e maior sua atividade antioxidante (SOARES et al.,
1997).

Né&o foi possivel calcular o ICsp do DK incorporado na EM, pois os dados de absorbancias nao
tinham relagcdo nem linearidade com as concentra¢des analisadas, ndo sendo possivel utilizar a equacao
da reta. Portanto, ndo foi possivel comparar a capacidade antioxidante do DK incorporado na EM com

0 DK em solucdo.

6.5. Acdo despigmentante in vitro

De acordo com a equacdo abaixo (2), foi possivel calcular as porcentagens de inibicdo das
diferentes concentracdes de acico kojico (tabela 4), para, posteriormente tracar uma comparagao com o

dipalmitato kojico:

IA (%) = [((C-To)-(S-To))/(C-To)] x 100 (2)

onde IA = atividade inibitoria;
C = absorbancia do controle a 490 nm;
S = absorbancia da amostra;

T, = absorbancia no tempo zero.



Tabela 6: Porcentagem de inibicdo da tirosinase pelo Acido kdjico em diferentes concentrages.

% de inibigio |
Concentragdo do AK 60
(ng/ml) min | 120 min | 180 min
5,710 35,61 | 41,18 33,25
14,28 52,84 | 48,86 45,76
28,57 74,96 | 68,35 58,24

Figura 17: Porcentagem inibicéo da tirosinase pelo Acido Kéjico em diferentes concentrages.
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Atraves das equac0es das retas contidas no gréafico, é possivel calcular a 1Csy do &cido kojico nos

trés diferentes tempos, mostrados na tabela a seguir:

Tabela 7: I1Cs, do acido kéjico nos tempos de 60, 120 e 180 min.

Tempo (min)
60 120 180
IC 50 (ug/ml) 11,6 13,23 30,55

De acordo com os resultados, é possivel afirmar que a atividade despigmentante do AK é

diminuida com passar do tempo, pois seu ICso tem valor maior no tempo de 180 min (Tabela 7).
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6.5.1 Determinacao da concentracgdo correspondente a atividade inibitéria 50% da solucao de

dipalmitato kojico usando tirosinase com concentracdes de 480 U/mL
Apos 60, 120 e 180 min de incubagdo, analisou-se as absorbancias e, consequentemente, as
porcentagens de inibicdo da tirosinase do dipalmitato kéjico e do dipalmitato kojico incorporado na

emulsao multipla.

Tabela 8: Porcentagem de inibicdo do DK e do DK incorporado na EM.

Concentragéo Tempo (min)

(ug/ml) 60 120 180
571 12,13 -1,15 | 122,39 |-48,00| 164,66 9,55
14,28 12,68 | 23,56 | 11521 6,95 142,22 | 19,75
28,57 20,83 22,98 84,56 3,59 91,77 5,73
57,14 25,01 5,17 56,52 6,71 57,77 -7,64
114,28 32,97 10,34 41,30 3,11 39,55 26,75

De acordo com os dados de porcentagem de inibig&o da tirosinase do DK em solugdo e do DK
incorporado na EM, conclui-se que ndo é possivel fazer uma analise do ICsp, em ambas as situaces,
pois ndo hd uma relacdo de linearidade entre as concentracBes e a porcentagem de inibicdo da
tirosinase.

O écido kojico foi adotado como controle positivo da inibicdo da reacdo, pois sabe-se que é um
potente inibidor da tirosinase in vitro (SANDOVAL, 1999).

VIl. CONCLUSAO:

Diante dos resultados experimentais obtidos, pode-se concluir que a formulacdo desenvolvida
apresentou resultados esperados em relacdo as analises macroscopicas e de tamanho e distribuicdo dos
glébulos (analises microscopicas), através do microscopio Optico e do espalhamento dindmico de luz,

apresentando um tamanho de aproximadamente 1 um de didmetro dos glébulos multiplos.
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De acordo com a analise estatistica, utilizando-se teste t de Student, com nivel de significancia
(0,05), as emulsdes multiplas nao tiveram diferencas no pH, condutividade elétrica e teste de bioadeséo
apos a incorporacao do dipalmitato kojico.

Levando-se em consideracdo o potencial zeta, a emulsdo multipla analisada possui alta
estabilidade ao longo do tempo (média de -13 mV) em funcéo das for¢as de repulséo.

A emulsdo maltipla com ou sem dipalmitato kéjico incorporado apresentou um comportamento
n&o-newtoniano reopético ou anti-tixotropico, ou seja, sua viscosidade tende a aumentar com o tempo,
quando aplica-se uma forca, porém este € um fenbmeno reversivel. Pode-se observar que na
formulacdo com o principio ativo, é necessario aplicar uma forca 4 vezes menor para se obter a mesma
deformacao.

Em relacdo a atividade antioxidante, o I1Csq calculado do dipalmitato kéjico foi de 0,556 mg/ml,
enquanto que o ICsy do &cido koéjico foi de 14,73 ug/ml, ou seja, a capacidade antioxidante do
dipalmitato é aproximadamente 38 vezes menor que a do acido kdjico. Ainda que a essa atividade seja
inferior a do &cido kojico, sabe-se que a acdo topica do primeiro esta relacionada com a clivagem
enzimatica de sua ligacao éster pelas enzimas estearases da pele.

Analisando-se a acdo despigmentante, pode-se calcular apenas o ICsy do acido kojico, utilizado
como controle, que foi de: 11,6 pg/ml apos 60 minutos de incubagdo a 35°C no ensaio com a tirosinase.
Os valores de IC 50 do DK em solucédo de metanol e do mesmo incorporado na emulsdo maltipla ndo
foram possiveis de se calcular, pois ndo houve uma relacdo de linearidade entre as concentragdes das
amostras e as absorbancias.

Alguns possiveis fatores podem explicar a falta de resultados para anélise das atividades
antioxidante e despigmentante do DK na formulacdo: a baixa concentracdo do principio ativo na EM
(1%); um valor muito alto de ICs, para agdo despigmentante, a qual néo foi analisada; a solubilidade do
DK, onde em solventes lipofilicos ndo foi possivel sua total solubilizagdo, mesmo com o auxilio do
ultra-som; a lenta libera¢do do DK de dentro das goticulas, o qual foi analisado até 24h, pois 0 DK
deve transpor duas interfaces; ou o reagente, no caso 0 DPPH, estava em baixa concentracao.

Davis e Walker (1987), Yazan et al. (1995), Garti (1997 a e b) e Benichou et al. (2004)
identificaram o0s possiveis mecanismos para a liberacdo do principio ativo a partir de sistemas
multiplos: difusdo do ativo ndo ionizado atraves da camada intermediria; difusdo do ativo ionizado ou
ndo ionizado através de membranas liquidas éleo/dgua e coalescéncia da fase interna e ruptura dos
globulos maltiplos. Portanto, € relevante salientar que alguns ensaios deveriam ser realizados para,

primeiramente, analisar o comportamento do DK dentro dos glébulos, tal como: coeficiente de
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particdo, pois susbtancias extensamente lipofilicas, como é o caso do DK, podem ndo migrar da fase
oleosa para a aquosa.

Em suma, ndo foi possivel analisar as atividades antioxidante e despigmentante do DK
incorporado na emulsdo multipla para se tracar um perfil comparativo, apenas pode-se afirmar que o

DK possui menores atividades que o acido kojico.
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