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RESUMO

O mercado brasileiro de cosméticos estd entre os mais importantes do mundo. Neste
mercado, os produtos antienvelhecimento apresentam forte tendéncia de crescimento e
dentre esses produtos se destacam os antioxidantes, tais como os compostos fenolicos
que estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e em micro-organismos. Os acidos
cindmicos fazem parte desses compostos, sendo o acido fertlico um dos seus
representantes. Segundo a literatura, este acido apresenta potencial antioxidante e
propriedades anticancerigenas, anti-inflamatorias e antimicrobianas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficacia in vitro e a citotoxicidade do AF para sua incorporacdo em
uma emulsdo cosmética. Foram realizados estudos da atividade antioxidante através de
duas metodologias analiticas (DPPH e ABTS), da avaliagdo da atividade
antimicrobiana, da atividade inibidora da tirosinase (despigmentante), além da avaliagao
do potencial citotdxico, utilizando duas linhagens de células (HaCat e HDFa), do
desenvolvimento de emulsdes, da validacdo de uma metodologia analitica para
quantifica¢do do acido fertlico por CLAE. Também foi realizado estudo de estabilidade
acelerada e ensaios de liberacdo, permeagdo e retencdo in vitro. O acido ferulico
apresentou um ICsp = 12,21 pug.mL™! para o radical DPPH e de 2,84 pg.mL! para o
radical ABTS. J& no ensaio despigmentante, o acido ferulico apresentou um ICso = 2,89
pug.mL!. Na avaliagdo da atividade antimicrobiana foram necessarias concentragdes
variando de 0,75 a 2 mg.mL!, do 4cido ferulico para inibir o crescimento das bactérias
testadas neste trabalho. Nos estudos de citotoxicidade, verificou-se que o acido fertlico
ndo apresentou toxicidade significativa nas concentragdes utilizadas para HDFa e para
HaCat apresentou um ICso = 1092 ug.mL!. O método analitico desenvolvido foi
validado assegurando todos os parametros de linearidade, especificidade, precisdo,
exatiddo e robustez estabelecidos. A emulsdo foi submetida a diversas condigdes de
estresse € se manteve estavel ao longo dos 90 dias do estudo de estabilidade acelerada.
No estudo de permeagdo, grande parte do ativo permeado encontrou-se no estrato
corneo e a concentracdo quantificada na derme e epiderme foi baixa, o que demostra
resultados favoraveis para um produto cosmético. Com os resultados obtidos neste
trabalho, pode-se sugerir que o acido fertlico apresenta multifuncionalidade e grande
potencial para o mercado de cosméticos skin care.

Palavras-chave: Acido ferulico; Emulsao; Skin care; Antienvelhecimento; Cosméticos.



ABSTRACT

The Brazilian cosmetic market is among the most important in the world. In this market,
anti-aging products have strong growth trend and among these products stand
antioxidants such as phenolic compounds that are widely distributed in the plant
kingdom and micro-organisms. Cinnamic acids are part of these compounds, ferulic
acid being one of their representatives. According to the literature, this acid has
antioxidant potential and anticancer, anti-inflammatory and antimicrobial properties.
The objective of this work has been to evaluate the in vitro efficacy and the cytotoxicity
of FA for its incorporation in a cosmetic emulsion. Studies of antioxidant activity
through two analytical methodologies (DPPH and ABTS), tyrosinase inhibitory activity
(depigmentation), antimicrobial activity, cytotoxic potential evaluation using two cell
lines (Hacat and HDFa), validation of an analytical methodology for the quantification
of ferulic acid by HPLC and release, permeation and retention in vitro. Ferulic acid
showed an ICso = 12,21 pg.mL"! for DPPH radical and an ICso = 2,84 ug.mL! for
ABTS radical. In the evaluation of the antimicrobial activity, concentrations varying
from 0,75 to 2,0 mg.mL"! of the ferulic acid were required to inhibit the growth of the
bacteria tested in this study. Already in the depigmenting assay, ferulic acid presented
an ICso = 2,89 ug.mL'l. From the cytotoxicity studies, it has been verified that the
ferulic acid is not cytotoxic in the concentrations used for HDFa and for HaCat it has an
ICso = 1092 pg.mL!.The analytical method developed was validated, assuring all the
parameters of linearity, specificity, precision, accuracy and robustness have been
established. The emulsion has been subjected to various stress conditions and remained
stable throughout the 90 days of the accelerated stability study. In the permeation study,
much of the active permeate has been found in the stratum corneum and the quantified
concentration in the dermis and epidermis was low, which shows favorable results for a
cosmetic product. With the results obtained in this work, it can be suggested that ferulic
acid presents multifunctionality and great potential for the skin care cosmetics market.

Keywords: Ferulic acid; Emulsion; Skin care; Anti-aging; Cosmetics.
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1. INTRODUCAO

O mercado brasileiro de cosméticos estd entre os mais importantes, ocupando a
4* posicao no ranking mundial, perdendo para Estados Unidos, China e Japdo. No
ultimo ano, a Industria Brasileira de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (HPPC)
apontou um crescimento real de 2,75%. Esse crescimento se deve a varios fatores,
dentre eles o aumento da expectativa de vida, que trouxeram a necessidade de manter
uma aparéncia mais jovial (ABIHPEC, 2018).

Considerando o panorama atual, do ponto de vista da cosmetologia, vislumbram-
se novas perspectivas de crescimento para o setor, como uma oportunidade de negocios
as preparagdes que envolvam o cuidado da pele, conhecidos como preparagdes skin
care. No Brasil, esta expectativa ganha contornos mais relevantes ao considerar que se
trata de um setor com altissimas perspectivas a ser desenvolvido. Dados recentes
informam que o Brasil ¢ o 2° maior mercado em protecdo solar, desodorantes, produtos
masculinos e perfumes; o 3° mercado em preparacdes capilares, preparagdes para uso
infantil e higiene oral; o 4° mercado em preparagdes para o banho; o 5° mercado para as
maquiagens e depilatorios; e apenas o 8° mercado para os produtos para pele
(ABIHPEC, 2018).

Apesar desta 8" posicdo no mercado mundial de produtos para pele, estes
representavam 39% do consumo nacional de cosméticos em 2014 (ABIHPEC, 2014).
Fatores como o crescimento da expectativa de vida, o maior consumo das jovens
brasileiras, o aumento do consumo masculino e a maior demanda por produtos de
limpeza e hidratacdo foram fatores que contribuiram para esta posicdo (ABIHPEC,
2018).

O mercado de skin care, por sua vez, ¢ muito segmentado incluindo, dentre
outros produtos, os cremes faciais com func¢do antienvelhecimento, os cremes
hidratantes faciais, as preparacdes destinadas a limpeza, as preparacdes auxiliares no
tratamento da acne, os tonificantes, as preparacdes clareadoras da pele, as preparagdes
para os cuidados dos labios, as mascaras faciais, entre outros (ABDI; ABIHPEC;
SEBRAE, 2013). Apesar desta segmentacdo, percebe-se que hd, ainda, um espago de
crescimento neste especifico segmento de mercado.

Este crescimento pode ser justificado se baseando nas seguintes caracteristicas,
atitudes e comportamentos: o clima tropical brasileiro faz com que as pessoas sintam a

necessidade de hidratarem a pele do corpo e fundamentalmente a da face; ha uma
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frequente prescricdo de produtos cosméticos por dermatologistas; os produtos para
tratamento da pele estdo atingindo cada vez mais as geragdes dos anos 80, 90 e 2000; a
conscientizacdo dos danos causados pelo sol tem reforcado a necessidade de cuidados
especificos; a longevidade com o carater sauddvel tem incrementado o segmento das
preparacdes antienvelhecimento; e, finalmente, pode-se afirmar, de acordo com as
prospeccdes, que os produtos para tratamento facial devem manter crescimento
estimado de 9,3% ao ano (ABDI; ABIHPEC; SEBRAE, 2013).

Outro aspecto que estd em constante crescimento ¢ o apelo “natural” em
produtos cosméticos, ou seja, a busca por produtos com ingredientes de origem vegetal
no segmento de produtos para HPPC aumenta ano a ano (ABIHPEC; SEBRAE, 2018).

Os conceitos de sustentabilidade e consciéncia, incluindo o consumo de produtos
com composi¢des mais naturais possiveis, tém se apresentado como uma forte tendéncia
nos ultimos anos. Estas tendéncias vém influenciado o consumo consciente e vém
afetando sobremaneira o consumidor que, diante dos apelos do natural, saudavel,
nutritivo e sustentavel tem permitido o crescimento de vendas neste setor. Estima-se que
a demanda por este tipo de preparagdo e apelo possa atingir, nos proximos anos, 2% do
mercado global de personal care. No Brasil, apesar das definicdes ndo serem muito
claras em relacdo ao que seja um produto natural, existe clara percepcdo de mercado
que o tema ¢ bastante relevante a ponto de estar consolidado em fabricantes importantes
deste setor (ABDI; ABIHPEC; SEBRAE, 2013; ABIHPEC; SEBRAE, 2018;
BOTEGA, 2018).

Outro conceito que vem ao encontro destas tendéncias e € justificavel em fungao
das dificuldades técnicas encontradas em algumas associacdes de ativos, bem como a
possibilidade de se ter menores custos para a aplicagdo, diz respeito ao conceito do
“multifuncional®. A alta demanda por produtos que oferecam mais de um beneficio ¢é
uma realidade para o setor cosmético em nivel global. Fatores tecnoldgicos e de
marketing t€ém conduzido a esta situacdo. Do ponto de vista tecnologico, diversas
matérias primas tém sido introduzidas facilitando as técnicas de formulagdes e
proporcionando habilidades para desenvolver produtos que possam apresentar estas
multifun¢gdes (WIECHERS, 2003).

Neste contexto, o consumo de produtos cosméticos com base em ativos eficazes
para a pele tem crescido amplamente nos tltimos anos, levando a industria cosmética a

investir fortemente no desenvolvimento de produtos e técnicas de produgdo inovadoras.
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Porém, mais do que isto, € necessario conhecer o comportamento dos materiais ativos
quando incorporados aos sistemas de veiculagcdo que, adicionalmente, devem apresentar
um sensorial agraddvel para boa aceitacdo do usudrio, eficicia pertinente e aceitavel
grau de seguranca. Nesta perspectiva, o mercado de HPPC estd se preparando para
atender este publico, que, em 2050, chegara a 65 milhdes de pessoas no Brasil (ABDI;
ABIHPEC; SEBRAE, 2013).

A pesquisa e o desenvolvimento de produtos antienvelhecimento sdo crescentes
a cada ano. Isto se deve a imensa demanda que produtos desta categoria geram ao
mercado que, consequentemente, requer inovagdo. Os ativos antienvelhecimento podem
ser divididos em 5 grandes categorias: antioxidantes, renovadores celulares, ativos pro-
lifting, ativos dermo-relax, neurocosméticos e fatores de crescimento (VANZIN;
CAMARGQO, 2011). Dentre estas categorias, destacam-se os antioxidantes, os quais sdo
encarregados pela prote¢do frente a acdo oxidativa produzida pelos radicais livres no
organismo, os quais podem danificar as membranas das células e acelerar o processo de
envelhecimento (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007; HALLIWELL et al.,
1995; POVOA, 1995; YOUNGSON, ROBERT, 1995).

O antioxidante de origem vegetal utilizado com frequéncia no setor cosmético ¢
o acido ascorbico. Este acido ¢ soluvel em agua e atua como um bom antioxidante
devido ao seu potencial redox. Além do mais, este ativo apresenta outras propriedades
como agdo despigmentante e estimulante da sintese de coldgeno. No entanto, seu uso ¢
limitado devido & sua instabilidade quimica, pois em contato com a luz, sofre
degradacdo (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007; DUARTE-ALMEIDA;
GENOVESE; LAJOLO, 2006; MAIA, 2002). Sendo assim, a busca por antioxidantes
estaveis ¢ muito importante.

Considerando o exposto e os aspectos comerciais atuais que envolvem a
necessidade de maior conhecimento sobre os ativos antienvelhecimento e
multifuncionais, o presente trabalho estudou o comportamento de um conhecido

antioxidante de origem vegetal, o 4cido fertlico.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 COMPOSTOS FENOLICOS

O grupo dos compostos fendlicos ¢ constituido por algumas substincias
denominadas de 4cidos fenolicos. Essas substancias sdo caracterizadas por apresentarem
um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de metoxila
e/ou hidroxila na molécula (SOARES, 2002). Segundo Simdes e colaboradores (2010),
os compostos fendlicos se encontram amplamente distribuidos no reino vegetal e nos
microrganismos.

A ocorréncia desses compostos no reino vegetal permite outra classificagdo, na
qual sdo divididos em dois grupos: compostos fendlicos amplamente distribuidos e
compostos fenolicos de distribuicdo restrita. O primeiro grupo abrange os derivados de
acidos benzoicos e de acidos cindmicos, cumarinas, flavonoides e derivados de
polimerizacdo (taninos e ligninas). O segundo grupo abrange as demais substincias
(SIMOES et al., 2010).

Os 4acidos fenolicos podem ser separados em grupos: acidos benzoicos e acidos
cindmicos. Os acidos benzoicos (Figura 1) possuem sete atomos de carbono e sdo os
mais simples encontrados na natureza, tais como acido salicilico, 4cido gentisico, acido
p-hidroxibenzdico, acido protocatequinico; acido vanilico, acido gélico e &cido siringico

(SOARES, 2002).

OH

R4

Figura 1. Estrutura quimica dos écidos benzoicos. Acido salicilico: R'=OH; Acido Gentisico:
R'=R*=0OH; Acido p-hidroxibenzoico: R*=OH; Acido protocatequinico: R>=R3*=OH; Acido vanilico:
R?>=0CH;, R*=0H; Acido gélico: R>=R*=R*=0H; Acido siringico: R*=R*=0CH3, R*=OH.

Fonte: SOARES, 2002.

Os é4cidos cinamicos (Figura 2) possuem nove atomos de carbono, sendo, os
mais frequentemente encontrados no reino vegetal. Dentre eles os acido o-cumarico,
acido m-cumarico, acido p-cumarico, acido cafeico, acido fertlico e é4cido sinapico
(SOARES, 2002). Segundo Simdes e colaboradores (2010), esses acidos, devido a
ligagdo dupla, podem existir sob duas formulas isoméricas, entretanto os mais vistos na

natureza possuem conformagao trans, devido a sua maior estabilidade.
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Figura 2. Estrutura quimica dos principais 4cidos cinimicos. Acido cindmico: R' = R* = R* = R* = H;
Acido o-cumarico: R' = OH; Acido m-cumarico: R?= OH; Acido p-cumdrico: R® = OH; Acido Caféico:
R?=R*=OH ; Acido Ferulico: R?= OCH3 e R*= OH ; Acido Sinapico: R = R* = OCHs e R* = OH.
Fonte: SOARES, 2002.

2.2 ACIDO FERULICO

Dentre os acidos cinamicos, destaca-se o acido ferulico (AF) (Figura 3)
(BARBEROUSSE et al., 2008). O AF ¢ o acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico e seus
outros nomes incluem acido 3-metil éter cafeico, acido coniferico e acido 3-(4-hidroxi-
3-metoxifenil)-2-propendico (GRAF, 1992).

O AF estd presente em concentracdes relativamente altas em vérias plantas,
ligado a polimeros das paredes celulares de Poaceae e plantas forrageiras, dentro de
monocotiledoneas e dicotiledoneas (BARBEROUSSE et al., 2008; MATHEW;
ABRAHAM, 2004). De acordo com Graf (1992), o AF foi isolado pela primeira vez em
1866, por Hlasiwetz e Barth e, em 1925, foi realizada sua primeira sintese.

@
N OH

HO
OCH3

Figura 3. Acido fertlico
Fonte: Elaborado pela autora.

O AF apresenta propriedades antioxidante, anticancerigena, anti-inflamatdria e
antimicrobiana. Este dcido previne os efeitos prejudiciais da radiagdo tanto como um
absorvedor de UV quanto captador de radicais livres em preparagdes cosméticas e
biomédicas (CHOWDHURY et al., 2016; OUIMET et al., 2013). Segundo Hsieh; Yen;
Chen (2005 apud BROINIZI et al., 2007, p. 906) o AF apresenta uma propriedade de
sequestrar radicais livres em baixas concentragdes. Porém, a eficicia do AF, segundo

Ouimet e colaboradores (2013), ¢ reduzida por um mecanismo de descarboxilagdo, o



qual promove a decomposi¢do por temperatura, pelo ar e por luz induzida.

caracteristicas fisico-quimicas do AF sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do AF

Nome genérico Acido Ferulico (CAS 1135-24-6)
Nome IUPAC 4-Hydroxy-3-methoxycinnamic acid
Formula quimica C10H1004

Composigdo percentual C 61.85%, H 5.19%, O 32.96%

Massa molecular 194.19 g/mol
Densidade 1,14 g/cm®
Ponto de fusdo 169-173°C
Pka 4,56
log P 1.64 £0.36
Categoria Antioxidante.

Fonte: ACD/ChemSketch; PubChem; MOTA, 2008.

2.2.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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Muitos compostos fendlicos possuem atividade antioxidante e desta forma,

inibem ou reduzem os efeitos de radicais livres e compostos oxidantes. Isto ¢ um efeito

da habilidade que um 4tomo de hidrogénio de um grupo hidroxila (OH) presente em sua

estrutura aromatica tem em ser cedido a um radical livre, tal como sua capacidade de

suportar um elétron desemparelhado, equilibrando-o na densidade eletronica da

molécula (GIADA; MANCINI, 2006; MAGNANI et al., 2014; SOARES et al., 2005).

O potencial antioxidante do AF geralmente pode ser atribuido as suas

caracteristicas estruturais, como mostrado na Figura 4. Sua atividade antioxidante ¢é

explicada pela formacdo de um radical fenoxi estabilizado por ressonancia, devido ao

seu nucleo fendlico e a uma cadeia lateral insaturada. A estabilizagdo da ressonancia ¢é

responsavel pelo efetivo potencial antioxidante do AF (CHOWDHURY et al., 2016;

SRINIVASAN et al., 2007; SARI, 2018).

COOH COOH COOH COOH COOH (l:OOH
Z = = % CH’

C- |

-H* X
— - - |_ - | | -
c
OCH; OCH, OCH, OCH; OCH; OCH;

OH o o o}

Figura 4. Estrutura quimica do AF e sua estabilizagdo por ressonancia.
Fonte: Srinivasan et al., 2007.
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A estabilidade do radical fenoxi e o aumento da eficiéncia antioxidante do AF
sdo resultado de um grupo OH na posicdo orto em relacdo grupo metoxi (doador de
elétrons) (CUVELIER et al., 1992; DEGASPARI; WASZCZYNSKY]J, 2004).

O AF tem a capacidade de absorver radiagdo UV devido ao alto grau de
insaturagcdo conjugada. A absorcdo de radiagdo envolve a formagdo de um radical
fenoxi, levando a isomerizagdo cis-trans. Em altas concentragdes, o AF também pode
proteger outros compostos sensiveis a luz contra o dano oxidativo, pois diminui a
quantidade de radiacdo UV que incide sobre as moléculas dissolvidas (CHOWDHURY
et al., 2016).

De acordo com Brand-Williams e colaboradores (1995), o AF tem uma maior
portencial de redu¢do da molécula do radical DPPH em comparagdo com outros
compostos fenolicos, como o acido cumarico, a vanilina e o acido vanilico (BOURNE
et al., 1997; CASTELLUCCIO et al., 1997).

Estudos comparativos entre o AF e seus derivados, comprovaram que o AF
possui maior potencial antioxidante do que seus derivados (KIKUZAKI et al., 2002;
NAZARE et al., 2014).

Em um estudo qualitativo comparativo do comportamento cinético da inibi¢ao
da oxidagdo entre os acidos benzoico e cindmico, observou-se que o AF aumentou o
intervalo de inducdo da oxidagdo duas vezes mais em relagdo ao controle
(MARINOVA; YANISHLIEVA, 1992; RAMALHO; JORGE, 2006). Isso também foi
verificado em outros estudos cinéticos, utilizando triacilglicer6is e ésteres metilicos de
6leo de girassol, em que os acidos fendlicos atuaram mais efetivamente na fase de
iniciagdo da oxidagdo (RAMALHO; JORGE, 2006; YANISHLIEVA; MARINOVA,
1995).

O AF pode ser um ativo em protetores solares e logdes para a pele indicados
para fotoprotecdo, com base em sua propriedade antioxidante. O seu elevado potencial
antioxidante e sua capacidade de absorver radiagdo UV pode proporcionar fotoprotecao

aos materiais biologicos sensiveis aos raios UV (EGAWA et al., 1990; GRAF, 1992).

2.2.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
O AF também ¢ um componente do propolis. Através da determinagdo da

composi¢do deste, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), foi possivel
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identificar alguns marcadores como a vanilina, o 4cido cumarico e o AF. A atividade
antimicrobiana do extrato de propolis foi avaliada em estudos experimentais in vitro, e
as concentracdes minimas de compostos fenolicos que inibiram os microrganismos
foram determinadas. Os resultados demonstraram que os compostos fendlicos presentes
no extrato de propolis apresentam  atividade antimicrobiana  efetiva
(RAMANAUSKIENE; INKENIENE, 2011).

Extratos metanodlicos de Ligusticum mutellina foram obtidos e analisados por
CLAE. O acido clorogénico foi o acido fendlico predominantemente encontrado.
Adicionalmente, foram identificados os 4cidos galico, p-hidroxibenzoico, cafeico e p-
cumarico ¢ o AF. Os extratos apresentaram alta atividade antioxidante e atividade
antibacteriana e antifingica moderada (CIM = 1,25-2,5 mg.mL""). Micrococcus luteus,
Pseudomonas aeruginosa e Candida spp. foram os mais sensiveis aos extratos
(SIENIAWSKA et al., 2013).

A atividade do AF em concentragdo de 1000 ug.mL™! foi avaliada em termos de
prevencao e controle de biofilmes formados por Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. Além disso, foram testados os
efeitos do AF em termos de suscetibilidade de células planctonicas e na adesdo e
motilidade bacteriana. A concentragdo bactericida minima para P. aeruginosa foi de
500 pg.mL!, enquanto que para E. coli, L. monocytogenes € S. aureus foi de 2500
pg.mL!, 5000 pg.mL! e 5000 pg.mL!, respectivamente. O AF foi capaz de causar
inibi¢do total da motilidade de L. monocytogenes e E. coli. A propagagdo de coldnias de
S. aureus foi completamente inibida pelo AF. Além disso, o AF promoveu redugdes na
atividade do biofilme maiores que 70% para todos os biofilmes testados (BORGES et
al., 2012).

Borges e colaboradores (2013) demonstraram que o AF apresentou atividade
contra S. aureus, E. coli, L. monocytogenes e P. aeruginosa, com concentracdes
inibitorias minimas que variaram entre 100 e 1250 pg.mL™!'. Os autores também
verificaram que o AF alterou irreversivelmente a carga, a permeabilidade e as
propriedades fisico-quimicas das membranas bacterianas, incluindo para a formagao de
poros e rupturas.

Em outro estudo derivados do AF foram sintetizados e os compostos produzidos
foram avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana contra diferentes cepas

bacterianas e fungicas gram-negativas e gram-positivas. Os resultados do experimento
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antimicrobiano indicaram que todos os compostos produzidos apresentaram atividade
antimicrobiana, com intensidade variavel (KHATKAR, 2015).

Em outro estudo, os efeitos do AF foram testados em Cronobacter sakazakii, um
patdégeno oportunista transmitido via alimentos e que afeta principalmente recém-
nascidos, lactentes e adultos imunocomprometidos. As concentragdes inibitorias
minimas de AF contra as cepas de C. sakazakii variaram de 2,5 a 5,0 mg.mL"! (SHI et
al., 2016).

A atividade antimicrobiana de compostos fenolicos extraidos de trés frutas
tropicais foi testada contra 12 patdgenos comuns em ambientes clinicos, incluindo oito
cepas padrdo (Bacillus cereus, S. aureus, Staphylococcus epidermidis, E. coli, Monilia
albican, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium e P. aeruginosa) e 4 estirpes
resistentes a multiplos farmacos (S. aureus resistente a meticilina, P. aeruginosa
resistente a carbapenem, E. coli produtora de B-lactamase (ESBL) de largo espectro e
Acinetobacter baumannii resistente a farmacos). Os resultados foram promissores, uma
vez que o extrato das trés frutas tropicais ricas em compostos fendlicos apresentou alta
atividade contra as bactérias testadas no experimento (FU et al., 2016).

Cota-Arriola e colaboradores (2017) prepararam matrizes de quitosana com AF
e analisaram a relacdo entre a adi¢do de AF no crescimento de Aspergillus parasiticus,
uma espécie fungica presente em cereais e altamente toxigénica para humanos e
animais. Os resultados demonstraram que a incorpora¢do de AF nas microcapsulas de
quitosana aumentou significativamente sua atividade fungistitica no crescimento,
germinagdo de esporos e morfologia de 4. parasiticus.

Considerando as informagdes descritas na literatura, observa-se que o AF
apresenta potencial para aplicagdo como um composto antimicrobiano contra

microrganismos diversos.
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2.2.3 METODOS ANALITICOS

A Tabela 2 apresenta uma revisdo de literatura sobre os métodos analiticos
utilizados para quantificar o AF. De acordo com a tabela, ¢ possivel notar que a
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ¢ o método analitico comumente
utilizado para analisar o AF. No entanto, sua aplicacdo técnica apresenta algumas
desvantagens. Envolve o uso de colunas analiticas e equipamentos caros, precisa de um
grande volume de solventes na fase movel e estd associado a um alto custo de
manutengdo (MARCO et al., 2017). Entretanto ¢ uma técnica de separacdo muito
utilizada (TOTOLL; SALGADO, 2018).

Além disso, observando os solventes utilizados e listados na Tabela 2, € possivel
observar alguns solventes toéxicos como metanol, acido trifluoroacético e acetonitrila,
que acaba sendo prejudicial ao meio ambiente. A utilizagdo de solventes considerados
verdes sdo opgdes melhores, pois sdo menos prejudiciais ao meio ambiente, apresentam
menor risco a saude do operador e, muitas vezes, estdo associados a baixos custos
(GALUSZKA et al., 2012; ZIMMERMANN et al., 2017).

Como pode ser observado na Tabela 2, diferentes vazdes, comprimentos de onda
e colunas foram usados para analise de AF. Ajustes de pH para a fase movel foram
realizados utilizando diferentes solventes como hidroxido de sodio e éacido acético

glacial.



Tabela 2. Métodos analiticos descritos na literatura para a determinagdo do AF.

Método Condicoes

Coluna C18 (10 mm x 240 mm x 5 uM). Fase movel: acido acético a 0,01% contendo 28% de
metanol. pH 3,0. Vazio: 1,0 mL.min".
Coluna C18 (15 cm x 4.6 mm x 5 pm). Fase movel: citrato de s6dio 0,01 M contendo 13% de
metanol. pH 5,4. Vazdo: 1,0 mL.min"'. Rt: 10,0 min.
Coluna ODS- Hypersil (10 mm % 4.6 mm X 5 pm). Fase mével: uma mistura de 12% de
metanol e um tampao de citrato de sodio. pH ajustado a 2,6 com solugdo de hidroxido de sodio.
Vazio: 1.0 mL.min".
Coluna C8 (4,6 x 250 mm). Fase moével: acido trifluoroacético a 0,1% e acetonitrila aquoso a
CLAE 80% suplementada com acido trifluoroacético. Vazdo: 1.0 mL.min"!.
Coluna Develosil ODS-HG-5 (RP-18, 250 x 20 mm). Fase mdvel: metanol contendo 1 mM de
acido trifluoroacético (TFA). Vazdo: 7.0 mL.min"!. Rt: 64 min.
Coluna C18 Hypersil (200 x 4.6 mm x 5 pum). Fase mével: uma mistura de acetonitrila-agua
(16:84 v/v) contendo 1% de acido acético glacial. Vazdo: 0.8 mL.min"'.

Coluna HC-C18 (150 mm % 4.6 mm X 5 um) com coluna guarda C18. Fase mdvel: uma mistura
de metanol-agua contendo 0,5% (v / v) de acido acético glacial. Vazdo: 0.8 mL.min"!. Rt: 8 min.
Coluna C18 BDS-Hypersil (250 mm x 4.6 mm % 6 um). Fase movel: 80% (v/v) de
acetonitrila/dgua. Vazdo: 1.0 mL.min"!. Rt: 3.37 min.

Coluna C18 KinetexTM (100 mm x 4.6 mm x 2.6 pm) com coluna guarda C18 (4.0 mm x 3.0
mm). Fase movel: 0,06% de acido acético e acetonitrila. pH ajustado para 6,0 com hidroxido de
s6dio ou 4cido glacial acético. Vazdo: 1.0 mL.min™.

CLAE-
Cv

CL-EM- Coluna C18 (250 mm % 4.6 mm X 5 um) com coluna guarda C18 (5 um, 7.5 mm X 4.6 mmFase
EM movel: acido acético a 1,0% em agua e acetonitrila. Vazdo: 1.0 mL.min".

Coluna C18 (100 mm % 2.1 mm x 1.7 um). Fase mével: Uma mistura de 0,1% de acido féormico

UPLC e acetonitrila. Vazao: 0.4 mL.min"!.

Fonte: Elaborado pela autora.

Sistema de
Deteccao

UV (310 nm)
UV (280 nm)

UV/Vis (320 ¢ 418
nm)

UV (254 nm)
UV (320 nm)
UV (320 nm)
UV (281 nm)
UV (323 nm)

CV(-1.0Vto12
V)

UV/DAD (320 nm)
APCI-EM (ion
positive e negative)
EM quadrupolo
triplo com ESI
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2.2.4 CITOTOXICIDADE

Além dos beneficios oferecidos pelo AF, também ¢ importante conhecer a
citotoxicidade do composto. Muitos autores tém investigado os efeitos do AF em
células humanas. Ogiwara e colaboradores (2002) estudaram a atividade citotdxica do
eugenol e do AF contra células macrofagos de camundongo e verificaram que a
citotoxicidade do AF era aproximadamente 10 vezes menor que a do eugenol. O numero
de mols de radicais peroxidos aprisionados por mols de AF e eugenol foi investigado,
usando os métodos do periodo de indugdo do sistema de polimerizagdo com metacrilato
de metila. O AF apresentou um numero maior de mols de radicais peroxidos
aprisionados do que o eugenol, semelhante ao 2,6-di-t-butil-4-metilfenol (BHT). Estes
resultados sugerem que o AF pode ser util para prevenir o dano celular causado pela
molécula de oxigénio (O2).

Peng e colaboradores (2013) estudaram a citotoxicidade do AF (2 mM) contra
uma linhagem de células de cancer de bexiga (células T24), cultivadas em sistemas 2D
e 3D. Sua toxicidade no sistema 3D foi muito maior do que na cultura 2D. Os resultados
permitiram aos pesquisadores incentivar o uso do AF como auxiliar no tratamento desse
tipo de cancer.

Nanofibras contendo AF mostraram citotoxicidade contra células de carcinoma
hepatocelular (CCH) (células HepG2) no ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)
-2,5-difeniltetrazolio (MTT). O CCH ¢ reconhecido mundialmente como um dos
principais tipos de cancer. No entanto, a resisténcia inerente das células cancerigenas
aos tratamentos quimioterapéuticos e ao aumento do nivel de proteina multirresistente a
drogas sdo alguns dos principais obstaculos no tratamento do CCH. O AF ¢ um dos
fendlicos fitoquimicos conhecido com atividade anticancerigena contra cancer de
mama, cancer de cdlon, cancer de pele e cancer pulmonar. Os dados revelaram que as
nanofibras poliméricas sem AF ndo inibiram o crescimento celular. Por outro lado,
taxas de inibi¢do do crescimento celular de 51,9% e 71,3% (p <0,01) foram registradas
para nanofibras encapsuladas com o AF e o AF isolado, respectivamente (VASHISTH
etal., 2015).

Um grupo de pesquisadores investigou os efeitos protetores do AF e polifenois
relacionados contra a citotoxicidade causada pelo glioxal (GO) ou metilglioxal (MGO)
em hepatdcitos isolados de ratos. GO e MGO sdo substancias que produzem espécies

reativas de oxigénio e carbonila no corpo humano, levando ao estresse oxidativo e
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danos aos 4cidos nucléicos e proteinas. Seus efeitos podem contribuir para
complicacdes associadas ao diabetes mellitus, doenca cardiovascular e doencas de
Alzheimer e Parkinson. Descobriu-se que os polifendis testados diminuiram,
significativamente, a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a
citotoxicidade induzida por GO ou MGO nesses modelos (MARUF et al., 2015).

Estudo realizados por Choi e colaboradores (2018) mostraram que o AF (~300
ug.mL!) ndo causou nenhuma toxicidade significativa nas plaquetas, leucocitos e
eritrocitos. A citotoxicidade in vitro foi também estudada utilizando a linha celular
CCK-8 e confirmou-se que o AF era ndo citotdxico nas condicdes testadas (NILE et al.,

2016).
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo avaliar a eficacia in vitro e a citotoxicidade do

AF para sua incorporagdo em uma emulsdo cosmética.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a solubilidade do AF em varios solventes;

Avaliar a atividade antioxidante do AF in vitro;

Avaliar a atividade antimicrobiana do AF in vitro;

Avaliar atividade inibidora da tirosinase pelo AF in vitro;

Avaliar o potencial citotoxico do AF in vitro;

Desenvolvimento de uma emulsdo contento AF e de uma emulsdo base;

Validar metodologia para a caracterizacdo do AF com cromatografia liquida de
alta eficiéncia;

Avaliar a estabilidade acelerada de uma emulsdo contendo AF;

Obter o perfil de liberagdo, permeagdo e retencdo in vitro do acido ferulico a

partir da emulsdo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Acido acético (J.T. Baker®), acido ascorbico (Sigma-Aldrich®), 4cido fertlico (Attivos
Magisttrais), agua destilada, 4gua ultrapura obtida por sistema Milli-Q®, alcool
isopropilico (Merck®), antibidticos (penicilina 100 U.mL!; estreptomicina 0,1 mg mL"")
(Sigma-Aldrich®), azetreonam, caldo soja tripcaseina (TSB), cefazolina, cetearyl
alcohol (and) sodium cetearyl sulfate (Lanette N®), coluna cromatografica CI18
GEMINI-NX (4,6 x 150 mm, 5 um, Phenomenex®), dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-
Aldrich®), disodium EDTA, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose
(DMEM, Cultilab®), etanol anidro 99,8% (Synth e Neon), etanol grau HPLC (panreac®
e JT Baker®), filtro de PTFE 0,45 um, human immortalized keratinocytes — HaCat,
human Dermal Fibroblasts, adult — HDFa, cepa E. coli ATCC 10536, cepa S. aureus
ATCC 6538, cepa S. epidermidis ATCC 1222, cepa P. aeruginosa ATCC 27853,
ethylhexyl stearate, fita adesiva (Scotch - 3M), garrafas de cultura celular de 25 e 75
cm2 (TPP e Kasvi), glyceryl stearate, L-dopa (Sigma-Aldrich®), meio de cultura
DMEM (Cultilab), metanol (Synth® e panreac®), 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT, Sigma-Aldrich®), persulfato de potassio,
phenoxyethanol, phosphate buffer saline (PBS), placa de agar Miieller-Hinton (AMH),
placas estéreis de 96 orificios para cultura celular (Falcom®), propylene glycol,
resazurina, radical 1,I-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) (Sigma-Aldrich®), radical
2,2 azinobis-(3-ethylbensothiazoline)-6-sulfonic  acid (ABTS) (Sigma-Aldrich®),
solucao de acido cloridrico 0,001 M, solugao de hidroxido de sédio 0,001 M, solucdo de
peroxido de hidrogénio 3%, soro fetal bovino (Cultilab®), tampdo fosfato pH 7.4,
tampdo fosfato pH 6,8, tirosinase, tripsina (Sigma-Aldrich®), tubos de 15 mL estéreis

(Falcom®), tubos de ensaio de vidro.

4.1.1 EQUIPAMENTOS

Agitador de tubos (Phoenix AP56), agitador magnético (Marconi MA 085 L),
Autoclave vertical (Phoenix®), balanga analitica (Owa labor®), balanca analitica
(Shimadzu AY220), balanga semi-analitica (Gehaka BG2000), cAmara de Newbauer
(BOECO Germany), centrifuga (BOECO Germany U-32R), centrifuga (Centribio),
Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia da marca AGILENT, modelo 1100 Series com

detector UV-Vis e injetor automatico (Agilent Technologies®), espectrofotometro
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(BMG LABTECH - Spectrostar Nano), estufa de circulacdo de ar (Fanem 315 SE),
estufa de cultivo CO; (Shel Lab), Fluxo laminar (VECO®), freezer -80°C (SANYO
MDEF-U56VC), microscépio Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Microscopio invertido
OLYMPUS CK2, microscépio com luz polarizada Leica DM 2500M, Microscopio
optico (LABOMED Lx 400), pHmetro Gehaka PG1800 , Pipetadores automaticos com
volume variavel de 10-100 pL, 100-1000 pL, 500-5000 pL (Eppendorf), refrigerador
Consul (Facilite Frost Free), refrigerador Electrolux (Air Flow System DC 46), ultra-
som (Unique Ultrasonic Clear), viscosimetro Brookfield RV-DVIII com sistema

Helipath.

4.2 METODOS
4.2.1 AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DO AF

O ensaio da determinagdo da solubilidade do AF foi realizado segundo a
Farmacopéia Brasileira (2010). Neste ensaio optou-se por utilizar os seguintes
solventes: 4gua purificada, etanol, metanol, solu¢do de etanol: agua (40:60) e
dimetilsulfoxido (DMSO). Com exce¢do da agua, todos os solventes utilizados eram
grau PA. As andlises foram efetuadas em tubos de ensaio com 25 mm de diametro x 150
mm de altura, utilizando micropipetas e agitador Phoenix modelo AT:56.

Em cada tubo de ensaio, foram adicionados 10 mg de AF. Posteriormente foram
incorporadas aliquotas crescentes de solvente a estes tubos, sob agitagdo para averiguar
dissolugdo do produto. Este ensaio foi realizado a 25°C. O Quadro 1 apresenta os
significados dos termos descritos. “A expressao partes indica a dissolu¢do de 1 g de um
solido no nimero de mililitros do solvente estabelecido no numero de partes.”

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010, p. 25)

Quadro 1. Termos descritivos de solubilidade e seus significados.

. Volumes aproximados de
Termo descritivo

solvente
Muito soluvel Menos de 1 parte
Facilmente soluvel De 1 a 10 partes
Soluvel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soltuvel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1000 partes
Muito pouco soluvel De 1000 a 10 000 partes

Praticamente insoluvel ou insolavel Mais de 10 000 partes
Fonte: Farmacopéia Brasileira, 2010, p.25
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4.2.2 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE
4.2.2.1 METODO DE INIBICAO DO RADICAL DPPH

Uma das formas de avaliar o potencial antioxidante ¢ através da inibicdo do
radical DPPH (2-difenil-1-picril-hidrazil). A metodologia utilizada foi demonstrada por
Mensor (2001), Chiari (2012) e colaboradores, com adaptacdes para realizagdo em
microplaca e com a utilizagdo de solventes verdes.

Em placas de 96 orificios foram adicionados 85 pL da solu¢do de AF em
diferentes concentragdes (0 a 14,16 ug.mL™") e 215 uL de solugdo etandlica de DPPH a
0,004%. Apos 30 minutos, os valores de absorbancia foram analisados em leitor de
placas no comprimento de onda de 515 nm.

O padrao comparativo utilizado foi o acido ascoérbico (AA), em diferentes
concentragdes (0 a 6,99 pg.mL"), e o procedimento foi realizado da mesma forma que
para o AF.

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo do radical DPPH,

através da Equagdo 1 (MOLYNEUX, 2004):

% Inibicdo = (1 —2emestra) x 100  Equacdo 1
: q

Na qual,
% Inibicao = porcentagem de inibi¢ao do radical DPPH;
Aamostra = absorbancia do radical DPPH na presenca de amostra em 515 nm;

Acontrole = absorbancia do radical DPPH na auséncia de amostra em 515 nm.

Os valores de porcentagem de inibicdo possibilitaram a obten¢do da curva
analitica e, através desta, foi calculada a quantidade de substancia necessaria para inibir

50% do radical DPPH (ICso).

4.2.2.2 METODO DE INIBICAO DO RADICAL ABTS
Para a avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de inibi¢do do radical
2,2’azinobis-(3-ethylbensothiazoline)-6-sulfonic acid (ABTS™) foi utilizado o método

proposto por Almeida e colaboradores (2013).
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Inicialmente, preparou-se uma solugdo estoque de 7 mM de ABTS (0,384 mg
diluidos em 10 mL de 4agua) e uma solucdo estoque de 140 mM de persulfato de
potassio (378,4 mg em 10 mL de agua).

Para o preparo do radical, misturou-se 5 mL da solucdo estoque de ABTS com
88 uL da solugdo estoque de persulfato de potassio. Esta solugdo foi mantida a
temperatura ambiente por 16 h em frasco ambar. Passado este tempo, diluiu-se uma
aliquota desta mistura em etanol, afim de obter absorbancia de aproximadamente 0,7+
0,05.

Em seguida, transferiu-se 3 mL dessa solug@o a 11 tubos de ensaio. Nos mesmos
tubos, foi acrescentada a solugdo estoque de AF em concentragdes crescentes (0 a 4,95
pg.mL™1).

O padrao comparativo utilizado foi o AA, em diferentes concentragdes, € o
procedimento foi realizado da mesma forma que para o AF.

Posteriormente, foram determinadas as absorbancias a 734 nm e, com estas
medidas, foi calculada a porcentagem de inibi¢do do radical livre através da equagado 2

(MOLYNEUX, 2004).

% Inibicio = (1 —2emestra) v 100  Equacdo 2
y q

Na qual,
%Inibi¢ao = porcentagem de inibi¢do do radical ABTS;
Aamostra = absorbancia do radical ABTS na presenca de amostra em 734 nm;

Amax = absorbancia do radical ABTS na auséncia de amostra em 734 nm.

Os valores de porcentagem de inibicdo possibilitaram a obten¢do da curva
analitica e, através desta, foi calculada a quantidade de substancia necessaria para inibir

50% do radical ABTS (ICso).

4.2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
4.2.3.1 PADRONIZACAO DA SUSPENSAO BACTERIANA

As cepas padrio utilizadas foram: E. coli, ATCC 10536; S. aureus, ATCC 6538;
S. epidermidis, ATCC 1222 e P. aeruginosa, ATCC 27853.

Nesta metodologia, a partir de uma cultura de 24 horas em caldo soja tripcaseina
(TSB), as suspensdes foram padronizadas, com a adi¢do de caldo TSB até atingir

turvagdo igual a 25% de transmitancia averiguada por leitura espectrofotométrica a 580



35

nm para confirma¢ido da concentragdo de microrganismos (aproximadamente 1,0.108
UFC/mL). Em seguida, foi efetuada uma diluicdio 1:100 em TSB e obteve uma
suspensio de 1,0.10° UFC/mL, a qual foi utilizada nos experimentos (CLSI, 2006a).

4.2.3.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM)
4.2.3.2.1 REALIZACAO DO TESTE

A determinacdo da Concentragdo inibitéria minima (CIM) para as bactérias
aerdbicas foi realizada pela técnica de diluicdo em microplacas (96 orificios) segundo a
metodologia da norma M7-A6 do Manual Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2006) e seguindo suplemento M100-S16 do CLSI (2006a).

Os orificios das microplacas (96 orificios) foram preenchidos com 100 pL de
agua destilada estéril. Posteriormente foram acrescentados 100 pL de caldo TSB as
linhas A (Controle do meio) e B (Controle negativo), 100 uL. da solu¢do de etanol: 4gua
na propor¢do 70:30 a linha C (Controle do solvente), 100 uL. da solug¢do de antibidtico a
linha D (Controle positivo) e 100 puL das solugdes de AF as linhas E, F, G, H (Amostra),
nas quais foi realizada a dilui¢do seriada partindo de 12 ou 24 mg.mL"!. Em seguida,
foram distribuidos 100 pL. das suspensdes dos microrganismos em cada orificio das

microplacas, com exce¢ao da linha A (Figura 5).
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Figura 5. Esquema representativo da organizagdo e distribui¢do dos controles e amostra do AF para
microplaca na avaliagdo da atividade antimicrobiana.
Fonte: Elaborado pela autora.

As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Os testes foram

realizados em duplicata.
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4.2.3.2.2 LEITURA ESPECTROFOTOMETRICA

Posteriormente a incubacdo, as microplacas foram submetidas a leitura de
absorbancia a 530 nm, em espectrofotdometro com leitor de microplacas BMG
LABTECH-Spectrostar Nano.

A auséncia de turvagdo no meio evidencia a inibi¢do do crescimento microbiano,
na qual a CIM foi a menor concentragdo de AF capaz de inibir o crescimento de 90%
das cepas (HAWSER, 1999; HORNER et al., 2008).

A determina¢do da viabilidade microbiana para cada microrganismo foi
realizada a partir da leitura espectrofotométrica. Essa foi calculada através da
porcentagem de inibicdo do crescimento microbiano, em diferentes concentracdes das

substancias, para cada microrganismo de acordo com a Equacgao 3:

% Inibicio = (1 —2emestra) v 100  Equacdo 3
Amax q

Na qual,
%Inibi¢do = porcentagem do crescimento microbiano;
Aamostra = média das absorbancias por concentragdo de substancia testada subtraida do
valor da absorbancia obtida para cada concentracdo de substancia sem a adi¢do do
inoculo;
Amax = a média das absorbancias do controle de crescimento microbiano (sem a
substancia testada) (GUDINA et al., 2010).

O resultado final representa a porcentagem de células microbianas que a

substancia testada foi capaz de inibir.

4.2.3.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA
(CBM)

Em placa de agar Miieller-Hinton (AMH), com auxilio de hastes de madeira
estéreis, a mistura de cada orificio da microplaca foi replicada. Em seguida, as placas
foram incubadas a 37° C, por 24 horas. Apds incubacdo as placas foram analisadas
avaliando-se o crescimento ou ndo das bactérias estabelecidas.

As determinagdes da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foram efetuadas

apos leitura espectrofotométrica.
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4.2.3.4. LEITURA COM REVELADOR

Foram realizadas leituras com o revelador resazurina (100 pg.mL™'). Em cada
orificio das microplacas, foi adicionado 30 pL. deste revelador. Em seguida, ao longo de
2 horas, a formacao da coloragdo azul indicou a auséncia de crescimento e a formagao

de coloracdo rosa indicou presenga de crescimento bacteriano (PALOMINO et al.,

2002).

4.2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBIDORA DE TIROSINASE

Foi utilizada a metodologia segundo Khazaeli e colaboradores (2009), na qual
em microplacas de 96 orificios foram adicionados 80 pL da solucdo de AF em
diferentes concentragdes (0 a 22,2 mg.mL"), 45 pL de solugdo de L-dopa (4,5 mM) e
25 uL de solugdo de tirosinase (80 unidades.mL-'). O solvente utilizado em todas as
solucdes foi o tampao fosfato pH 6,8. Os valores de absorbancia foram determinados
apos 10 minutos, em leitor de placas, utilizando comprimento de onda de 490 nm
(KHAZAELI et al., 2009).

O padrao comparativo utilizado foi o AA, em diferentes concentracdes (0 a 0,53
mg.mL!) e o procedimento foi realizado da mesma forma que para o AF.

A partir das absorbancias, foi calculada a porcentagem de inibicao da atividade

da tirosinase utilizando a Equagao 4:

% Inibicio = (1 —2emestra) v 100  Equacdo 4
q

Acontrole
Na qual,
%Inibi¢ao = porcentagem de inibi¢do da atividade da tirosinase;
amostra = absorbancia na presenga de amostra em 490 nm;

Acontrole = absorbancia na auséncia de amostra em 490 nm.

Os valores de porcentagem de inibicdo possibilitaram a obteng¢do da curva
analitica e, através desta, foi calculada a quantidade de substancia necessaria para inibir

50% da atividade da tirosinase (ICso).

4.2.5 AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO
Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em queratindcitos humanos

metabolicamente incompetentes (HaCat) e fibroblastos (HDFa) para verificar a
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viabilidade celular. Estes foram cultivados em meio de cultura DMEM suplementado
com 10% de Soro Fetal Bovino ¢ 1% solugdo de antibiotico (penicilina 100 U.mL;
estreptomicina 0,1 mg.mL"). As culturas foram mantidas a 37 + 2° C em atmosfera de
5% de CO».

Apo6s atingir confluéncia de células, as garrafas contendo as células foram
tripsinizadas e os conteudos foram centrifugados por trés minutos a 1500 rpm. O
sobrenadante foi descartado e as células foram suspensas em meio de cultura. Em
seguida, foi realizada a contagem das células em camara de Newbauer, estabelecendo-se
concentragdo padronizada para os experimentos foi de 5.10° células.mL!.

A suspensdo de células foi plaqueada em microplaca de 96 orificios, na qual
foram transferidos 100 pL da suspensdo de células para cada orificio. Em seguida, a
microplaca foi incubada em estufa a 37£2°C, na presenga de 5% de CO», por 24 horas,
para posterior tratamento. Antes de realizar o tratamento, as microplacas foram
observadas em microscopio invertido OLYMPUS CK2 para garantir que ndo havia
contaminagao.

Posteriormente, as células foram tratadas com 100 pL de controle positivo
(DMSO a 10%), controle negativo (DMEM com soro), e diferentes concentragdes de
AF (0,093 a 3 mg.mL™"), solubilizado com 5% de etanol em DMEM com soro, durante
24 horas. Para controle do solvente, foi realizado o teste de citotoxicidade com etanol,
nas mesmas concentracdes de etanol utilizadas para o preparo das amostras. A

organizag¢do da distribui¢do dos controles e amostras do AF estd demonstrada na Figura

1000000
000000
¢ OOOOOO Controle negativo

10,0000 o
Controle do solvente
E OOOOOO Controle positivo

HOOOO00O

Figura 6. Esquema representativo da organizacdo e distribui¢do dos controles e amostras do AF na
microplaca para avaliagdo do potencial citotoxico.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Ap0s o tratamento, o meio de cultura foi retirado, as microplacas foram lavadas
cuidadosamente com Phosphate Buffer Saline (PBS) e 100 pL de MTT (1 mg.mL"! de
em PBS) e adicionadas em cada orificio. As células na microplaca foram incubadas a 37
+ 2° C, ao abrigo da luz, até se notar a presenca de cristais violeta de formazana (3 a 5
horas) (BRUGGISSER et al., 2002).

Posteriormente, foi retirada a solu¢do de corante MTT das microplacas e foram
adicionados 100 pL de alcool isopropilico em cada orificio, para solubilizacdo dos
cristais. Em seguida, foi realizada uma leve agitagdo, a verificacdo da solubilizacdo dos
cristais de formazana e as absorbancias foram avaliadas em leitor de placas (A = 595
nm).

Com as absorbancias obtidas, foi calculada a porcentagem de células mortas em
relacdo ao controle negativo, representando a citotoxicidade de cada tratamento,

segundo proposto por Zhang e colaboradores (2004), através da Equacgao 5.

% Células nio — vidveis = (1 - M) x 100  Egquagdo 5

Acontrole

Na qual,
Aamostra = absorbancia da amostra em 595 nm;
Acontrole = absorbancia do controle negativo em 595 nm.

Foi realizado o célculo para a células ndo-viaveis pelo AF e pelo controle de
etanol. Posteriormente, a porcentagem de células mortas pelo solvente, foi subtraida da
porcentagem de células mortas pelo AF e porcentagem de células vidveis foi calculada

pela Equagao 6:
% Células vidveis = 100 — % células mortas  Equacdo 6

Para as diferentes linhagens de células foi calculado o ICso. Os ensaios de

citotoxicidade foram realizados em trés experimentos independentes.

4.2.6 PREPARO DAS EMULSOES
A Tabela 3 apresenta os constituintes da emulsdo inicialmente proposta para este

estudo, na auséncia (A) e na presenca (B) de AF.
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Tabela 3. Composicao percentual da emulsdo proposta.
Matéria prima INCI name A B

Alcool Cetoestearilico/ )
Cetearyl Alcohol (and) Sodium Cetearyl

Cetilestearil Sulfate 8,0 8,0
sulfato de sédio

Monoestearato de Glicerila Glyceryl Stearate 1,0 1,0
Estearato de Octila Ethylhexyl Stearate 3,0 3,0
Propilenoglicol Propylene Glycol 3,0 3,0
Fenoxietanol Phenoxyethanol 0,5 0,5
EDTA Na: Disodium EDTA 0,02 0,02
Acido Ferilico Ferulic Acid - 1,0

Agua purificada Aqua gsp 100 gsp 100

Fonte: Elaborado pela autora.

As emulsdoes A e B foram preparadas em sistema de uma unica fase. Em um
béquer de vidro, adicionou-se a agua purificada, estearato de octila e o EDTANa.
Homogeneizou-se, manualmente, até completa solubilizacdo e a mistura foi submetida a
aquecimento em banho maria até atingir a temperatura de 75° C.

Apds atingir esta temperatura, foram adicionados a mistura o alcool
cetoestearilico/cetilesteril sulfato de sddio, o monoestearato de glicerila e, apenas para a
emulsdo B, o AF devidamente solubilizado em propilenoglicol. A mistura foi mantida
em banho maria até completa fusdo e homogeneizagdo dos componentes, com agitagao
manual.

Em seguida, o béquer foi retirado do “banho maria” e foi levado ao agitador
mecanico para completa homogeneizagdo e formagdo da emulsdo. Apds resfriamento,
em torno de 40-45° C, adicionou-se o fenoxietanol e homogeneizou-se adequadamente.

Esta foi armazenada em frasco de pléstico, hermeticamente fechado, ao abrigo
da luz e do calor.

A emulsdo A foi chamada de emulsdo base nos ensaios subsequentes.

4.2.7 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO QUANTITATIVO
POR CLAE
Para a quantificagdo do AF no estudo de estabilidade e nos testes de liberagao,

permeacdo e retencdo cutdnea in vitro, € com o objetivo de propor um método eco-
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friendly, foi necessario validar uma metodologia analitica utilizando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Os parametros avaliados para a validagdo da metodologia foram: seletividade,
linearidade, precisdo, limite de detec¢do, limite de quantificacdo, exatiddo e robustez
(BRASIL, 2017).

O equipamento utilizado foi um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia da marca
AGILENT, modelo 1100 Series com detector UV-Vis e injetor automatico. A fase
moével (FM) foi composta por etanol (grau HPLC) e solucdo aquosa de acido acético
(grau HPLC) 2% (v/v) na proporcao de 70:30, sendo que a coluna cromatografica foi
C18 GEMINI-NX (4,6 x 150 mm, 5 um, Phenomenex) e as condi¢cdes cromatograficas

foram: fluxo 0,65 mL.min"!, inje¢do de 5 puL e comprimento de onda de 320 nm.

4.2.7.1 LINEARIDADE

Para avaliagdo da linearidade foram preparados seis padrdes de AF em diferentes
concentragdes finais. Para isso, foram pesados, em balanga analitica, 10 mg de AF e
transferidos para um baldo volumétrico de 50 mL, no qual o volume foi completado
com etanol, obtendo-se uma solugdo com concentragdo de 200 pg.mL! (solucdo
estoque). Aliquotas de 1000 a 3500 pL desta solu¢do foram transferidas para baldes
volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com fase movel, obtendo-se
solugdes com as concentragdes finais de 20, 30, 40, 50, 60 e 70 pg.mL!. Estas foram
denominadas Padrdo 1, Padrdo 2, Padrio 3, Padrio 4, Padrdo 5 e Padrio 6,
respectivamente. As amostras foram filtradas em filtro de politetrafluoretileno (PTFE),
com membrana de 0,45 um e injetadas no cromatografo (SPAGNOL, 2014).

As analises foram realizadas em triplicata. Foi avaliada a relacdo linear e os
resultados foram tratados pelo coeficiente de variagdo em relagdo ao fator de resposta de
cada concentracdo, levando em consideragdo que o critério minimo aceitavel do

coeficiente de correlagdo (r) foi 0,99 (BRASIL, 2017).

4.2.7.2 SELETIVIDADE
Para a avaliagdo da seletividade foram utilizadas trés aliquotas de padrao do AF
na concentragdo de 50 pg.mL! e trés aliquotas da amostra de solugdo da emulsdo base

diluida na fase movel. Esta foi preparada com 1g de base para 100 mL de etanol
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(solucdo estoque), em seguida uma aliquota foi diluida em 15 mL de fase movel, pois
esta seria a quantidade necesséria de emulsdo para conter 50 ug.mL™! de AF.

As amostras foram filtradas em filtro de PTFE, com membrana de 0,45 pum e
injetadas no cromatografo.

Também foi realizado um estudo de degradagdo, com objetivo de submeter o
analito a condi¢des de estresse, que forcam a gerar produtos de degradacao, verificando
assim a interferéncia destes produtos na analise, mas ndo os identificando por CLAE
(SPAGNOL, 2015).

Esta analise foi realizada submetendo-se o padrdo de AF na concentragdo de 50
ug.mL! e a emulsdo base em agua, solu¢do de hidroxido de sodio 0,001 M, solugédo de
acido cloridrico 0,001 M, solu¢do de perdxido de hidrogénio 3% e luz ultravioleta (254
nm), por um periodo de oito horas. Desse modo, foi possivel aferir a presenga de picos

de degradagdo que possam interferir na analise (SPAGNOL, 2014).

4.2.7.3 PRECISAO

Na avaliacdo da repetibilidade, seis réplicas da solu¢do de AF com concentracdo
de 50 ug.mL! foram analisadas no mesmo dia, sob as mesmas condi¢des experimentais
e pelo mesmo analista. O desvio padrao relativo (DPR) entre essas andlises foi
calculado (SPAGNOL, 2014).

Na avaliagdo da reprodutibilidade, foi realizada a andlise, entre diferentes
operadores, utilizando seis réplicas preparadas por cada operador. O desvio padrdo
relativo foi calculado. Todas amostras foram filtradas em filtro de PTFE, com

membrana de 0,45 pm.

4.2.7.4 EXATIDAO

O ensaio de recuperacdo foi utilizado para determinar a exatiddo, através do
método de adicao de padrao (SPAGNOL, 2014). O teste de recuperacao foi executado
adicionando trés niveis de concentragdao, 80% (R1), 100% (R2) e¢ 120% (R3), em
relacdo a concentra¢do padronizada da solugdo de AF. As amostras foram filtradas em
filtro de PTFE, com membrana de 0,45 um (SPAGNOL, 2014).

O ensaio foi realizado em triplicata nas concentragdes de 40, 50 € 60 pg.mL!. A

porcentagem de recuperacao foi calculada para cada nivel de concentracao.
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4.2.7.5 ROBUSTEZ
Neste trabalho, a robustez foi avaliada por meio de alteragdes nas condigdes

cromatograficas previamente estabelecidas. Foi injetado o padrdo de 50 pg.mL! no
cromatografo e as seguintes varidveis foram modificadas:

v" Comprimento de onda: 318, 320 € 322 nm;

v' Vazio: 0,61 mL.min’!, 0,65 mL.min"! e 0,69 mL.min"';

v Proporgdo da FM: 73:27, 70:30 e 33:67 (etanol: solugdo aquosa de acido

acético 2% (v/v));

v" Fabricante do etanol: PanReac® e JT Baker®.

4.2.7.6 Limite de deteccao

O limite de deteccdo (LD) corresponde a menor quantidade de um analito que
pode ser detectada, porém, ndo necessariamente quantificada como um valor exato, sob
as condigdes experimentais estabelecidas. Esse pode ser determinado na pratica como a
menor concentracdo do analito que pode ser detectada (BRASIL, 2017; LANCAS,
2016).

O LD tedrico ¢ calculado a partir da Equacao 7 (BRASIL, 2017):

DP,x 3
IC

LD= Equacao 7

Em que,

DP, = desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibragdo construidas contendo concentragdes do analito proximas ao suposto limite de
quantificagdo.

IC = a inclinacdo da curva de calibragdo.

O LD do AF também foi determinado experimentalmente, a partir de uma
solugdo de 50 pg.mL-!, da qual aliquotas foram diluidas em baldo volumétrico de 10

mL.

4.2.7.7 LIMITE DE QUANTIFICACAO
O limite de quantificagdo (LQ) corresponde a quantidade de um analito que pode

ser quantificada com exatiddo e precisdo sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas

(BRASIL, 2017; LANCAS, 2016).
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O LQ tedrico pode ser calculado pela Equacao 8:

LQ= DP";—CXIO Equacgado 8

Em que,

DP, = desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibragdo construidas contendo concentragdes do analito proximas ao suposto limite de
quantificagao.

IC = a inclinacdo da curva de calibragao.

O LQ do AF também foi determinado experimentalmente, a partir de uma
solugdo de 50 pg.mL-!, da qual aliquotas foram diluidas em baldo volumétrico de 10

mL.

4.2.8 ESTUDO DE ESTABILIDADE DA EMULSAO CONTENDO AF

Apo6s o preparo da emulsdo, foram separadas aliquotas submetidas a diferentes
temperaturas: 5° C, 25° C (temperatura ambiente), 40° C e ciclos de
congelamento/descongelamento (-5° C/25° C). O estudo de estabilidade acelerada foi
conduzido conforme preconiza o Guia de Estabilidade de Estudos Produtos Cosméticos
da ANVISA (BRASIL, 2004) e Isaac e colaboradores (2008).

Este estudo ¢ conduzido por 90 dias. Este tipo de ensaio preconiza a avaliagao
das caracteristicas fisicas (valor de pH e viscosidade) e as caracteristicas organolépticas
(aspecto, cor, odor), separagdo de fases e do teor, tendo-se como amostra de referéncia

as avaliagdes do dia 1 (24 h ap6s a manipulacdo da férmula).

4.2.8.1 TESTE DE CENTRIFUGACAO

O teste de centrifugagdo avaliou a estabilidade da formulagdo, quanto a
separagdo de fases e coalescéncia, conforme recomenda o Guia de Estabilidade de
Produtos Cosméticos, série qualidade 1, da Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria
(ANVISA). A centrifugagdo foi a 3.000 rpm durante 15 min com 5 g de amostra para
todas as amostras (CADWALLAGER, 1989; BRASIL, 2004).

4.2.8.2 AVALIACAO MICROSCOPICA
A avaliacdo microscOpica foi realizada, utilizando microscépio Carl Zeiss

Microlmaging GmbH, com a finalidade de observar o comportamento da emulsido nas
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condicOes testadas. Para andlise com luz polarizada, foi utilizado o microscépio Leica

DM 2500M.

4.2.8.3 AVALIACAO MACROSCOPICA
A avaliacdo macroscopica foi realizada para averiguar alteragcdes na coloragao,
aspecto e odor, além da observagdo de possivel separacdo de fases e/ou coalescéncia,

considerando como referéncia as avaliagdes do dia 1 (24 h ap6és a manipulagdo)

(BRASIL, 2004).

4.2.8.4 DETERMINACAO DO pH

Apo6s dispersdo das amostras a 10% (m/m) (NEWBURGER, 1977), o pH foi
determinado em pHmetro, Gehaka PG1800, conforme protocolo proposto (BRASIL,
2004). Os valores de pH foram determinados em triplicata, preriodicamente, durante 90
dias, nas amostras submetidas as temperaturas 5°C, 25°C (temperatura ambiente), 40°C,

e ciclos de congelamento/descongelamento (BRASIL, 2004).

4.2.8.5 DETERMINACAO DA VISCOSIDADE

A viscosidade foi determinada para cada amostra, em triplicata, utilizando um
viscosimetro Brokfield RVT com sistema Helipath, utilizando-se SPDL 93, rotagdo de
10 RPM, durante 1 minuto.

4.2.8.6 DETERMINACAO DO TEOR DE AF

A concentracdo de AF nas emulsdes ao longo do tempo foi avaliada através do
método validado por CLAE. Para isso 0,0125 g do creme foi solubilizado em 25 mL de
solucao etanol:solugao de acido acético 2% (70:30), a fim de obter a concentragdao
teorica de AF igual a 50 pg.mL! e apds dois minutos em ultrassom para facilitar a

solubilizacdo, foi realizada a leitura em cromatografo a 320 nm.

4.2.9. ESTUDOS DE LIBERACAO, PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA
IN VITRO
4.2.9.1 AVALIACAO DO PERFIL DE LIBERACAO IN VITRO

A avaliacdo da liberagdo do AF a partir da emulsdo, realizada pela aluna de

iniciacdo cientifica Amanda Manzini Carneiro, seguiu a metodologia proposta por
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Marquele et al. (2006) e OECD (2004). Os ensaios de liberacdo foram efetuados
utilizando células de Franz com area de difusdo de 1,77 cm? e membrana de celulose
(Sigma-Aldrich).

O compartimento receptor da célula de Franz modificada foi completado com 12
mL de tampao fosfato pH 5,5 com etanol (50:50). Amostras de 500 mg da emulsdo
contendo 4cido fertilico na concentracao de 1% foram dispostas sobre a membrana.

Amostras de 200 pL. foram coletadas ap6s 1h30, 3h, 4h30, 6h, 18h, 19h30, 21h,
22h30 e 24 h. O mesmo volume de tampao fresco foi substituido na fase receptora apos
amostragem.

A solugdo receptora foi continuamente agitada a 300 rpm com a utilizacdo da
agitacdo magnética presente nas células de Franz e mantida a 32 + 1° C por meio de um
banho-maria (SPAGNOL, 2014). A concentra¢do de acido ferulico nas amostras foi

determinada por CLAE.

4.2.9.2 AVALIACAO DA PERMEACAO IN VITRO

O ensaio foi realizado no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da
Universidade de Valéncia, Espanha, pela aluna de iniciag@o cientifica Amanda Manzini
Carneiro. No ensaio foram utilizadas amostras de pele humana abdominal obtidas de
corregdes cirargicas por aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universitat de
Valencia, Espanha, sob o Protocolo H1462978691586. O consentimento foi
previamente obtido pelos pacientes, os quais tiveram sua identidade resguardada para os
pesquisadores. O excesso de gordura e tecidos conjuntivos foram removidos e as

amostras foram armazenadas em um congelador a -26°C por no maximo trés meses.

Membranas epidérmicas foram preparadas pela técnica heat-separation. Apds a
pele ter sido imersa em agua a 60°C durante 45s, a epiderme foi cuidadosamente

separada da derme subjacente (MELERO et al., 2009).

Os estudos de permeacdo in vitro foram conduzidos usando células de difusao
estatica de Franz FDC (tipo 4G-O1-00-20, Perme engrenagem, Riegelsville, PA, EUA)
com uma area disponivel de difusdo de 1,77 cm? e 6 ml de volume da célula receptora
colocada em aquecimento / moédulo de agitacdo. As pecas de pele foram montadas sobre
as células de difusdo com o estrato lado coérneo em contato com o compartimento
doador e o lado dérmico no compartimento receptor; elas foram equilibradas durante 1

h, e, em seguida, as bolhas de ar foram removidas da célula de difusao.
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Utilizou-se como fase receptora uma solugdo tamponante composta de fosfato de
sodio pH 5,5 com etanol, na propor¢do 50:50, garantindo sink conditions.

Posteriormente, amostras de 500 mg da emulsdo foram dispostas sobre a
membrana. O ativo teve sua solubilidade testada na solug@o receptora para garantir
sink conditions. Em seguida as células foram cobertas com parafilme para evitar a

evaporacao (Figura 7).

Figura 7. Célula de Franz contendo amostra para realizacdo do estudo de permeagio.
Fonte: Fotografia obtida por Amanda Manzini Carneiro

As amostras foram retiradas em intervalos especificos de tempo (1h30, 3h, 4h30,
6h, 18h, 19h30, 21h, 22h30 e 24 h) do compartimento receptor, seguida por reposi¢cao

com solugdo tamponante de fosfato de sédio pH 5,5 com etanol (50:50).

A concentragdo de acido ferulico nas amostras foi determinada por CLAE.

4.2.9.3 AVALIACAO DA RETENCAO IN VITRO
4.2.9.3.1 PREPARACAO DA PELE

O ensaio foi realizado no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da
Universidade de Valéncia, Espanha, pela aluna de iniciacdo cientifica Amanda Manzini
Carneiro, utilizando amostras de pele humana abdominal obtidas de corre¢des cirrgicas
por aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universitat de Valencia, Espanha,
sob o Protocolo H1462978691586. O excesso de gordura e os tecidos conjuntivos foram

removidos e as amostras armazenadas em freezer a -26 ° C por menos de trés meses.

A pele foi entdo colocada em uma lamina de vidro com o lado de fora voltado

para cima e um molde de aluminio foi colocado sobre ele, deixando a area de aplicacdo
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descoberta. Aplicou-se a formulacgdo (0,1g) contendo o AF livre na area delimitada pelo
molde de aluminio (Figura 8). Depois disso, o sistema foi incubado a 32 °© C durante

duas horas.

AR y s b2 ;
Figura 8. Preparagdo para o estudo de fape stripping, na qual € possivel notar em a) a pele com o molde
de aluminio, em b) aplica¢ao da emulsdo sobre a pele e em ¢) o sistema pronto para incubagao.
Fonte: Fotografia obtida por Amanda Manzini Carneiro

4.2.9.2.2 TECNICA TAPE STRIPPING

O método consiste na aplicagdo de 20 fitas adesivas na superficie da pele e
posterior remoc¢do mecanica da mesma, a fim de remover o estrato corneo da pele
(Figura 9). Qualquer variabilidade ¢ evitada através da execucdo de replicacdes usando
peles do mesmo doador. Cada tira de fita contém uma quantidade de cornedcitos e a
quantidade correspondente da formulagdo penetrada. O AF ¢ entdo extraido das tiras
pelo uso de uma solugdo extrativa metanol : 4gua acidificada (70:30, v/v) sob agitacao
por um periodo de 24 horas e subsequentemente quantificada por CLAE. Os dados
obtidos representam o gradiente de concentrag@o através da membrana, que representa a

difusao do ativo.

Figura 9. Procedimento de tape stripping, no qual é possivel notar em a) remogdo da tampa de aluminio,
b) a aplicagdo da fita e em ¢) a remogao da fita.
Fonte: Fotografia obtida por Amanda Manzini Carneiro

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DO AF

Segundo a Farmacopéia Brasileira (2010), estudos de solubilidade
complementam e fortalecem os demais ensaios, de modo a proporcionar “um valor
definitivo caso a substancia ndo apresente a solubilidade minima requerida”

(Farmacopéia Brasileira, 2010, p.25).
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A Tabela 4 apresenta os resultados de solubilidade obtidos para o AF segundo os
termos descritivos de solubilidade mostrados no Quadro 1 apresentado na metodologia.
Foram utilizados 10 mg de AF em cada teste com objetivo de reduzir o consumo de

amostra e solventes.

Tabela 4. Solubilidade do AF em diferentes solventes a 25 °C.
Volumes aproximados de

Solvente Termo descritivo
solvente
Agua Praticamente insoltivel Mais de 10000 partes
Etanol Facilmente soluvel De 1 a 10 partes
Metanol Soluavel De 10 a 30 partes
Etanol: Agua (40:60) Pouco solavel De 100 a 1000 partes
Dimetilsulfoxido Facilmente soluvel De 1 a 10 partes

Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com os parametros avaliados, por meio dos resultados obtidos para o
AF, foi possivel inferir que este ¢ soluvel em metanol, facilmente soltivel em etanol e
dimetilsuféxido, pouco soluvel na solugdo de etanol: agua (40:60) e praticamente
insoltivel em agua purificada.

Foram encontradas informagdes sobre a solubilidade apenas no Merck Index
(2013), segundo o qual o AF apresenta baixa solubilidade em 4gua e alta solubilidade
em etanol. Desse modo, nos testes posteriores, ndo foi utilizado dgua como solvente
para o AF.

A avaliagdo da solubilidade também foi importante para a escolha dos solventes

utilizados na metodologia analitica.

5.2 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE
5.2.1 METODO DE INIBICAO DO RADICAL DPPH

A captura do radical DPPH por antioxidantes ¢ a base do método de inibigdo
desse radical. Quando este ¢ estabilizado, ocorre a mudanga da coloracdo de violeta para
amarelo claro (ALMEIDA, 2013). A Figura 10 apresenta a microplaca onde o ensaio foi

realizado e pode-se observar a mudanca de coloragdo, mostrando que houve a reagao.
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Figura 10. Microplaca do ensaio de inibi¢do do radical DPPH com AF.
Fonte: Fotografia realizada pela autora.

O padrido de AA apresentou um ICso de 3,47 pg.mL!. J4 o AF necessitou de
12,21 pg.mL! para inibir a mesma quantidade do radical DPPH. As Figuras 11 ¢ 12

apresentam as curvas analiticas obtidas para o padrio escolhido e para o AF,

respectivamente.
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Figura 11. Curva analitica da atividade antioxidante do AA pelo método de inibigao do radical DPPH em
microplaca.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 12. Curva analitica da atividade antioxidante do AF pelo método de inibi¢ao do radical DPPH em
microplaca.
Fonte: Elaborado pela autora.

Comparando o ICso do padrdo com o ICso do AF foi possivel inferir que o AF
apresenta atividade antioxidante, porém ¢ necessaria concentracdo superior deste acido
para inibir a mesma quantidade do radical DPPH em relacdo ao padrdo estabelecido, o
acido ascorbico.

Apesar disso, o AF se mostra estavel na presenca de luz, o que ndo acontece com

0 AA (MAIA, 2002).

5.2.2 METODO DE INIBICAO DO RADICAL ABTS

O radical ABTS ¢ formado através de uma reagdo com persulfato de potassio.
Foi realizada a tentativa de miniaturizar a técnica, mas esta ndo foi reprodutivel em
microplaca. Sendo assim, ndo foram feitas adaptagdes (Almeida et al., 2013).

O método de inibicdo do radical ABTS apresenta vantagens em relagdo ao
método de inibi¢ao do radical DPPH, pois pode ser utilizado em uma ampla faixa de pH
e ¢ soluvel em 4gua, ao contrario do radical DPPH que ¢ apenas soluvel em solventes
organicos. Outra vantagem ¢ que a reagdo ¢ mais rapida comparada ao método de
inibicdo do radical DPPH (ALMEIDA, 2013; AWIKA et al., 2003; BRAND-
WILLIANS et al., 1995, LEMANSKA et al., 2001; PEREZ-JIMENEZ; SAURA-
CALIXTO, 2008; TYRAKOWSKA et al., 1999).

A Figura 13 apresenta os tubos de ensaio onde o teste foi realizado. Observou-se

a diferenca das coloragdes dos meios reacionais, onde o radical apresentou coloragdo



verde-dgua que diminuiu de tonalidade quando foi reduzido. Em maior inibi¢do

radical, o meio reacional apresentou colorac¢ao tendendo a incolor.
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Figura 13. Tubos de ensaio do ensaio de inibigdo do radical ABTS com AF. Destaque para a amostra de
menor concentragio e para a amostra de maior concentragao.
Fonte: Fotografia realizada pela autora.

A partir da curva analitica (Figura 14) obtida foi possivel determinar ICso = 2,55

ug.mL! para o AA. Ja para o AF, o valor de ICs foi de 2,84 ug.mL"! (Figura 15).
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Figura 14. Curva analitica da atividade antioxidante do AA pelo método de inibigao do radical ABTS em

tubos de ensaio
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 15. Curva analitica da atividade antioxidante do AF pelo método de inibi¢ao do radical ABTS em
tubos de ensaio.
Fonte: Elaborado pela autora.

Comparando o ICso do padrdo com o ICso do AF foi possivel inferir que o AF
apresenta atividade antioxidante e a concentracdo de ambos ¢ proxima para inibir a

mesma quantidade do radical ABTS.

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Foram realizadas avaliagcdes com cepas padrdo E. coli, ATCC 10536; S. aureus,
ATCC 6538; S. epidermidis, ATCC 1222 e P. aeruginosa, ATCC 27853. A resazurina
foi escolhida, pois ¢ um corante 6xido-redudor, no qual o mecanismo baseia-se na
reducdo da resazurina (cor purpura) em resorufina (cor rosea) (FUKUSHIMA et al.,
2003; PALOMINO et al., 2002). Entretanto, nas analises ocorreram duvidas na
coloracdo e a leitura espectrofotométrica complementou esta analise.

A resazurina tem uma correlagdo direta com a quantidade/proliferacdo de
organismos vivos, que incluem células bacterianas e até células de mamiferos
(O’BRIEN et al., 2000). No ensaio, a presen¢a de cor azul representa auséncia de

crescimento e de cor rosa, presenca de crescimento bacteriano (PALOMINO et al.,

2002).

5.3.1 Escherichia coli
A solugéo estoque de AF utilizada foi de 12 mg.mL"!, tendo como solvente uma
mistura de etanol e dgua na propor¢dao de 70:30. O antibidtico, usado como controle

positivo de morte, foi 0 Azetreonam com concentragido de 400 ug.mL".
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Ao observar a microplaca (Figura 16), nota-se que o antibiotico utilizado, linha
D, inibiu a bactéria em todos os orificios. Observando a inibi¢do da amostra, nota-se
que a terceira fileira, linhas E a H, com amostra apresentou uma coloragdo incerta e o

controle do solvente, linha C, inibiu no primeiro orificio.

Figura 16. Microplaca da leitura com revelador resazurina para determinagdo da CIM para E. coli.
Fonte: Fotografia realizada pela autora.

A porcentagem de inibicdo foi obtida através da Equacdo 3, apresentada na
metodologia, e ocorreu 96,23% de inibi¢do na segunda coluna de amostra. Desse modo
a CIM foi de 1,5 mg.mL!. Apds o replaqueamento (Figura 17), foi observado que a
CBM foi de 3,0 mg.mL".

Figura 17. Esquema representativo da determinagdo da CBM para E. coli, no qual o sinal positivo indica
crescimento bacteriano e o sinal negativo indica auséncia de crescimento bacteriano.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.3.2 Staphylococcus aureus
A solugdo estoque de AF utilizada foi de 24 mg.mL"!, tendo como solvente uma
mistura de etanol e agua na propor¢ao de 70:30. O antibidtico, usado como controle

positivo de morte, foi o Cefazolina com concentra¢do de 500 ug.mL".
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Ao observar a microplaca (Figura 18), nota-se que o antibiotico utilizado, linha
D, inibiu a bactéria em todos os orificios. O controle do solvente, linha C, inibiu no
primeiro e no segundo orificio. Sendo assim, também foi realizado o controle do

solvente na CBM.

Figura 18. Microplaca da leitura com revelador resazurina para determinacdo da CIM para S. aureus.
Fonte: Fotografia realizada pela autora.

Observando a inibicdo da amostra, linhas E a H, nota-se que as quarta e quinta
fileiras com amostra apresentou uma coloragdo que incerta. Com o auxilio da leitura
espectrofotométrica e a Equacdo 3, apresentada na metodologia, determinou-se que a
CIM foi de 1,5 mg.mL"!, sendo que no segundo orificio inibiu 96,23 %. CBM foi de 3,0
mg.mL"! (Figura 19).

c1
6
4+ | - )
i -
1

o+ | -

2
3

Figura 19. Esquema representativo da determinagdo CBM para S aureus, no qual o sinal positivo indica
crescimento bacteriano e o sinal negativo indica auséncia de crescimento bacteriano.
Fonte: Elaborado pela autora.
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5.3.3 Pseudomonas aeruginosa

A solugdo estoque de AF utilizada foi de 24 mg.mL"!, tendo como solvente uma
mistura de etanol e agua na propor¢ao de 70:30. O antibidtico, usado como controle
positivo de morte, foi o Cefazolina com concentra¢do de 500 ug.mL".

Ao observar a microplaca (Figura 20), nota-se que o antibiotico utilizado, linha
D, ndo inibiu a bactéria em todos os orificios, foram realizados testes com outros
antibioticos e o comportamento se manteve. O controle do solvente, linha C, inibiu no
primeiro e no segundo orificio. Sendo assim, também foi realizado o controle do

solvente na CBM.

Figura 20. Microplaca da leitura com revelador resazurina para determinagdo da CIM para P.
aeruginosa.
Fonte: Fotografia realizada pela autora.

Observando a inibi¢do da amostra, linhas E a H, e com o auxilio da leitura
espectrofotométrica, determinou-se que a CIM foi de 1,5 mg.mL"!, sendo que no

terceiro orificio inibiu 91,42%. A CBM foi de 3,0 mg.mL"! (Figura 21).
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Figura 21. Esquema representativo da determinagdo de CBM para P. aeruginosa, no qual o sinal positivo
indica crescimento bacteriano e o sinal negativo indica auséncia de crescimento bacteriano.
Fonte: Elaborado pela autora.
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5.3.4 Staphylococcus epidermidis

A solugdo estoque de AF utilizada foi 24 mg.mL!, tendo como solvente uma
mistura de etanol e agua na propor¢ao de 70:30. O antibidtico, usado como controle
positivo de morte, foi o Cefazolina com concentragdo de 500 pg.mL"!.

Ao observar a placa (Figura 22), nota-se que o antibidtico utilizado, linha D,
inibiu parcialmente a bactéria nos orificios. Foram realizados testes com outros
antibioticos e o comportamento se manteve. O controle do solvente, linha C, inibiu até o

quarto orificio. Sendo assim, também foi realizado o controle do solvente na CBM.

Figura 22. Microplaca da leitura com revelador resazurina para determinagdo da CIM para S.
epidermidis.
Fonte: Fotografia realizada pela autora.

Observando a inibi¢do da amostra, linhas E a H, e com o auxilio da leitura
espectrofotométrica, ndo foi possivel determinar a CIM, pois o solvente inibiu nos

mesmos orificios que o ativo. A CBM foi de 0,75 mg.mL"! (Figura 23).

Figura 23. Esquema representativo da determinagdo de CBM para S. epidermidis, no qual o sinal positivo
indica crescimento bacteriano e o sinal negativo indica auséncia de crescimento bacteriano.

Fonte: Elaborado pela autora.



58

Diante das informacdes descritas, ¢ possivel notar que foram necessarias
pequenas concentragdes, variando de 0,75 a 3,0 mg.mL"!, do AF para inibir o

crescimento das bactérias testadas neste trabalho.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBIDORA DE TIROSINASE

Este ensaio tem como fundamento a inibicdo da atividade da tirosinase,
implicando na diminui¢do da transformacdo de L-dopa em dopaquinona por reacdes
catalisadas pela enzima (KHAZAELI et al., 2009).

A tirosinase ¢ uma cobreenzima que estd presente em varios reinos bioldgicos,
incluindo animais, plantas e fungos. Esta enzima ¢ chave na sintese de melanina,
intervém em varios intermediarios das fases de formagdo do pigmento e também
desempenha um papel importante na prevengdo de lesdes cutaneas induzidas por
radiagdo UV (GARCIA-JIMENEZ et al., 2016; KHAZAELI et al., 2009).

Entretanto, a forte ativacdo da tirosinase gera um acumulo excessivo de
melanina, que pode levar a distirbios da hiperpigmentacdo, como melasma e sardas
(OYAMA, 2016). Em vista disto, muitos ativos com capacidade de inibir a tirosinase
para controlar os efeitos negativos da sua atividade tem sido estudados (SPAGNOL,
2014).

A tirosinase ¢ uma enzima catalizadora de duas reagdes: Tirosina em 1-dopa e I-
dopa em dopaquinona, como pode ser observado na Figura 24. O método utilizado

avaliou a inibi¢do pela diminui¢do da transformac¢do de 1-dopa em dopaquinona.
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Figura 24. Representacdo esquematica das etapas da melanogénese.
Fonte: Almeida, 2013.
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A Figura 25 apresenta o perfil de inibicdo da tirosinase promovida pelo AF
determinado no ensaio, com a coloracdo variando de laranja escuro a praticamente

incolor, o que indica a capacidade de despigmentacgdo, por inibi¢cdo da referida enzima.

Figura 25. Microplaca do ensaio de determinagdo da atividade inibidora de tirosinase com AF.
Fonte: Fotografia realizada pela autora.

As Figuras 26 e 27 apresentam as curvas analiticas obtidas neste ensaio. O
padrdo de AA apresentou um ICsode 0,058 mg.mL"! ¢ o AF necessitou de 2,89 mg.mL"

! para inibir a mesma concentragdo de tirosinase.
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Figura 26. Curva analitica da atividade antioxidante do AA pelo método de inibi¢@o da tirosinase.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 27. Curva analitica da atividade antioxidante do AF pelo método de inibi¢do da tirosinase.
Fonte: Elaborado pela autora.

Comparando o ICso do AA com o ICso do AF foi possivel sugerir que o AF
apresenta atividade inibitoria de tirosinase, porém ¢ necessaria concentragdo superior
deste acido para inibir a mesma quantidade em relagdo ao padrdo comparativo. No
entanto, o AF apresenta a vantagem de ndo degradar a presencga de luz e pode oferecer

mais de um beneficio em um produto cosmético.

5.5 AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO

A avaliagdo do potencial citotéxico tem como fundamento a determinacdo da
capacidade de células vivas em reduzirem o 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-
2H-tetrazolium bromide (MTT), formando cristais de formazana que sdo insoluveis e
possuem coloracdo violeta (MOSMANN, 1983).

Este ensaio foi realizado para o AF utilizando as linhagens celulares HaCat
queratindcitos humanos metabolicamente incompetentes e HDFa, fibroblastos humanos
adultos.

No ensaio com HaCat (Figura 28), foi obtido um ICso de 1092 ug.mL!. Isto é
promissor visto que a concentragcdo de AF necessaria para inibir 50 % das células HaCat
foi cerca de 100 vezes maior que a concentragdo necessaria para inibir 50% de radicais
DPPH (12,21 pg.mL') e cerca de 400 vezes maior que ABTS (2,84 mg.mL")

respectivamente.
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Figura 28. Curvas de viabilidade celular para linhagem HaCat apds 24h de tratamento com AF.
Fonte: Elaborado pela autora.

No ensaio com HDFa (Figura 29), a concentracdo maxima do AF testada (3000
pug.mL™) ndo atingiu 50% de morte celular, podendo-se afirmar que o AF ndo exibiu

toxicidade significativa nas condigdes testadas.
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Figura 29. Curvas de viabilidade celular para linhagem HDFa apds 24h de tratamento com o AF.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.6 PREPARO DAS EMULSOES

Os componentes das emulsdes foram escolhidos com o objetivo de propor uma
emulsdo com baixo custo, utilizando matérias primas de facil acesso e que garantissem
um sensorial agraddvel. A Tabela 5 apresenta a fun¢do de cada componente das

emulsoes.
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Tabela 5. Componentes das emulsdes propostas e suas fungdes.

Matéria prima INCI name Funcio
Alcool Cetoestearilico/ Base autoemulsionante
Cetearyl Alcohol (and) o
Cetilestearil . anionica/ Agente de
Sodium Cetearyl Sulfate ) ) )
sulfato de sédio consisténcia/ tensoativo
Monoestearato de Glicerila Glyceryl Stearate Agente de consisténcia
Estearato de Octila Ethylhexyl Stearate Emoliente
Propilenoglicol Propylene Glycol Umectante
Fenoxietanol Phenoxyethanol Conservante antimicrobiano
EDTA Na; Disodium EDTA Sequestrante antioxidante
Acido Feriilico Ferulic Acid Ativo
Agua purificada Aqua Veiculo

Fonte: Elaborado pela autora.

O componente em maior composicdo percentual na formulagcdo proposta ¢ a
agua. Esse componente deve ser isento de ions e microrganismos, desse modo, foi
utilizada 4gua purificada. Esta atua como o veiculo, sendo responséavel pela dissolucdo
de diversas matérias primas como, por exemplo, o EDTA Nay, conservantes
antimicrobianos e agentes corretivos de pH (CORREA, 2012).

A base autoemulsionante anionica, conhecida comercialmente como Lanette N®,
possui em sua composi¢do um agente de consisténcia, o alcool cetoestearilico, e um
tensoativo, o cetilestearil sulfato de sddio. Este ultimo, por possuir grupos hidrofilicos e
lipofilicos em sua estrutura, reduz a tensdo superficial e/ou interfacial do sistema,
provomendo a estabilidade entre as diferentes fases da emulsdo. J4 o agente de
consisténcia, ¢ capaz de aumentar a viscosidade do sistema emulsionado, sendo que, nas
emulsdes propostas, associou-se ao alcool cetoestearilico o0 monoestearato de glicerila
que possui esta mesma finalidade (BENSON, 2019; CORREA, 2012).

O estearato de octila e o propilenoglicol possuem a funcdo de emoliéncia e
umectancia, respectivamente. O emoliente ¢ uma matéria prima oleosa que fornece
espalhabilidade para a emulsdo, concedendo suavidade para a pele (CORREA, 2012). J4
o umectante ¢ uma matéria prima higroscopica, que auxilia na solubilizagdo de ativos
lipossoluveis, como o AF, e possui a funcdo de reter 4gua, equilibrando a troca aquosa
entre a emulsdo ¢ o ar (BENSON, 2019; CORREA, 2012).

O conservante antimicrobiano, fenoxietanol, possui a fun¢do de prevenir o

crescimento e proliferagdo de microrganismos na formulagdo, tanto no processo de
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manipulagdo da emulsdo, quanto no uso pelo consumidor (BENSON, 2019). Ja o
sequestrante antioxidante, EDTA Na,, possui a fun¢do de sequestrar de impurezas e
preservar o produto (CORREA, 2012).

A emulsdo base e a emulsdo contendo o AF (emulsdo B), desenvolvidas neste
trabalho, apresentaram aparéncia branca, sensorial agradavel, alta espalhabilidade, alta
emoliencia e secagem rapida. A emulsdo contendo o AF apresentou odor caracteristico
deste ativo. A Figura 30 apresenta as fotografias das emulsdes desenvolvidas no

presente trabalho.

Figura 30. a) Emulsao base e b) Emulsao contendo 1% do AF.
Fonte: Fotografia obtida pela autora.

5.7 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO QUANTITATIVO
POR CLAE

Validar um método analitico significa afirmar que um processo € aceitavel para
a finalidade a que ele se destina. As condi¢des da validagdo de um método analitico
englobam estudos da linearidade, especificidade, precisdo, exatiddo, robustez e limite de
detec¢do e quantificacio (HARRIS, 2012). O desenvolvimento de métodos analiticos
para avaliagdo qualitativa e quantitativa ¢ muito relevante, principalmente para

monitorar a qualidade dos produtos comercializados (MARCO et al., 2017).

Ao observar os solventes utilizados e relativos a revisao da literatura, listados na
Tabela 2, notou-se a presenca de alguns solventes toxicos. Sendo assim, neste trabalho,
foi proposta a validacdo de um método utilizando etanol e agua, pois sdo menos
prejudiciais a0 meio ambiente, apresentam menor risco a saude do operador e, muitas
vezes, estdo associados a baixos custos (GALUSZKA et al., 2012; ZIMMERMANN et
al., 2017).
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5.7.1 LINEARIDADE

A linearidade ¢ a capacidade de um método analitico em demonstrar que a
resposta obtida estd em fun¢do da concentragdo do analito, dentro de um intervalo de
concentragdo especificado (BRASIL, 2017; LANCAS, 2016).

O AF apresentou um tempo de reten¢do de 2,5 min e o tempo total de corrida foi
de 6 min. A Tabela 6 apresenta os valores das areas obtidas, média e desvio padrao

relativo para a curva analitica de AF.

Tabela 6. Valores das areas referentes ao pico de AF para obtengdo da curva analitica.
Concentracao

DPR Média
final Curval Curva 2 Curva 3 Média DP
’ (%) DPR
(ng.mL™)
20 837,600 860,400 865,600 854,5333 14,893 1,7429
30 1280,400 1254,500 1298,700 1277,8667 22,209 1,7379
40 1780,800 1816,300 1766,000 1787,7000 25,850 1,4460 1,1528
50 2199,400 2187,700 2169,500 2185,5333 15,067 0,6894
60 2694,400 2650,400 2640,500 2661,7667 28,692 1,0779
70 3150,700 3138,100 3149,700 3146,1667 7,004 0,2226

DPR — Desvio padrao relativo.
Fonte: claborado pela autora.

A partir dos valores apresentados na Tabela 6, foi possivel construir a curva
analitica de média das areas por concentragdo final (Figura 31). A equagdo da reta € y=
45,736x — 72,53845 com r= 0,99924. Sendo assim, a correlagdo linear entre os dados

analisados foi satisfatoria, pois r estd proximo de 1.
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Figura 31. Curva analitica do AF obtida por CLAE.
Fonte: elaborado pela autora
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5.7.2 SELETIVIDADE

A Seletividade corresponde a capacidade de um método determinar um analito
na presenga de outros componentes suscetiveis a interferir na determinagdo, como
impurezas e produtos de degradacdo (BRASIL, 2017; LANCAS, 2016).

Nesta andlise, primeiramente foi injetada a amostra da solu¢do de emulsdo base
e um padrdo de AF 50 pg.mL!. Ao injetar a base, ndo foram encontrados picos, ao
longo dos 6 min de corrida, portanto, ndo havendo interferéncia na analise. As Figuras
32 e 33 mostram os cromatogramas da emulsdo base e do padrio de AF,

respectivamente.

VWD1 A, Wavelength=320 nm (18-04-191007-0701.0)
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Figura 32. Cromatograma obtido por CLAE para solu¢do da emulsdo base diluida na fase movel
utilizando coluna C18 GEMINI-NX (4,6 x 150 mm, 5 um, Phenomenex), vazdo 0,65 mL.min"! e A=320
nm.

Fonte: Cromatograma obtido pela autora.
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Figura 33. - Cromatograma obtido por CLAE para solugdo de AF (50 pg.mL™") em fase movel utilizando
coluna C18 GEMINI-NX (4,6 x 150 mm, 5 um, Phenomenex), vazdo 0,65 mL/min e A=320 nm.
Fonte: Cromatograma obtido pela autora.

Também foi realizado o estudo de degradacdo do AF, para verificar a influéncia
de produtos de degradacdo no pico do ativo. Para isto, o padrdo de AF na concentragdo
de 50 pg.mL! e a emulsdo base foram expostos a degradacdo 4cida, bésica, oxidativa,

fotolitica, em temperatura de 80 ° C.
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As amostras foram expostas as condi¢des especificas nos tempos 0, 2, 4 ¢ 8
horas. Apds o periodo de exposi¢do, estas solucdes foram imediatamente injetadas no
CLAE e, deste modo, foram obtidos os cromatogramas que podem ser observados nas

Figuras 34 a 37.

a)

b)

)

d)

Figura 34. Cromatogramas obtidos por CLAE para solu¢do da emulsdo base, em a) HCI 0,001 M, b)
NaOH 0,001 M, ¢) agua Mili-Q e d) luz ultravioleta, a 800C, nos tempos: 0, 2, 4 ¢ 8§ horas.
Fonte: Cromatograma obtido pela autora.

d)

Figura 35. Cromatogramas obtidos por CLAE para solugdo de AF (50 ug.mL™'), em a) HCI 0,001 M, b)
NaOH 0,001 M, ¢) agua Mili-Q e d) luz ultravioleta, a 80°C, nos tempos: 0, 2, 4 ¢ 8§ horas.
Fonte: Cromatograma obtido pela autora.
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Figura 36. Cromatogramas obtidos por CLAE para solu¢do de AF (50 pg.mL™"), em H202 3%, a 800C,
nos tempos: 0, 2, 4 e 8 horas.
Fonte: Cromatograma obtido pela autora.

Figura 37. Cromatogramas obtidos por CLAE para solugdo da emulsao base, em H202 3%, a 80°C, nos
tempos: 0, 2, 4 ¢ 8 horas.
Fonte: Cromatograma obtido pela autora.

Como pode ser observado na Figura 32, a andlise da emulsdo base, nas
condicdes estabelecidas, ndo apresentou qualquer valor quantificavel que possa
interferir nas andlises para o AF. Dessa forma, pode-se inferir que ndo existem
interferentes na andlise do AF, ou seja, ndo foi observado nenhum pico préoximo ao

tempo de reten¢do do padrdo (Figura 33).
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Também foi observada a presenca de um pequeno pico na degradacio oxidativa
(Figuras 36 e 37) para ambas as amostras, mas este ndo interferiu nas analises.
E importante destacar que na anélise com luz ultravioleta (UV), Figura 35 d),

ndo houve degradacdo do AF. Sendo assim, o ativo ndo degrada na presenca de luz UV.

5.7.3 PRECISAO

A precisdo ¢ a expressdo da conformidade entre resultados analiticos de uma
série de medidas de uma mesma amostra. Essa pode ser determinada em condicdes de:
repetibilidade (precisdo intra-corrida), na qual deve ocorrer concordancia entre os
resultados, com o mesmo analista € mesma instrumentagdo, em um curto periodo de
tempo; e condigdes reprodutibilidade (precisdo inter-corridas), na qual de ocorrer
concordancia entre os resultados obtidos em dias diferentes, com dois analistas
distintos, em um mesmo laboratorio. A precisdo de um método analitico pode ser
expressa como o desvio padrdo ou desvio padrio relativo (BRASIL, 2017; LANCAS,
2016).

A precisdo intra-corrida apresentou um desvio padrdo de 1,04 % (Tabela 7),
demonstrando assim concordancia entre os resultados com o mesmo analista e mesma
instrumentagdo, em um curto periodo de tempo.

A precisdo inter-corridas apresentou um desvio padrdo relativo de 1,15 %
(Tabela 7) para o segundo analista. Foi realizado o teste de F entre os dois analistas
(Tabela 8). O Fea 1,32 < Fuab 4,28 € Pyaior > 0,05, demonstrou assim que ndo houve

diferenga significativa entre os valores de areas encontrados pelos diferentes analistas.

Tabela 7. Valores das areas referentes ao pico de AF no estudo da repetibilidade e precisdo intermediaria
do método.

Areas DPR

50 pg.mL™! Média
1 2 3 4 5 6 7 (%)
Analistal | 2155,5 | 2238,0 | 2205,1 | 2160,0 | 2170,0 | 2146,0 | 21994 | 2182,00 1,04

Analista 2 | 2163,3 | 2214,6 | 2240,2 | 2199,4 | 2201,0 | 2239,7 | 2178,7 | 2205,27 1,15

DPR — Desvio padrao relativo.
Fonte: elaborado pela autora.
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Tabela 8. Teste F da precisdo interanalista do método de CLAE

Analista 1 Analista 2
Média 2182 2205,271429
Variancia 1099,77 835,452381
Observacoes 7 7
gl 6 6
F 1,316376642

P(F<=f) uni-caudal 0,373537391
F critico uni-caudal 4283865714

Fonte: claborado pela autora.

5.7.4 EXATIDAO

A exatidao de um método analitico expressa a concordancia entre os resultados
obtidos e o valor aceito como verdadeiro ou aceito como referéncia (BRASIL, 2017;
LANCAS, 2016).

Foi realizado o ensaio de recuperacdo, através da adi¢do de padrdo, em trés
niveis de concentragdes 80% (R1), 100% (R2) e 120% (R3), 40, 50 ¢ 60 pg.mL"!,
respectivamente. A porcentagem de recuperagdo foi calculada para cada nivel de
concentragdo. A Tabela 9 mostra os valores obtidos no teste de recuperacao para o AF

presente na emulsao.

Tabela 9. Valores obtidos no teste de recuperacdao do AF na emulsdo utilizando o método por CLAE.
Concentragio Concentracio obtida Recuperagio Recuperacio

(ng.mL™1) (ng.mL1) (%) média (%) DER (%)
R1 40 40,67782246 101,6945562
R2 50 50,41217892 100,8243578 101,4676223 0,005650749
R3 60 61,13037181 101,883953

DPR — Desvio padrao relativo.
Fonte: claborado pela autora.

De acordo com os resultados apresentados, foi possivel concluir que o método ¢
exato, uma vez que a recuperacdo média do AF presente na emulsdo foi de 101,47% e
apresentou um desvio padrdo relativo de 0,006% menor que 5%, mostrando assim
proximidade entre as concentragdes tedricas e experimentais obtidas nos ensaios

realizados (BRASIL, 2003).
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5.7.5 ROBUSTEZ

E a medida da capacidade de um método de resistir a pequenas variagdes,
deliberadamente introduzidas nos parametros do método (BRASIL, 2017; LANCAS,
2016).

A robustez foi avaliada por meio de alteracdes nas condi¢des cromatograficas
previamente estabelecidas. Foi injetada a solu¢do padrio de 50 pg.mL! no
cromatografo e as seguintes varidveis foram alteradas: comprimento de onda, vazdo,
propor¢ao da FM e fabricante do etanol grau CLAE utilizado. A Tabela 10 apresenta os

resultados obtidos.

Tabela 10. Dados obtidos para a andlise de robustez do método analitico estabelecido.

Condicao Faixa investigada | AF (%) | DPR(%)
. 318 96,14
C"“‘P"“‘Eﬁ‘l‘;’ de onda 320 100,00 | 2,1563
322 99,60
0,61 100,71
Vazio (mL.min™") 0,65 100,00 2,0280
0,69 96,93
. 73:27 98,67
P olue ° 33:67 98,08
) PanReac® 100,00
Fabricante do etanol IT Baker® 103.36 2,3374

DPR — Desvio padrao relativo.
Fonte: Elaborado pela autora.

Os valores obtidos apresentaram valores de desvio padrdo relativo menores que
5% (BRASIL, 2003). Isso demonstra que o método ¢ robusto, visto que as pequenas
altera¢des nas condigdes cromatograficas ndo provocaram variagdes significativas nos

resultados obtidos.

5.7.6 LIMITE DE DETECCAO
O LD teorico foi calculado de acordo com a Equagdo 5, apresentada na

metodologia, através dos valores apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Informagdes para o calculo dos limites de deteccdo e quantifica¢ao tedricos.
Intercepcio com eixo y | Inclinacdo Curva Analitica (IC)

Curval -95,66286 46,36029

Curva 2 -200,14283 42,77424

Curva 3 -151,73244 43,29739
Média -149,1793767 44,14397333
DPa 52,28675389 1,937128327

DPa= Desvio Padrdo
Fonte: elaborado pela autora.
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O valor de LD calculado foi de 3,55 ug.mL!. No entanto, o0 LD também foi
obtido experimentalmente, fazendo diluigdes de uma solugdo estoque de AF 50pg.mL-!.
Segundo Langas (2016), o LD experimental ¢ trés vezes maior que o ruido do sistema,
desse modo o valor obtido foi de 0,075 pg.mL!. Sendo assim, experimentalmente, o

método ¢ capaz de detectar em uma concentracdo menor que teoricamente.

5.7.7 LIMITE DE QUANTIFICACAO

O LQ teorico foi calculado de acordo com a Equagdo 6, apresentada na
metodologia, através dos valores apresentados na Tabela 11. O valor de LQ calculado
foi de 11,85 ug.mL™".

O LQ também foi obtido experimentalmente, injetando baixas concentragdes da
solu¢do padrdo de AF, até se encontrar a menor concentracdo de AF que o método era
capaz de quantificar. O valor experimental foi de 0,5 pg.mL"!. A Tabela 12 apresenta a
area, média e desvio padrdo relativo para a triplicata do LQ determinado

experimentalmente.

Tabela 12. Limite de quantifica¢do calculado experimentalmente.

Concentracao | |,
. Area | Média | DPR(%)
(ng.mL™)
0,5 20,4
0.5 20,5 | 20,467 0,28
0.5 20,5

DPR — Desvio padrao relativo.
Fonte: claborado pela autora.

Na Figura 38, encontra-se a curva analitica obtida na linearidade, acrescida das
concentragdes utilizadas para encontrar o LQ experimentalmente: 0,5, 1, 2,5, 5, 10 e 15

pug.mL!.
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Figura 38. Curva da analitica acrescida das concentragdes proximas ao limite de quantificagao.
Fonte: elaborado pela autora

Observa-se que o coeficiente de correlagdo (r) da curva obtida foi acima de 0,99.
Pode-se observar também, na Figura 38, que o valor obtido do coeficiente de correlagao
ficou muito proximo ao obtido na andlise de linearidade demonstrada na Figura 31,
indicando que as concentragdes que foram incluidas ainda respondem linearmente na
obtengao das areas.

Neste ensaio, foi possivel concluir que experimentalmente, o método ¢ capaz

quantificar em uma concentra¢do menor do que o célculo tedrico.

5.8 ESTUDO DE ESTABILIDADE DA EMULSAO CONTENDO AF
5.8.1 TESTE DE CENTRIFUGACAO

O teste de centrifugagdo na amostra serve para simular um aumento na forga de
gravidade. Assim ¢ possivel aumentar a mobilidade das particulas e antecipar possiveis
instabilidades (BRASIL, 2004).

As amostras, em todas as condi¢cdes de temperatura, foram submetidas ao teste
de centrifugacdo, no entanto, em nenhuma delas ocorreu separagdo das fases, indicando

assim que ndo houve instabilidade em relagdo a este parametro.

5.8.2 AVALIACAO MICROSCOPICA

Foi realizada avaliagdo microscopica, com aumento de 40x, com a finalidade de
observar o comportamento da emulsdo nas condi¢des testadas. Uma pequena quantidade
das formulagdes foi colocada sobre laminas de vidro, cobertas com laminula e

analisadas com auxilio de microscopio. Inicialmente a analise foi realizada para a
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emulsdo base (Figura 39 a) e para a emulsio contendo 1% do AF tempo 0 da

estabilidade (Figura 39 b).

Figura 39. Avaliacdo microscopica das a) emuls@o base e b) da emulsdo contendo 1% do AF em tempo 0
dias.
Fonte: Fotografia obtida pela autora.

E possivel notar na Figura 39 b) que na emulsdo ha presenga do ativo AF na
forma de cristais em agulha, algo que ndo era esperado a principio. Também foi a
realizada a avaliagdo no microscopio com luz polarizada para a amostra da emulsdo no
tempo 0. Nesta analise (Figura 40) foi possivel observar que os cristais apresentam

tamanhos variados 62,5 pm, 75 pm, 125 pm e 162,5 um.

Figura 40. Avaliacdao microscopica da emulsdo com luz polarizada com a) 10x de aumento.
Fonte: Fotografia obtida pela autora.

A primeira questdo levantada, sobre a formacdo dos cristais, foi o modo de
inclusdo do AF durante o preparo da emulsdo. Entdo foi preparada uma nova emulsdo,

em duas fases (aquosa e graxa), adicionando o AF na fase graxa e depois vertendo a
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fase aquosa sobre essa. Entretanto, o comportamento do ativo em cristais em agulha se
manteve.

Uma segunda questdo levantada foi a de que o AF ndo teve adequada
solubilidade na emulsdo. Com isso, foram realizados testes de solubilidade do AF em
diferentes solventes e possiveis componentes para a emulsdo. Empregou-se neste teste o
estearato de octila, o miristato de isopropila, o triglicerideos do acido caprico/ caprilico,
o caprilil carbonato, o estearato de butila, o palmitato de isopropila e o etoxidiglicol.
Este ultimo foi selecionado devido a sua alta capacidade solvente para uma vasta gama
de farmacos e ativos farmacéuticos.

Porém, as emulsdes preparadas com os diversos solventes testados anteriormente
apresentaram os cristais do mesmo modo que a primeira emulsdo.

Sendo assim, o estudo de estabilidade foi realizado para a primeira emulsdo com
o objetivo de observar a influéncia que estes poderiam exercer sobre a estabilidade
acelerada ao longo dos 90 dias de estudo.

As Figuras 41 a 45 apresentam as imagens da avaliacdo em microscopio apos 15

dias, 30 dias, 60 dias, 90 dias e ciclo congelamento/descongelamento, respectivamente.

Nao foram observadas diferengas significativas nas diferentes temperaturas testadas,

5°C, 25°C,40° C e -5° C/25° C.

Figura 41. Avaliacdo microscopica da emulsdo em a) 5° C, b) 25° C e ¢) 40° C ap6s 15 dias de analise.
Fonte: Fotografia obtida pela autora.

Figura 42. Avaliacdo microscopica da emulsdo em a) 5° C, b) 25° C e ¢) 40° C ap6s 30 dias de analise.
Fonte: Fotografia obtida pela autora.
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Figura 43. Avaliacdo microscopica da emulsdo em a) 5° C, b) 25° C e ¢) 40° C ap6s 60 dias de analise.
Fonte: Fotografia obtida pela autora.

Figura 44. Avaliacao microscopica da emulsdo em a) 5° C, b) 25° C e ¢) 40° C apo6s 90 dias de analise.
Fonte: Fotografia obtida pela autora.

Figura 45. Avaliacdo microscopica da emulsdo no ciclo congelamento/descongelamento.
Fonte: Fotografia obtida pela autora.

5.8.3 AVALIACAO MACROSCOPICA
Todas as amostras foram avaliadas macroscopicamente periodicamente durante
os 90 dias do teste de estabilidade acelerada. A formulagdo testada se manteve

inalterada nas diferentes temperaturas testadas ao longo dos 90 dias.
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5.8.4 DETERMINACAO DO pH
Ao longo dos 90 dias de estudo e no ciclo congelamento/descongelamento,
foram observadas pequenas variagdes ndo significativas de pH da emulsdo contendo 1%

de AF, conforme pode ser observado na Figura 46.
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Figura 46. Grafico dos valores de pH da emulsdo com o AF nas condigdes de 5° C, 25° C, 40° C e 3
ciclos de congelamento/descongelamento durante 90 dias de analise.
Fonte: Elaborado pela autora.

Nota-se que nas condi¢des de estresse o pH aumentou 0,3 em relagdo ao tempo
0. Também foi medido o pH da emulsdo base e o valor foi de 7,30. Isto indica que
houve uma diferencga significativa em relagdo ao pH da emulsdo e da sua base (7,30 +

3,1), mas essa diferenca era esperada devido a incorporagdo de um acido na formulagao.

5.8.5 DETERMINACAO DA VISCOSIDADE
A Figura 47 mostra o comportamento da viscosidade das amostras e os desvios

padrdes ao longo dos 90 dias de estudo e no ciclo congelamento/descongelamento.
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Figura 47. Grafico dos valores de viscosidade da emulsdao com o AF nas condigoes de 5° C, 25° C, 40° C
e 3 ciclos de congelamento/descongelamento durante 90 dias de analise.
Fonte: Elaborado pela autora.

E possivel notar que no ciclo de congelamento/descongelamento, houve um
aumento na viscosidade. J4 as condi¢des de temperatura de 5° C e 25° C apresentaram
comportamentos parecidos de viscosidade, onde inicialmente houve uma queda e depois
a viscosidade voltou a aumentar.

A condi¢do na qual as amostras ficaram na temperatura de 40° C apresentou uma

queda na viscosidade apds 60 dias de estresse.

5.8.6 DETERMINACAO DO TEOR DE AF

No estudo de estabilidade, também foi avaliado o teor de AF ao longo dos 90
dias. A Figura 48 apresenta as concentracdes das amostras ao longo do estudo de
estabilidade com os desvios padrdes. Para andlise do teor de ativo, em cada tempo
estabelecido, foram pesados 0,25g da emulsdo contendo 1% de AF, o que corresponde a
500 pg de AF que foram diluidos em 50 mL de etanol, desse modo a concentragdo

teorica de AF nesta solugdo foi correspondente a 50 ug.mL".
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Figura 48. Grafico das concentragdes experimentais (ug.mL") da emulsdo com o AF nas condi¢des de 5°
C, 25° C, 40° C e 3 ciclos de congelamento/descongelamento durante 90 dias de analise.
Fonte: Elaborado pela autora.

E possivel observar que a amostra submetida a condi¢do de estresse de 40° C
teve um aumento significativo na concentragdo, isso pode ser em decorréncia da
evaporacdo de dgua durante o estudo por conta da elevada temperatura. As demais

condi¢des apresentaram variagdes menos significativas.

5.9 ESTUDOS DE LIBERACAO, PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA IN
VITRO
5.9.1 AVALIACAO DO PERFIL DE LIBERACAO IN VITRO DO AF

Para a realiza¢do dos estudos de liberagdo do AF, incorporado na emulsdo, a fase
receptora foi coletada das células de Franz e, em seguida, submetida a analise de
quantificagdo por CLAE. A partir dos resultados obtidos, a concentragio do AF foi
calculada.

Foram aplicados trés modelos matematicos para a avaliacdo do perfil cinético de
liberagdo do ativo das formulagdes: zero ordem, primeira ordem e modelo de Higuchi.

Segundo Spagnol (2014), o modelo de zero ordem descreve a relagdo entre a
quantidade de ativo liberado versus o tempo. O modelo de primeira ordem representa o
logaritmo da concentragdo de ativo liberado versus o tempo e¢ o modelo de Higuchi

descreve a quantidade de ativo liberado versus a raiz quadrada do tempo.
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O modelo mais satisfatorio foi o que apresentou o coeficiente de correlacao (r)
mais proximo de 1, o que indica melhor linearidade. Os valores do coeficiente de

correlacdo linear em cada modelo matematico estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Valores do coeficiente de correlagdo linear em cada modelo matematico.

r
Zero ordem 0,9773
Primeira ordem 09131

Modelo de Higuchi 0,9978

Fonte: Elaborado pela autora.

A variagdo do r entre 0 e 1, segundo Bolina (2013), indica o quanto o modelo
consegue explicar os valores obtidos. Desse modo, quanto maior o r, mais explicativo ¢é
o modelo, melhor o ajuste do mesmo a amostra. De acordo com a Tabela 13 e a Figura
49, a formulagao contendo o AF segue o modelo de liberagdo de Higuchi, que, segundo
Monteiro e colaboradores (2007), descreve a liberacdo de ativos por um processo de

difusdo.
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Figura 49. Perfil de liberacdo do AF de acordo com o Modelo de Higuchi.
Fonte: Elaborado pela autora.

Modelos para a liberacio de farmacos hidrossoliveis e pouco soluveis
incorporados em matrizes semi-solidas e/ou solidas foram desenvolvidos teoricamente
por Takeru Higuchi (HIGUCHI, 1961; HIGUCHI, 1963). De modo geral, podemos

resumir o modelo de Higuchi a Equagao 9:
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fit = KHtl/Z Equacgdo 9
Sendo Ky a constante de liberagdo de Higuchi, que “descreve assim, a liberacdo

do farmaco como um processo de difusdo baseado na lei de Fick, dependente da raiz

quadrada do tempo” (KASBAUM, 2010, p.53).

5.9.2 AVALIACAO DA PERMEACAO IN VITRO DO AF

Este tipo de avaliagdo pode ser realizada para produtos cosméticos destinados
a atingir a camada cdrnea, a epiderme e, de preferéncia, a derme, mas nao ¢ desejavel
que os produtos cosméticos alcancem os vasos sanguineos em concentragdes
significativas para causar efeitos sistémicos (SPAGNOL, 2018).

Os estudos in vitro, sdo Uteis para avaliar pardmetros fisico-quimicos tais
como o coeficiente de parti¢do, o fluxo e coeficiente de difusdo dos farmacos (BARRY,
1983). Os valores de fluxo do AF através da epiderme (J) e o tempo de laténcia (Tl), os
quais foram obtidos através da inclinacdo da reta do grafico apresentado na Figura 50,
estdo apresentados na tabela 14. Para sistemas de liberacdo imediata calcula-se o
coeficiente de permeabilidade (Kp) e devido o veiculo utilizado ser uma emulsdo, ndo

foi calculado.
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Figura 50. Perfil de permeagdo (média + desvio padrao) do AF através da epiderme.
Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 14. Parametros cinéticos de permeacdo epidérmica do AF.
J (ug.cm2h) Tl (h)
AF 2,30 £ 0,51 5,41 £0,31

J: Fluxo do permeante através da epiderme; T1: tempo de laténcia;
Fonte: Elaborado pela autora.
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A técnica de separacdo de calor usada para preparar as peles usadas neste
experimento fornece separacdo entre as camadas da epiderme e da derme, uma vez que
o calor rompe as ligagdes que os mantém unidos e ¢ por isso que eles podem ser
facilmente separados. Supde-se que, quando a substancia atravessa o estrato corneo, ele
pode se espalhar para as camadas vidveis mais profundas e, em seguida, para o sangue.
Desse modo, quando uma concentragao ¢ atingida em todas as camadas da pele, ela para
de permear.

De acordo com a Figura 50, nota-se que até as primeiras 6h de experimento nao
houve permeacdo do AF e as quantidades obtidas a partir de 18h sdo baixas. Estes
resultados confirmam que o AF na concentracdo de 1% no sistema emulsionado
apresentou um valor de permeacgdo bem abaixo da concentragao toxica para as células e

capaz de exercer atividade antioxidante.

5.9.3 AVALIACAO DA RETENCAO IN VITRO
5.9.3.1 TAPE STRIPPING

Os resultados do experimento foram explorados considerando a quantidade do
AF presente em cada tira. O experimento foi realizado em triplicata.

As concentracdes do AF foram obtidas através de uma curva de linearidade do
método analitico, na qual a solugdo receptora foi utilizada como solvente para o preparo
das amostras.

A Tabela 15 apresenta as concentracdes encontradas, na triplicata do ensaio,

no estrato corneo (T1-T2o) € na epiderme e derme.

Tabela 15. Retencdo da pele com a emuls@o contendo AF.
Concentracio de AF (ug.mL™")

Tape

Pele 1 Pele 2 Pele 3

T 13,13 9,24 6,94

T 4,08 1,83 2,06

Estrato corneo Tss 2,78 1,27 1,37
Te-10 1,71 1,49 1,81

Ti1-15 0,83 0,55 0,21

Ti6-20 0,77 0,13 0,13

Epiderme e derme 3,37 3,15 5,85

T=tiras
Fonte: Elaborado pela autora.

As primeiras tiras (T;) apresentaram maiores concentracdes do AF pelo fato
de na superficie haver um excesso de formulagdo, que ¢ dificil de ser completamente
removido sem danificar a pele. Desse modo, a partir das tiras T» valores reais sdo

quantificados nas camadas, pois ndo ha mais um excesso de formulacdo. E possivel
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notar que a concentragdo do ativo diminuiu de acordo com o aumento da profundidade
do estrato corneo aumentou.

A Figura 51 apresenta a somatoria das concentracdes do AF encontradas no
estrato corneo e na epiderme/derme. Nota-se que no Estrato coérneo ha uma
concentragdo do ativo quatro vezes maior do que na Epiderme/Derme, onde se espera

acao do ativo.

22
20
18
16
14
12

Concontragdo AF (ng.mL)

o N B OO

Estrato cérneo Epiderme/Derme

Figura 51. Concentragdo da retenc¢do cutanea do AF no Estrato corneo e na Epiderme/derme.
Fonte: Elaborado pela autora.

Além das tiras e da pele, foram extraidas e quantificadas as concentracdes de
ativo presente em todo material que esteve em contato com a emulsdo durante o
experimento (algodao, luva, aluminio e etc.) e também, o proprio excesso de formulagdo
retirado antes da aplica¢do da primeira fita. Os valores obtidos representaram cerca de
83% da concentragdo presente na amostra inicial.

A partir dos valores de concentragdo encontrados no tape strippig (Figura 51)
¢ possivel compara-los com os resultados anteriormente obtidos neste trabalho,

conforme apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Resumo das atividades realizadas no trabalho.

ICso CIM

Atividade Inibigdo radical DPPH 12,21 pg.mL"! -

Antioxidante Inibigio radical ABTS 2,84 pg.mL! -

desl;gr];i?gznte Inibi¢do enzima tirosinase =~ 2890 pg.mL"! -
E. coli - 1500 pg.mL™!
Atividade S. aureus - 1500 ug.mL™!
antimicrobiana P. aeruginosa -- 1500 pg.mL™!
S. epidermidis - 750 pg.mL!

Potencial HaCat 1092 pg.mL™! —

citotoxico HDFa — —

Fonte: Elaborado pela autora.
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De acordo com os resultados obtidos e representados pela tabela 19, ¢ possivel
notar que o AF possui potencial para atingir as atividades estudadas neste trabalho,

sugerindo ser um promissor ativo multifuncional.



84

6. CONCLUSOES

O presente trabalho realizou o estudo de um antioxidante derivado do grupo dos
acidos fendlicos, denominado 4cido fertlico (AF), com a finalidade de investigar sua
multifuncionalidade para a aplicacdo em cosméticos destinados ao tratamento da pele.

O AF apresentou atividade antioxidante, podendo atuar em cosméticos
antienvelhecimento, e também apresentou atividade despigmentante, podendo atuar em
cosméticos para o clareamento de manchas da pele. Porém sdo necessarias
concentragdes superiores para manter as mesmas atividades que o acido ascorbico (AA)
que ¢ muito utilizado no setor de cosméticos devido a sua multifuncionalidade. Em
contrapartida, o AA possui instabilidade quimica na presenca de luz sendo que no AF
ndo foi observado tal instabilidade na presenca de luz. Esta caracteristica do AF traz
uma grande vantagem na sua utilizagdo mesmo que sejam necessarias maiores
concentragoes.

Em relagdo a atividade antimicrobiana, o AF possui grande potencialidade, pois
foram necessarias pequenas concentragdes para inibir o crescimento das bactérias
E.coli, S. aureus, P. aeruginosa e S. epidermidis testadas neste trabalho, podendo
auxiliar na conservagao do produto cosmético.

Nos estudos de citotoxicidade in vitro realizados com as células HaCat ¢ HDFa,
verificou-se que o AF ndo possui toxicidade significativa nas concentracdes utilizadas
neste trabalho, podendo apresentar grande margem de seguranga na aplicagdo em
comésticos.

Para a quantificacdo nos estudos de estabilidade, liberagdo, permeacdo e
retencdo cutanea in vitro, foi desenvolvida uma metodologia analitica por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), a qual foi validada assegurando todos os parametros
de linearidade, especificidade, precisdo, exatiddo e robustez estabelecidos.

As emulsdes desenvolvidas neste trabalho apresentaram aparéncia branca,
sensorial agradavel, alta espalhabilidade, alta emoliencia e secagem rapida. O estudo de
estabilidade acelerada da emulsdo contendo 1% de AF, conduzido por 90 dias com
exposi¢do as diversas condi¢des de estresse, se manteve estavel, apesar da presenca de
cristais na avaliagdo microscopica. Desse modo, este produto atende as exigéncias para
comercializacao.

De acordo com os dados obtidos pelo ensaio de liberagdo, pode-se concluir que a

formulagdo usada ¢ capaz de liberar o AF nela incorporado, permitindo que haja o
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contato do mesmo com a pele e, assim, ocorra disponibilidade a penetragdo na
superficie cutanea.

No estudo de tape stripping, observou-se a baixa permeac¢do do ativo proposto,
sendo possivel observar que grande parte do ativo permeado se encontra no estrato
cdrneo e que a concentragdo quantificada na derme e epiderme foi baixa.

Diante do exposto, ¢ possivel notar que o AF possui multifungdes e,
possivelmente, pode ser utilizado como ativo em produtos cosméticos com esta

finalidade, contribuindo assim para o crescente mercado skin care, no Brasil.
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