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RESUMO

O estresse oxidativo ¢ consequéncia do desequilibrio originado pela produgdao de
radicais livres e as defesas antioxidantes. Quando a produ¢do de radicais livres ¢ maior que a
capacidade de defesa este fendmeno ocorre, resultando em maior quantidade de oxidantes, o
que acelera o processo de envelhecimento, dentre outras consequéncias. Para auxiliar na
defesa enddgena, a industria propds a adigdo de produtos naturais em cosméticos que
pudessem diminuir a quantidade de oxidantes, como ¢ o caso da nicotinamida (NIC) e do
acido ascorbico (AA). A NIC ¢ uma das formas da vitamina B3, precursora de NADPH e
NADH que apresenta potente poder redutor, resultando em capacidade antioxidante. O AA
previne a oxidacdo descontrolada em meio aquoso, além de prevenir escorbuto, agir como
anti-inflamatorio, estimular a produ¢do de colageno da pele, amenizar os danos causados pela
exposic¢do a radiagdo ultravioleta e agir como agente despigmentante.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método analitico utilizando
HPLC para quantificar AA e NIC com eficiéncia e baixo custo. Neste contexto, a melhor
separagdo foi obtida a partir de fase movel contendo 0,01% de 4cido trifluoracético em agua
ultrapura e deionizada, coluna RP18 (XDB, 4,6 x 250 mm, 5 um, Waters), injecdo de 20 uL,
fluxo de 1,7 mL/min, absorbancia de 254nm, corrida de 5 minutos. Para o ensaio de
linearidade, fez-se uma curva analitica com as concentragoes de 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80
ug/mL (r? = 0,9991 para o AA e 2 = 0,9999 para NIC). Além disso, foram obtidas respostas
positivas para especificidade, precisdo, exatiddo e robustez, parametros necessarios para a
validacdo de um método analitico, o que torna o método aplicavel para a quantificagdo de AA

e NIC em emulsao.

Palavras-chave: Acido ascorbico, nicotinamida, validacdo, cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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1 INTRODUCAO

O equilibrio entre a produ¢do de radicais livres e as defesas antioxidantes (enzimas e
moléculas ndo enzimadticas) ¢ vital para o funcionamento normal do organismo. O estresse
oxidativo ocorre quando ha desequilibrio entre os compostos anteriores, com maior
quantidade de oxidantes (FINKEL & HOLBROOK, 2000; SCHAFER & BUETTNER, 2001)
que esta relacionado com danos lipidicos, proteicos e genéticos e tem como consequéncia
uma variedade de doengas humanas, além do processo de envelhecimento (VALKO et al.,
2007).

Mecanismos de defesa enddgenos foram desenvolvidos para a eliminagdo destes
oxidantes. Alguns produtos naturais com propriedade antioxidante podem auxiliar nesta
defesa endogena, como ¢ o caso de cosméticos com agentes antioxidantes como a
nicotinamida e o acido ascorbico.

A NIC (Figura 1) ¢ uma das formas da vitamina B3 que pode ser adicionada em
cosméticos de uso topico por ser precursora de NADPH e NADH, sendo que este apresenta
um potente poder de reducdo, resultando em uma enorme capacidade antioxidante. Ha uma
diminui¢do da producdo de NADH pelo organismo com o passar dos anos, o que torna
benéfica a reposi¢do desta substancia para que os danos causados pelos radicais livres sejam

minimizados.

Figura 1 - Estrutura quimica da NIC.

0
N X" “NH,
|/"’

O AA (Figura 2), devido ao seu excelente poder redutor, protege a célula contra a

oxidacdo descontrolada no meio aquoso (KLIMCKAC et al., 2007). Além de prevenir o
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escorbuto, apresentar poder anti-inflamatorio e ser essencial na integridade das paredes dos
vasos sanguineos. Outra fun¢ao do AA ¢ estimular a produgdo de colageno da pele, o que
reduz a flacidez, tendo como consequéncia a prevengao do envelhecimento precoce e também
atua nos melanocitos, o que uniformiza a coloragao da pele. Outro uso do AA ¢ que este pode
ser usado para amenizar os danos causados pela exposicao a radiagdo ultravioleta. A vitamina
C também pode auxiliar no tratamento de melasma por se tratar de um inibidor de melanina, o

que resulta em um agente despigmentante.

Figura 2 - Estrutura quimica do AA.

I
.|.'|'||-'::|

0
0
HO —

HO OH

A partir do conceito de quimica verde, definido como invengdo, desenvolvimento e
aplicagdo de produtos e processos quimicos para reduzir ou eliminar o uso e a geragdo de
substancias perigosas (International Union of Pure and Applied Chemistry — IUPAC), os
solventes foram escolhidos de modo a seguir este padrao.

Para o controle de qualidade no ambito da industria farmacéutica e cosmética ¢
essencial o desenvolvimento de metodologias que quantifiquem firmacos em matérias-primas
e produtos acabados, como em uma emulsdo contendo acido ascoérbico e nicotinamida.
Procedimentos de validacdo sdo requeridos no desenvolvimento de métodos analiticos para
que a aplicacdo das técnicas de quantificacdo e os resultados apresentem fidedignidade.

Com o uso da cromatografia de alta eficiéncia, foi possivel a validagdo da metodologia
a partir dos pardmetros especificidade e seletividade, linearidade, precisdo, limite de detecgao,

limite de quantificagao, exatidao e robustez (ICH, 2005; BRASIL, 2003).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A pele

O corpo ¢ recoberto por pele, constituida de epiderme, porgdo epitelial de origem
ectodérmica, e de derme, por¢ao conjuntiva de origem mesodérmica. Logo abaixo da derme e
em contato com a mesma, encontra-se a hipoderme, que realiza a conexao entre a derme ¢ os
orgdos subjacentes, ndo fazendo parte da pele, caracterizada por ser um tecido conjuntivo
frouxo e com muitas células adiposas (Figura 3).

Cerca de 16% do peso corporal ¢ correspondente a pele, um dos maiores 6rgaos do
corpo humano com importante papel. A epiderme apresenta uma camada queratinizada,
responsdvel por proteger o organismo contra atritos e desidratacdo. Possui terminagdes
nervosas sensoriais que recebem informagdes constantes sobre o ambiente e as envia para o
sistema nervoso central. Além de participar da termorregulacdo corpdrea, a pele produz
vitamina D3 através da radiagdo ultravioleta do sol sobre os precursores sintetizadores do
organismo.

A estrutura e espessura da epiderme variam de acordo com o local estudado. Em
regides de maior espessura, pode chegar até a 1,5mm e apresenta cinco camadas, da derme
para a superficie — basal, espinhosa, granulosa, lucida e cornea. A camada basal apresenta alta
taxa mitdtica, sendo responsavel, junto com a cama espinhosa, pela constante renovagdo da
pele. Os desmossomos e os filamentos de queratina, presentes na camada espinhosa, mantém
a coesdo entre as células da epiderme e promovem resisténcia ao atrito. J& as células da
camada granulosa apresentam granulos lamelares que se fundem com a membrana plasmatica
e causam a expulsdo do seu contetido para o espaco intercelular, onde ha deposito de material
lipidico, o que contribui para a formacao de uma barreira contra a penetracdo de substancias e
torna a pele impermedavel a d4gua. A camada licida e a camada cornea apresentam filamentos

de queratina, formada por seis polipeptidios diferentes.
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A derme apresenta apenas duas camadas, a papilar, superficial, e a reticular, mais
profunda. A camada papilar contém fibrilas especiais de colageno que contribuem na adesdo
da derme a epiderme, além de apresentar pequenos vasos sanguineos responsaveis pela
nutricdo e oxigenacdo da epiderme. Enquanto que a camada reticular, mais espessa, possui
muitas fibras do sistema elastico, responsavel pela elasticidade da pele, além de serem
encontradas, nesta camada, estruturas derivadas da derme, sendo foliculos pilosos, glandulas
sebaceas e glandulas sudoriparas.

Por fim, hd a hipoderme, camada com quantidades variadas de tecido adiposo, que
podem vir a constituir o paniculo adiposo, responsavel por modular o corpo, além de ser uma

reserva energética e atuar como isolante térmico, protegendo contra a perda de calor corpéreo.

Figura 3 - Camadas da epiderme e a derme com as papilas dérmicas penetrando a epiderme.

O envelhecimento da pele ¢ resultado de fatores genéticos, os fatores intrinsecos, o
que levam ao aumento da formacao de espécies reativas de oxigénio a nivel intracelular. Além

disto, hd também os fatores extrinsecos, que contribuem para o envelhecimento precoce da
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pele, como € o caso da exposi¢ao a radiacao solar ultravioleta, & fumaga do cigarro € o uso

excessivo de alcool, dentre outros fatores.

2.2 Estresse oxidativo e o envelhecimento precoce

Mecanismos de defesa antioxidante se desenvolveram a partir da constante producao
de radicais livres (RL) durante os processos metabolicos e tém como funcdo controlar os
niveis intracelulares destas substancias reativas e a ocorréncia de danos decorrentes. Os RL
possuem efeitos benéficos no funcionamento do organismo, relacionados com a transferéncia
de elétrons nas reagdes bioquimicas, como geracao de ATP, fertilizacdo do 6vulo, ativagao de
genes ¢ defesa no processo de infeccdo, quando em propor¢des adequadas. Além disso, o
peroxido de hidrogénio ¢ uma molécula-chave em alguns sinais de transdugdo e na ativagao
de fator de transcri¢do nuclear kappa B(NF-kB), e o anion O>" funciona como “antibidtico
celular”, combatendo microbios invasores. Porém, quando ha um desequilibrio entre a
producdo de RL e o sistema de defesa antioxidante, origina-se o chamado estresse oxidativo.

O estresse oxidativo ¢ um processo que se instala em consequéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, quando a producdo de RL ¢
excessiva ou quando a remo¢dao dos mesmos € insuficiente. Como consequéncia, temos o
envelhecimento precoce, aterosclerose, diabetes, transtornos neurodegenerativos e cancer.

Os RL sdao gerados, normalmente, nas mitocondrias, membranas celulares e
citoplasma, sendo a mitocondria a principal fonte geradora de RL, através da cadeia
transportadora de elétrons. Cerca de 85% a 90% do oxigénio consumido na mitocondria ¢é
metabolizado por meio da cadeia transportadora de elétrons, em condigdes fisiologicas, sendo
os outros 10% a 15% sdo utilizados por diversas enzimas oxidases e oxigenases, além de
reacdes quimicas de oxidagdo direta. A formagao dos RL ¢ controlada pela enzima citocromo

oxidase, o que impede a geragdo excessiva na mitocondria. Porém, cerca de 2% a 5% do



16

oxigénio metabolizado nas mitocondrias sofre um desvio para outra via metabdlica, o que
origina os RL.

Para inibir e/ou reduzir os danos causados pelo estresse oxidativo, existe o sistema de
defesa antioxidante, sendo este dividido em enzimatico e ndo-enzimatico. O sistema de defesa
enzimatico ¢ composto por uma série de enzimas que neutralizam a formacao de RL, através
da formagdo de composto menos reativos, como ¢ o caso das enzimas CAT e GPx que agem
impedindo o acimulo de peroxido de hidrogénio, o que ¢ de extrema importancia visto que,
por meio das reagdes de Fenton e Haber-Weiss, com participagdo dos metais ferro e cobre,

essa espécie reativa ¢ capaz de gerar o radical OH*, o qual ndo apresenta sistema enzimatico

de defesa (Figura 4).

Figura 4 — Integracao dos sistemas de defesa enzimaticos.
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Além disso, ha também o sistema de defesa ndo-enzimatico que corresponde aos
antioxidantes exogenos, provenientes da dieta, entre os quais se destacam o acido ascorbico
(vitamina C), o a-tocoferol e B-caroteno, precursores das vitaminas E e A, respectivamente,
com potente atividade antioxidante. Os minerais também apresentam essa capacidade, como ¢

o caso do zinco, cobre, selénio e magnésio.

2.3 Acido ascérbico
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Os citros, assim como diversas frutas, apresentam a caracteristica de serem ricos em
compostos antioxidantes que ajudam na diminui¢ao da incidéncia de doengas degenerativas e
retardam o envelhecimento precoce. A vitamina C, ou AA, ¢ o antioxidante mais presente em
citros, juntamente com os polifenois, principalmente flavonoides. O AA protege a célula
contra a oxidagdo descontrolada em meio aquoso, devido ao seu alto poder redutor, porém, o
mesmo pode ser incapaz de causar a inibi¢ao dos RL em reagdes de peroxidacao lipidica em
meios lipofilicos, € os polifendis neutralizam as moléculas de radicais livres. As vitaminas C e
E possuem um sinergismo na inibi¢do da peroxidagdo lipidica e também na protecio do DNA
contra danos oxidativos.

O AA ¢ um nutriente hidrossoluvel e termolabil muito importante da dieta humano,
devido ao fato de essa substancia ndo ser sintetizada pelo organismo, pois ha auséncia da
ensina L-gulonolactona oxidase, responsavel por catalisar a etapa final de sintese do AA.
Frente a incapacidade de sintese endogena deste nutriente, o corpo humano adquire-o por
meio da dieta ou de suplementagao vitaminica.

O AA ¢ encontrado sob duas formas, a reduzida (4cido L-ascorbico) e a oxidada
(acido dehidroascorbico), sendo a forma reduzida a mais encontrada em produtos naturais. No
organismo, ocorre a transformag¢do de AA em 4acido dehidroascérbico quando ha perda de
dois elétrons e esta € reversivel, permitindo a transformacao de uma das substancias na outra
(Figura 5). Isto se deve a um sistema oxidorredutor capaz de transportar hidrogénio, a nivel
celular, na respiragdo. O AA e sua forma oxidada possuem atividade vitaminica idéntica
devido ao fato de o acido dehidroascorbico ser facilmente reduzido e novamente retido como

AA nos tecidos intracelulares.

Figura 5 — Oxidacdo do AA em acido dehidroascorbico



18

OH OH
0 ")
0O e o)
HO T, HO
HD UH e+ 2H O 0
Acido ascorbico Acido dehidroascérbico

O responsavel pelos efeitos benéficos, em humanos, do AA ¢ a cofungdo em processos
enzimaticos e a capacidade antioxidante devido a captura de anions superoxido (OH") para
formar o radical semideidroascorbato, reduzido pela glutationa reduzida (GSH). Verificou-se
que as concentracdes de vitamina C no sangue tem relacdo positiva com a saude e inversa a
morbidade e mortalidade porque o AA esta associado com os niveis de colesterol c-HDL e
hemoglobina. Portanto, 0 AA também pode ser utilizado como um biomarcador para o estado
de satde e para o status nutricional do paciente. Porém, concentragdes baixas ou elevadas de
AA no organismo podem atuar como oxidantes, o que possibilita dizer que esta substancia
também pode ser utilizada como um biomarcador do estresse oxidativo em humanos, através
da quantificacdo dos niveis circulantes do mesmo.

O AA ¢ importante para o funcionamento celular, o que ¢ evidente no tecido
conjuntivo, durante a formacdo de colageno, sendo co-fator de duas enzimas que atuam na
biossintese do colageno, a lisil e a prolil hidroxilases, responsaveis por catalisar a hidroxilacao
dos residuos prolil e lisil nos polipeptidios de coldgeno, que levara a formagdo de colageno,
ap6s uma série de etapas. Estas enzimas sdo enzimas férricas, portanto, o AA previne a
oxidagdo do ferro, protegendo-as contra a auto-inativacdo. Além disso, demonstrou-se que o
AA regula a sintese de colageno tipo I e III pelos fibroblastos dérmicos humanos, que apesar
de a capacidade proliferativa e a sintese de colageno serem dependentes da idade, o AA
estimula estes dois eventos, independente da idade do paciente. A alteracdo da matriz

extracelular dérmica, consequéncia do envelhecimento, influenciarda na perda das
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propriedades mecanicas cutaneas e no desenvolvimento de rugas. Portanto, o AA pode ser
utilizado para auxiliar contra o processo de envelhecimento.

Segundo Huang et al., o AA apresenta capacidade de aumentar o poder antioxidante
do soro (serum oxygenradical absorbance capacity - ORAC), diferentemente da vitamina E, o
que evidencia que o AA desempenha melhor atividade antioxidante em meios hidrofilicos.

A vitamina C tem agao protetora nos grupos tiol (-SH) das proteinas albumina e ALA-
D (6-aminolevulinate dehydratase activity), o que resulta em uma correlagdo entre os niveis
plasmaticos da vitamina e destas proteinas, visto que estas sdo vulneraveis a oxidagao.

Outra caracteristica do AA ¢ a instabilidade. Em pH fisioldgico, esse se encontra na
forma de ascorbato, sendo rapidamente oxidado a d-hidroascorbato e, posteriormente,
depletado no fluido extracelular. Alguns fatores influenciam a oxidacdo do AA, como
temperatura, luz, pH, solventes, saturacdo de oxigénio e presen¢a de enzimas oxidantes ou de
ions ferro.

Varios métodos sdo descritos para a quantificacdo de AA sanguineo. Métodos
espectrofotométricos se baseiam na derivatizagdo da vitamina ou no seu poder redutor, tendo
como vantagens o baixo custo e rapidez na andlise. Porém, por se tratar de amostras
biologicas, outras substancias presentes podem interferir na quantificagdo. Portanto, o método
padronizado para quantificagdo de AA ¢ a CLAE, por se tratar de uma técnica mais sensivel e

especifica, sem necessidade de derivatizagao.

2.4 Nicotinamida

A nicotinamida, uma das formas da vitamina B3, juntamente com o acido nicotinico, ¢
uma substancia ativa, derivada da niacina. A niacina € encontrada em alimentos de origem
vegetal e animal, tem sua absor¢do no estobmago e intestino delgado e sua eliminacdo ocorre

pela urina. O organismo pode produzi-la a partir do triptofano, sendo que 60mg este
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aminoacido produzird 1mg de vitamina B3, portanto, a niacina ndo pode ser considerada uma
vitamina.

A NIC ¢ uma substancia hidrossoluvel e que faz parte da coenzima nicotinamida-
adenina dinucleotideo (NAD). O NAD" e o NADP" sdo coenzimas nas reagdes de oxirredugio
em que sofrem reducdo do anel piridina, através da incorporagao de um ion hidreto. Estas
coenzimas apresentam suas formas reduzidas, o NADH e NADPH, respectivamente. E
essencial para o metabolismo de carboidratos e para reacdes de transferéncia de adenosina
difosfato-ribose nao redox envolvidas no reparo de DNA.

Quando em uso topico, a NIC apresenta propriedade de reduzir a perda de agua através
da pele, além de melhorar a hidratagao da camada cornea, aumentar a sintese de queratina e
estimular a sintese de ceramidas. No mais, atua na reducdo de rugas, palidez, manchas
hiperpigmentares e pele amarelada.

Estudos realizados com a vitamina A ¢ B3 demonstraram uma potente agao
antioxidante e anti-inflamatéria, consequentemente, produtos com estas substancias se
mostraram efetivos no tratamento do envelhecimento cutineo e no tratamento de algumas

inflamacdes da pele, como acne e alteragdes de pigmentacao.

2.5 Valida¢ao de métodos analiticos

A validacdao de métodos analiticos conta com testes classificados em quatro categorias,
sendo que cada categoria exige um conjunto de testes. Na Tabela I encontra-se a classificagao
dos testes e, na Tabela II, os ensaios necessarios para a validagdo de um método analitico,
segundo preconizado pela RE 899 de 29/05/2003.

Tabela I. Classificacao dos testes.

Categoria Finalidade do teste
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I Testes quantitativos para a determinag¢do do principio ativo em produtos

farmacéuticos ou matérias primas

11 Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinagdo de impurezas e

produtos de degradagdo em produtos farmacéuticos e matérias primas

I Testes de performance (por exemplo: dissolucdo, liberagcdo do ativo)

v Testes de identificagdo

Fonte: RE 899, de 29 de maio de 2003.

Tabela II. Ensaios necessarios para a validagdo do método analitico, segundo sua finalidade.

Parametro Categoria I Categoria 11 Categoria  Categoria
o ) 111 v
Quantitativo Ensaio
limite

Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisao Sim Sim Nao Sim Nao
Repetibilidade
Intermediaria *oH ok Nao ok Nao
Limite de Nao Nao Sim * Nao

deteccao
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Limite de Nao Sim Nao * Nao
Quantificacao

Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

Fonte: RE 899, de 29 de maio de 2003.

*pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
**se houver comprovacao da reprodutibilidade ndo ¢ necessaria a comprovagdo da Precisdo

Intermediaria.

Portanto, os parametros analisados para os métodos analiticos desenvolvidos e
validados neste trabalho foram especificidade/seletividade, linearidade, limite de deteccao e

de quantificacdo, precisdo, exatidao e robustez (ICH, 2005; BRASIL, 2003).
2.5.1. Especificidade e Seletividade

E a capacidade de detecgdo de um composto de interesse em presenga de outros
componentes da matriz, como impurezas e produtos de degradagao.

Para andlise de impurezas e medidas do teor de determinada substancia, a
especificidade resulta da comparag¢do dos resultados obtidos de amostras contaminadas com
quantidades dentro de um limite de impurezas ou excipientes € amostras ndo contaminadas,

para demonstrar que esses materiais ndo influenciam no resultado do teste.

2.5.2. Linearidade
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E a capacidade de um método analitico de demonstrar que ha uma proporcio direta
entre os resultados obtidos e a concentragdo do analito, enquadrando-se em um intervalo
especifico.

A linearidade deve ser determinada através da analise de, no minimo, cinco
concentragoes diferentes. O grafico poderd apresentar relagdo linear e, caso isso ocorra, 0s
resultados dos testes deverdo passar por métodos estatisticos para determinar-se o coeficiente
de correlagdo, coeficiente angular, dentre outros. O coeficiente de correlagado (r) deve ser igual

a, no minimo, 0,99.
2.5.3. Limite de deteccio e de quantificacio

O limite de detecgdo caracteriza a menor concentracao detectavel do analito, mas nao
necessariamente quantificavel, sob condi¢des experimentais estabelecidas. O limite de

detecg¢do (LDD) pode ser expresso pela equacdo abaixo:

3xs

LDD =—
S

Na qual: s = desvio-padrao da resposta; S = o coeficiente angular do grafico de

calibracao (sensibilidade do aparelho).

Ja o limite de quantificagcdo € caracterizado como a menor concentragdo do analito,
que pode ser quantificada na amostra, com exatidao e precisao aceitaveis, sob as condi¢des

experimentais adotadas. O limite de quantificacdo (LDQ) ¢ definido pela equagdo abaixo:

_10xs

LDQ ==

Na qual: s = desvio-padrao da resposta; S = o coeficiente angular do grafico de

calibracao (sensibilidade do método).

2.5.4. Precisio
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Avalia a proximidade entre varios resultados obtidos através de uma mesma amostra.
Expressa como desvio-padrdo ou coeficiente de variagdo, ¢ dada pela seguinte equagao:
S
CV% =—x 100
M

Na qual: s = desvio-padrao das recuperagdes e M = média das recuperagdes.
Nao se deve admitir valores maiores de 5%.

2.5.5. Exatidao

A exatidao ¢ definida como a similaridade entre o valor real do analito na amostra e o
valor real. Pode ser determinada através do teste de recuperagao da concentragdo média do
analito em diferentes concentragdes ¢ pelo desvio padrdo relativo. No teste de recuperagao,
uma quantidade conhecida de uma substancia quimica de referéncia ¢ adicionada a amostra e
entdo, faz-se o calculo do percentual recuperado pelo método, por meio de comparagao com

resultados obtidos por métodos ja caracterizados.
2.5.6. Robustez

E a medida da capacidade do método em permanecer inalterado sob pequenas
variagdes, indicando sua confiabilidade durante o uso e possibilitando que precaucdes sejam

incluidas no procedimento.
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3 OBJETIVOS
. Desenvolver e validar um método analitico que quantifique AA e NIC com
eficiéncia e baixo custo;
J Aplicar a metodologia validada em uma emulsdo contendo os dois ativos

citados anteriormente.
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4 MATERIAIS E METODO
4.1 Materiais

4.1.1 Materiais

Agua destilada, agua ultrapura obtida por sistema Milli-Q® (Malsheim, Franga),
acetonitrila (Synth), etanol (Synth), metanol (J.T. Baker®), grau CLAE; acido triofluoracético
(Sigma-aldrich, Brasil), acido ascorbico (Synth), nicotinamida (Fragon), Cetearyl Alcohol,
Glyceril Stearate, Ceteareth-20, Shea Butter, Theobroma grandiflorum Seed Butter, Coffea
arabica Seed Oil, CI13-15 Alkane, Octyl Stearate, Dibutyl Adipate, Caprylic/capric
Glycerides, BHT, Sodium Cetearyl Sulfate, Glycerin, Phenoyethanol, EDTA Na,, Pullulan®,
hidroxido de sodio, solu¢do de &cido cloridrico, peréxido de hidrogénio. Foi utilizada
membrana com poro de 0,45 pum e 15 mm de didmetro (Macherey-Nagel®, Diiren, Alemanha)

para filtrar as solu¢des de AA + NIC e papel de filtro para filtrar a amostra.
4.1.2 Equipamentos

Pipetadores automaticos com volume variavel de 10-100 pL, 100-1000 uL, 500-5000
uL (Eppendorf), ultra-som (Unique Ultrasonic Clear), estufa (Quimis), peagdmetro digital
(Gehaka PG 1800), balanca analitica (Bel Enginneering). O sistema cromatografico utilizado
foi o cromatografo a liquido Waters®, constituido por bomba cromatografica gradiente
binaria Waters®, injetor manual Rheodyne Breeze® 77251 e detector de absorvancia UV-VIS
Waters® 2487, contendo software Empower®. Foi utilizada coluna RP18 (XDB, 4,6 x 250
mm, 5 um, Waters). As solucdes constituintes da fase movel foram desgaseificadas em

ultrassom (Unique®, Indaiatuba, Brasil).

4.2 Métodos

4.2.1 Desenvolvimento e preparo da formulacio
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Para que a metodologia analitica a ser desenvolvida pudesse ser aplicada, foi
necessario o desenvolvimento de uma emulsdo contendo AA e NIC.

Diversas formulas foram desenvolvidas e incorporadas nos ativos propostos, porém
todas apresentaram mudancas estruturais que refletiram na estabilidade da preparacao. Tais
formulas e o historico do desenvolvimento encontram-se apresentados no item Resultados e
Discussoes.

A emulsao desenvolvida e aplicada no desenvolvimento e validagao da metodologia

proposta esta representada na tabela II1.

Tabela III. Composi¢do percentual da emulsdo proposta contendo alcool cetoestearilico
(Cetearyl Alcohol), alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE (Ceteareth-20) e cetil estearil

sulfato de sodio (Sodium Cetearyl Sulfate).

INCI name %

Cetearyl Alcohol 8,00
Glyceril Stearate 1,80
Ceteareth-20 1,30
Shea Butter 0,50
Theobroma grandiflorum Seed Butter 0,20
Coftfea arabica Seed Oil 0,10
C13-15 Alkane 0,25
Octyl Stearate 0,60
Dibutyl Adipate 0,60
Caprylic/capric Glycerides 0,25
BHT 0,05

Sodium Cetearyl Sulfate 1,30
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Glycerin 3,00
Phenoyethanol 0,70
Disodium EDTA 0,10
Pullulan 3,00
Aqua g.s.p. 100,00
Ascorbic Acid 1,00
Nicotinamide 1,00

Apo6s o desenvolvimento da emulsdo com aspectos e viscosidade adequados, os
constituintes da mesma, apresentados na tabela III foram devidamente pesados em balanga
semi-analitica, em recipientes adequados. A emulsdo foi obtida através do método de mistura
direta da fase aquosa previamente aquecida a 70-80°C vertida sob a fase oleosa a 60-70°C,
com agitagdo manual até homogeneizagao total.

Os ativos foram adicionados a emulsdao pouco antes do uso para que qualquer possivel
degradacdo fosse minimizada, obtendo a amostra. Em 2 g de emulsdo foram adicionados 0,02
g de cada ativo, em um baldo volumétrico, e o volume foi completado para 100 mL com agua
para que a solugdo tivesse concentracdo de 200 pg/mL de AA e NIC. A mesma foi
duplamente filtrada, primeiro em papel de filtro e depois em membrana de celulose
regenerada (0.45 um) e, apos este procedimento, uma aliquota de 2,5 mL foi diluida em um
baldo volumétrico de 10 mL para andlise no HPLC, para que nenhuma particula tivesse

tamanho que inviabilizasse o teste.

4.2.2 Desenvolvimento do método analitico para quantificacio de AA e NIC em

emulsao
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Anteriormente ao desenvolvimento de um método analitico quantitativo, pesquisas

bibliograficas foram realizadas para que métodos ja existentes fossem usados como base. A

tabela IV € um compilado desta pesquisa.

Tabela I'V. Métodos para determinagdo de AA e NIC por HPLC

Fase movel pH Vaziao Tempo  Comprimento Coluna
de de onda
retencao
Acido 25mM de NaH;PO4 e 2,5 ImL/min 245nm Coluna de
ascorbico 0,00125% de NaNj3 ajustado fase reversa
com C18
acido (250x4,6x5n
orto- m)
fosforico
Tampao de acetato de 6,7 0,6mL/mi  15min 254nm Coluna de
sodio 0,004mol/L, n fase reversa
EDTA  0,05mol/L e Cl18
fosfato de tributilamonio (250x4,6x5n
0,5mol/L m)
Agua ultrapura com 0,8mL/mi  10min  254nm Coluna de
0,1% de acido acético n fase reversa

Shim pak
CLC ODS
(3,9mmx50m

mx4um)
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Acido orto-fosforico a

0,1%

Tampao fosfato

Metanol: THF:H20
26:17:57, acidificada
com 0,3% de acido

formico

0,01% de solucdao de

acido sulfurico

1,6g of decilamina, 80ml
de acetonitrila, 100ml de

solucdo de acetate de

Coluna
Supelcogel C-
610H com 30
cm X 7,8 mm
ID de
dimensao
Coluna
Agilent C18
(2,5x25mmx5
pm)

Coluna:
Symmetry
C18 (2,1 x
150 mm, 3,5
pm)

Coluna de
fase reversa
C18
Spherisorb®
ODS2 (5 um)
(4.6 mm % 25
0 mm)

Coluna
LiChrospher

RP-18; 5 um;
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Nicotinamida

sodio (0.25 M); pH 5.4 ¢
820ml de agua destilada;
o pH foi ajustado para
5,4 com acido fosfoérico
85% e 50mg TCEP; HCI
foi adicionado na
solucao final

50% acetonitrila ¢ 50%

solucdo  tampao de
fosfato de sodio
(10 mM)

95% de NaH;POs em

agua (0,05 M) e 5% de

metanol

2% (v/v) de solugdo de
acido acético em agua

1,88¢g de
hexanossulfonato de

sodio em 1L de agua

4,75

pH foi
ajustado
para 3.6
adiciona
ndo 85%
de 4acido
fosforico

2,5

3,5
ajustado

com

1,2mL/mi

0,7

mL/min

Iml/min

sistema
1socratico:

de 0,01 a

5,3min

205nm

4,18min 242nm

3,1min

243nm

270nm

4.6 x 250 mm

Coluna
Waters
Spherisorb
SsNH> (250
x 4.6 mm,

5 w; Waters)
Coluna RP-18
Lichrosorb
(15 cm x 4.6
mm, 5 pm d.
p.) da Merck

(Darmstadt,

Germany).

Coluna de
fase reversa

C-8
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adicionada de 5mL de acido

acido acético glacial e fosforico

1mL de trietilamina

70% sal de sodio de
acido hexanosulfonico e

30% metanol

Mistura de  tampdo
(contendo o pareador
i6nico  hexanosulfonato
de sodio) e metanol na
proporg¢do 70 para 30

Agua ultrapura

10M

2,5

10  min:
1,2
mL/min;
aos 12
min: 1,8
mL/min e
dos 12 aos
40  min:
1,8
mL/min
1,0mL/mi
n
0,8mL/mi
n

25min

254nm

254nm

(150x4,6x5u
m)
Coluna de

fase reversa
C18
(250x4,6x5n
m)

Coluna Nova-
Pack C18
(250 x 4,6

mm, 5 pm)

Coluna de
troca
cationica de
Pb(1I)—

Aminex HPX-
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Mistura de acetonitrila,
0,02 fosfato de potéssio
e 0,01M ortofosfato de
dipotéssio numa razao de
80:20 (v/v)

70% tampao (sal de
sodio de acido sulfonico)
e 30% metanol (HPLC

grade).

Fase movel de método
gradient constituida de
agua deionizada (A) e
metanol (B): 0-5 min,
5% B (v/V); 5-15 min,
35% B (v/v); 15-25 min,
5% B (v/V); and 25—

30 min, 5% B (V/V).

Metanol 0.020 M,

tampao de fosfato de

3,87min  254nm

87P (300 mm
x 7,8 mmx9,0
pm)

Coluna CI18

Kromasil

Coluna de
fase reversa
C18 (250 x
46 mm, 5

pm) column

(Waters)
Coluna CI18
HPS™ (150

mm X 4.6 mm
1.d., 5 pum,
MicroSolv
Technology
Corporation,
Eatontown,
NJ, USA)
Coluna 5 pm,

250 mm x 4.6
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potassio (40:60, v/v). mm 1.d.
Hypersil
Fluophase
PFP
(Cheshire,
England)
Acetonitrila : methanol : 0,2mL/mi  3,78min Coluna Grom
agua : acido formico n Hypersil CPS
(700/190/110/1, v/v/Iviv). 5 um
(250 x 2 mm)
Método gradiente: %B ImL/min  4,3min  220nm Coluna CI18
0.00 min 10%, 4.00 min Agilent
10% 9.00 min 90%. Zorbax
Solventes A:  H20 Eclipse Plus

(Millipore) B: Metanol

A partir destas informagdes, diversas condi¢cdes cromatograficas foram testadas no
ensaio cromatografico por HPLC para que fosse selecionada a melhor condigdo que
quantificasse os ativos, com redugdo da assimetria do pico, minimizagdo dos danos a coluna
cromatografica e de geragdo de residuos toxicos. O equipamento utilizado foi o Waters*,
constituido de bomba cromatografica gradiente bindria Waters 1525, injetor manual
Rheodyne Breeze 77251 com detector UV Waters 248, além de coluna RPig (XDB, 4,6 x 250
mm, 5 pm, Waters). A solugdo padrdo utilizada em todas as inje¢des era composta de AA +

NIC a 200 pg/mL em agua. Variagdes entre as injecdes foram feitas, como mudanga de
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método isocratico para método gradiente, acidificacdo do meio com acido acético e mudanga
da coluna. Deste modo, a condigdo cromatografica utilizada para a quantificagdo de AA +
NIC em emulsao ¢é constituida de fase movel contendo 0,01% de acido trifluoracético em
agua, coluna RPis (XDB, 4,6 x 250 mm, 5 um, Waters), inje¢ao de 20 pL, vazao de 1,7

mL/min, absorbancia de 254nm, corrida de 5 minutos.

4.2.3. Validacao do método analitico

De acordo com a ICH, Internacional Conference on Harmonization, o objetivo da
validagdo de um método analitico ¢ demonstrar que este ¢ adequado para o seu propdsito,
seguindo os parametros de linearidade, seletividade, exatidao, precisdo, robustez e limites de

deteccao e quantificagao.

4.2.3.1. Especificidade e Seletividade

A especificidade foi estudada a partir de trés aliquotas do padrdo de AA + NIC na
concentragdo de 50 pg/mL, trés aliquotas da amostra da emulsdo base e trés aliquotas da
emulsdo a 1% de ativo. Apos este processo, as aliquotas foram injetadas no cromatdgrafo.
Para a avaliacdo da seletividade, como as impurezas e produtos de degradacdo ndo estavam
disponiveis, a mesma pode ser estudada através de indug@o do analito a condigdes de estresse,
forcando a obtencdo de produtos de degradacdo, o que permite verificar a ocorréncia destes
produtos na analise. A solu¢do padrao de AA + NIC na concentragdo de 50 pg/mL foi
submetida a solu¢ao de hidroxido de sodio 0,1 M, solugdo de acido cloridrico 0,1 M, solucao
de perdxido de hidrogénio 10 volumes e dgua, todas a 80°C, além de luz ultravioleta a 25°C e
estufa a 35°C, por um periodo de oito horas. Com esta andlise, foi possivel verificar se ha

presenca de picos de degradagdo coincidentes com os dos ativos.
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4.2.3.2. Linearidade

Vinte microlitros foram manualmente injetados na coluna da solucao de AA + NIC,
em concentragdes de 20-80 uL/mL, em triplicata. A equagdo da linearidade foi determinada

por analise de regressao linear de minimos quadrados.

4.2.3.3. Limites de detec¢do e quantificacio

Os limites de detec¢dao (LDD) e de quantificagdo (LDQ) foram obtidos a partir das

equagoes (1) e (2):

(1) LDD = 3,3xDP/I

(2) LDQ = 10xDP/I

Onde, DP ¢ o desvio padrdo e I ¢ a inclinacdo média, obtidos pelo estudo de linearidade.

4.2.3.4. Precisao

A precisdao foi avaliada em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria. A
repetibilidade foi analisada a partir da solugdo padrao de AA + NIC no mesmo dia, enquanto
que a precisdo intermedidria foi realizada com a inje¢do por dois analistas e em dois dias
diferentes. Um ensaio com sete repeticdes de injecdes a 50 pg/mL foi realizado. Os dados

obtidos foram analisados e calculou-se a percentagem de DPR para as respostas analiticas.

4.2.3.5. Exatidao

A exatiddo do método foi estudada pela medicdo da recuperagdo do padrio de
referéncia da concentragdo do método (50 pg/mL) em trés niveis, de 80, 100 e 120%, em
triplicata. Uma solugdo estoque padrdo de AA + NIC a 200 pg/mL e uma solugdo estoque da
emulsdo base a 200 pg/mL foram preparadas. Em um baldo volumétrico de 10 mL: 2.1,2.5 ¢

2.9 mL de aliquotas da solu¢do-padrao com adi¢do de 2,0 mL de solu¢do da emulsdo base em
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cada balao volumétrico. Respectivamente, as concentragdes finais obtidas foram de 42, 50, 58
png/mL, correspondendo a 80, 100 e 120% da concentragdo do método. Foram determinadas
as recuperagoes médias em termos de percentagem de recuperacdo de AA e NIC do ensaio,

além do desvio-padrao relativo (DPR).

4.2.3.6. Robustez

A robustez do método foi avaliada através da mudanca de algumas condig¢des
cromatograficas definidas, que pudessem vir a desestabilizar a analise. Solucdo padrao de AA

+ NIC a 50 pg/mL foi injetada no HPLC com as seguintes variagdes:

e Taxa de fluxo da fase movel: 1.65, 1.70 e 1.75 mL/min;
e Volume de injecdo: 18,20 e 22 uL;
e Fonte da 4gua da fase movel: laboratorio de controle de qualidade e de

farmacotécnica.

Os resultados foram analisados considerando a DPR. O volume de injecdo, mudanga

que mais apresentou variagao, deve ser controlado e monitorado nas anélises de rotina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento da formulacgio

Todas as formulagdes foram preparadas com posterior adicdo dos ativos diluidos em
agua ultrapura deionizada, quando a mesma j& apresentava viscosidade e encontrava-se a
temperatura ambiente.

A tabela V representa a primeira formulacao testada apds a validagdo da metodologia
analitica. Ficou estabelecido o emprego do Emulfeel SGP, um organogel auto emulsificante,
composto por Helianthus annuus (sunflower) seed oil, Polyacrylic Acid, Xylityl
Sesquicaprylate, Glyceryl Stearate, Euphorbia cerifera (candelilla cera) wax e Sodium
hydroxide. Tal material, desenvolvido e comercializado pela Chemyunion®, representa o
componente fundamental para a elaboracdo da emulsdo proposta. A emulsdo obtida
apresentou caracteristicas de média viscosidade, com fluxo e sensorial de toque seco apos a
aplicagao.

Apds a diluicdo dos ativos em pequena quantidade de agua, esta solu¢do foi
adicionada a emulsdo previamente preparada e resultou em perda completa da viscosidade.
Este fato pode ser justificado devido a adicdo de um &cido a formulagdo, o que causou uma
interacdo desfavoravel a estrutura da emulsdo, considerando que o Emulfeel SGP apresenta
em sua composi¢do o espessante hidrofilico Polyacrylic Acid neutralizado com Sodium
hydroxide e que tal proposta ndo suporta acidez, soma-se a isto a necessidade da adi¢ao de

agua na emulsdo ja preparada, por conta da necessidade de solubilizar os ativos.

Tabela V. Composi¢ao percentual da emulsao proposta contendo Emulfeel SGP

INCI name %

Helianthus annuus (sunflower) seed oil, Polyacrylic
4,50
Acid, Xylityl Sesquicaprylate, Glyceryl Stearate,
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Euphorbia cerifera (candelilla cera) wax, Sodium
hydroxide

PPG-2 Ceteth-20

Shea Butter

Theobroma grandiflorum Seed Butter
Coffea arabica Seed Oil

C13-15 Alkane

Octyl Stearate

Dibutyl Adipate

Caprylic/capric Glycerides

BHT

Glycerin

Phenoyethanol

Disodium EDTA

Aqua

Ascorbic Acid

Nicotinamide

0,50
0,50
0,20
0,10
0,25
0,60
0,60
0,25
0,05
3,00
0,70
0,10
g.s.p. 100,00
1,00

1,00

A tabela VI representa uma segunda formulacao testada. A emulsdo apresentou boa

viscosidade, bom espalhamento, sensorial inicial pegajoso, mas, pos-aplicagcdo, sensorial de

toque seco e deslizante. Se comparada com a formulacdo representada na tabela V, essa

preparacdo apresentou modificagdes que incluiram o monoestearato de glicerila (Glyceril

Stearate) e o Pullulan. O monoestearato de glicerila (Glyceril Stearate) ¢ um co-emulsionante

ndo i6nico, ou emulsificante auxiliar, que contribui com a consisténcia da emulsdo e ¢

largamente empregado em emulsdes do tipo O/A e A/O, podendo ser utilizado em uso interno
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e também em uso externo. Quando utilizado externamente, apresenta propriedades emolientes
e, se associado a um tensoativo anidnico primario em pequenas quantidades, pode produzir
auto-emulsoes, utilizadas em sistemas do tipo O/A. Produz emulsdes brilhantes, brancas e
estaveis, além de facil manuseio. J& o Pullulan, material produzido pelo fungo
Aureobasidium pullulans, apresenta atividade tensora e hidratante na pele, além de contribuir
para a viscosidade da emulsao.

ApoOs a adicdo dos ativos solubilizados em agua, esta emulsdo também perdeu

completamente a viscosidade.

Tabela VI. Composicdo percentual da emulsdo proposta contendo Emulfeel SGP,

monoestearato de glicerila (Glyceril Stearate) e Pullulan.

INCI name %

Helianthus annuus (sunflower) seed oil, Polyacrylic

Acid, Xylityl Sesquicaprylate, Glyceryl Stearate,

Euphorbia cerifera (candelilla cera) wax, Sodium 20
hydroxide

Glyceril Stearate 1,20
PPG-2 Ceteth-20 0,50
Shea Butter 0,50
Theobroma grandiflorum Seed Butter 0,20
Coftfea arabica Seed Oil 0,10
C13-15 Alkane 0,25
Octyl Stearate 0,60
Dibutyl Adipate 0,60

Caprylic/capric Glycerides 0,25
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BHT 0,05
Glycerin 3,00
Phenoyethanol 0,70
Disodium EDTA 0,10
Pullulan 3,00
Aqua g.s.p. 100,00
Ascorbic Acid 1,00
Nicotinamide 1,00

A tabela VII representa a composicao de uma emulsdo proposta que nao contém o
Pullulan. A retirada deste componente ndo alterou o resultado final da emulsao representada
na tabela VI. Esta modificagdo foi feita para verificar se este componente afetaria a
viscosidade da emulsdo apds a adi¢do dos ativos solubilizados em dgua.

Como resultado, esta formulacdo perdeu a viscosidade inicial ap6s a adigdo dos ativos,
0 que comprovou que o Pullulan ndo interfere na viscosidade da emulsdao quando em contato

com o AA e a NIC.

Tabela VII. Composi¢do percentual da emulsdo proposta contendo Emulfeel SGP e

monoestearato de glicerila (Glyceril Stearate).

INCI name %

Helianthus annuus (sunflower) seed oil, Polyacrylic
Acid, Xylityl Sesquicaprylate, Glyceryl Stearate,

4,50
Euphorbia cerifera (candelilla cera) wax, Sodium

hydroxide

Glyceril Stearate 1,20
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PPG-2 Ceteth-20

Shea Butter

Theobroma grandiflorum Seed Butter

Coffea arabica Seed Oil
C13-15 Alkane

Octyl Stearate

Dibutyl Adipate
Caprylic/capric Glycerides
BHT

Glycerin
Phenoyethanol
Disodium EDTA
Aqua

Ascorbic Acid

Nicotinamide

0,50
0,50
0,20
0,10
0,25
0,60
0,60
0,25
0,05
3,00
0,70
0,10
g.s.p. 100,00
1,00

1,00

A tabela VIII representa uma formulagdo desenvolvida a partir da formulagdo indicada

na tabela VII, com um aumento na porcentagem de Emulfeel SGP, de 4,5% para 5,0%, e de

monoestearato de glicerila, de 1,20% para 2,00%. Como o Emulfeel SGP ¢ um material auto-

emulsificante e 0 monoestearato de glicerila (Glyceril Stearate) ¢ um agente de consisténcia e

um material emulsificante auxiliar, propde-se que tais alteragdes aumentem a viscosidade do

sistema proposto a tal ponto que a inclusdo dos ativos e a perda de viscosidade esperada

resultem em uma prepara¢do final com viscosidade aceitavel. Porém, o observado foi uma

perda de viscosidade consideravel como acontecido com as demais preparagdes que

empregou-se o Emulfeel SGP como material auto-emulsificante.
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Tabela VIII. Composi¢do percentual da emulsdo proposta contendo Emulfeel SGP 5% e

monoestearato de glicerila (Glyceril Stearate) 2%.

INCI name %
Helianthus annuus (sunflower) seed oil, Polyacrylic

Acid, Xylityl Sesquicaprylate, Glyceryl Stearate,

Euphorbia cerifera (candelilla cera) wax, Sodium >0
hydroxide

Glyceril Stearate 2,00
PPG-2 Ceteth-20 0,50
Shea Butter 0,50
Theobroma grandiflorum Seed Butter 0,20
Coftfea arabica Seed Oil 0,10
C13-15 Alkane 0,25
Octyl Stearate 0,60
Dibutyl Adipate 0,60
Caprylic/capric Glycerides 0,25
BHT 0,05
Glycerin 3,00
Phenoyethanol 0,70
Disodium EDTA 0,10
Aqua g.s.p. 100,00
Ascorbic Acid 1,00
Nicotinamide 1,00
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A tabela IX indica a formulagdo de um gel espessado com Pullulan. O preparo
envolveu a cuidadosa adi¢cao de Pullulan em agua, a qual apresentou viscosidade satisfatoria.
Os ativos foram solubilizados em agua e adicionados a solugdao descrita anteriormente € a
viscosidade nao foi perdida, reforcando que o Pullulan, quando em contato com AA e NIC,

ndo interfere na viscosidade da emulsdo.

Tabela IX. Gel com Pullulan para teste de viscosidade

INCI name %
Pullulan 3,00
Aqua g.s.p. 100,00
Ascorbic Acid 1,00
Nicotinamide 1,00

Um creme, indicado na tabela X, apenas com Emulfeel SGP, dgua e os ativos foi
preparado para teste da viscosidade. O Emulfeel SGP foi adicionado em um béquer contendo
agua e, contrariando a proposta do fabricante do material, este foi aquecido, resultando em
uma emulsdo com boa viscosidade apos resfriamento. Os ativos foram solubilizados em agua
e adicionados a esta emulsdo ja preparada e observou-se perda quase total da viscosidade, o

que indica que os ativos interferem na viscosidade da emulsdo produzida pelo Emulfeel SGP.

Tabela X. Creme com Emulfeel SGP para teste de viscosidade

INCI name %

Helianthus annuus (sunflower) seed oil, Polyacrylic
Acid, Xylityl Sesquicaprylate, Glyceryl Stearate,
4,50

Euphorbia cerifera (candelilla cera) wax, Sodium

hydroxide
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Aqua g.s.p. 100,00
Ascorbic Acid 1,00
Nicotinamide 1,00

A tabela XI mostra uma formulacao proposta diferente das anteriores. O Emulfeel
SGP foi retirado da formulagao, assim como o PPG-2 Ceteth-20 (alcool cetilico etoxilado e
propoxilado), ambos agentes emulsificantes. Nesta nova formulagdo, foi adicionado alcool
cetoestearilico, alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE e cetil estearil sulfato de sodio.

O alcool cetoestearilico ¢ um componente muito utilizado na industria farmacéutica e
de cosméticos por atuar como agente de consisténcia, atribuindo a formulagdo caracteristicas
como viscosidade, emoliéncia e estabilidade. Este excipiente ¢ extremamente suave e
compativel com a pele, além de proporcionar protecdo a pele, o que justifica seu grande uso
em cremes, logdes cremosas, condicionadores capilar, entre outros.

Outro componente desta formulagdo ¢ o alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE
(Ceteareth-20). Este ¢ constituido por alcoois graxos etoxilados derivados da reagdo de
alcoois cetilicos, cetoestearilico e oleilico de origem natural com 6xido de etileno (EO).
Quando combinado com alcoois graxos utilizados como agentes de consisténcia, o resultado
sdo emulsdes O/A com alta estabilidade. Neste caso, o alcool cetoestearilico (Cetearyl
Alcohol) foi o escolhido para esta combinagdo.

Ja o cetil estearil sulfato de s6dio (Sodium Cetearyl Sulfate) ¢ um tensoativo aniénico
da classe dos alcoois graxos sulfatados. Tem a caracteristica de ser agente emulsificante em
formulacdes de uso topicos, resultando em emulsdes O/A.

A emulsdo foi preparada primeiramente sem os ativos e apresentou toque seco, boa
aparéncia ¢ boa viscosidade. AA + NIC foram solubilizados em &gua e adicionados a

emulsdo. Houve perda parcial da viscosidade da emulsdo apds esta adicdo, o que
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possivelmente poderia ser corrigido com uma modificagdo na formulagdo, aumentando a

concentragdo do agente de consisténcia.

Tabela XI. Composicdo percentual da emulsdo proposta contendo alcool cetoestearilico
(Cetearyl Alcohol), alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE (Ceteareth-20) e cetil estearil

sulfato de sddio (Sodium Cetearyl Sulfate).

INCI name %
Cetearyl Alcohol 5,00
Glyceril Stearate 1,80
Ceteareth-20 1,30
Shea Butter 0,50
Theobroma grandiflorum Seed Butter 0,20
Coftfea arabica Seed Oil 0,10
C13-15 Alkane 0,25
Octyl Stearate 0,60
Dibutyl Adipate 0,60
Caprylic/capric Glycerides 0,25
BHT 0,05
Sodium Cetearyl Sulfate 1,30
Glycerin 3,00
Phenoyethanol 0,70
Disodium EDTA 0,10
Pullulan 3,00
Aqua g.s.p. 100,00

Ascorbic Acid 1,00
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Nicotinamide 1,00

A tabela XII traz uma modificacdo realizada a partir da composi¢do da emulsdo
representada na tabela XI. Como a viscosidade foi parcialmente perdida, e ndo totalmente
perdida como observado nas demais formulagdes, aumentou-se a concentracdo de alcool
cetoestearilico (Cetearyl Alcohol) de 5,00% para 8,00%.

A emulsdo foi preparada sem a adicdo dos ativos, primeiramente, ¢ nao foram
observadas grandes mudangas quando comparado a emulsdo da tabela XI. Os ativos foram
solubilizados em 4gua e adicionados a emulsdo e ndo houve perda da viscosidade, mantendo-
se a mesma apos incorporagao de AA + NIC.

Portanto, a tabela XII indica a emulsao adotada para a continuidade da quantificagdo

de AA e NIC em emulsdo, com a utilizagdo de HPLC.

Tabela XII. Composicdo percentual da emulsdo proposta alcool cetoestearilico (Cetearyl
Alcohol), alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE (Ceteareth-20) e cetil estearil sulfato de sddio

(Sodium Cetearyl Sulfate).

INCI name %

Cetearyl Alcohol 8,00
Glyceril Stearate 1,80
Ceteareth-20 1,30
Shea Butter 0,50
Theobroma grandiflorum Seed Butter 0,20
Coffea arabica Seed Oil 0,10
C13-15 Alkane 0,25

Octyl Stearate 0,60
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Dibutyl Adipate 0,60
Caprylic/capric Glycerides 0,25
BHT 0,05
Sodium Cetearyl Sulfate 1,30
Glycerin 3,00
Phenoyethanol 0,70
Disodium EDTA 0,10
Pullulan 3,00
Aqua g.s.p. 100,00
Ascorbic Acid 1,00
Nicotinamide 1,00

5.2. Método analitico desenvolvido para quantificacio de acido ascérbico e de

nicotinamida em emulsao

As figuras de 6 a 17 representam os cromatogramas obtidos desta etapa.

A figura 6 representa o cromatograma nas condigdes cromatograficas de fase movel
constituida de dgua e metanol (70:30) v/v, vazao de 0,7 mL/min, injecdo de 40 pL, deteccdo a
262 nm, com tempo de corrida de 15 min. Neste cromatograma, o primeiro pico, de AA,
apresentou assimetria frontal, o que pode indicar algum interferente, além de ambos os picos

estarem em uma faixa muito pequena de absorbancia.

Figura 6 — Cromatograma obtido com método isocratico de fase movel constituida de agua e

metanol (70:30) v/v
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A figura 7 representa o cromatograma nas condi¢des cromatograficas de fase movel
constituida de dgua e metanol (80:20) v/v, vazao de 0,7 mL/min, injecdo de 40 pL, deteccdo a
262nm, com tempo de corrida de 15 min. Com estas condi¢des cromatograficas, o pico de AA

obtido ndo foi satisfatorio devido a algumas variagdes no topo do pico.

Figura 7 — Cromatograma obtido com método isocratico de fase movel constituida de agua e

metanol (80:20) v/v
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A figura 8 representa o cromatograma nas condigdes cromatograficas de fase movel
constituida de 4gua e metanol (90:10) v/v, vazao de 0,7 mL/min, injecdo de 40 uL, deteccdo a
262 nm, com tempo de corrida de 15 min. Este cromatograma separou melhor os dois ativos,
porém, o primeiro pico, de AA, apresentou uma variacao na base, € o segundo pico, de NIC

estd em uma faixa de absorbancia muito pequena.
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Figura 8 — Cromatograma obtido com método isocratico de fase movel constituida de agua e

metanol (90:10) v/v
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A figura 9 representa o cromatograma nas condi¢des cromatograficas com método
gradiente de fase movel constituida de dgua e metanol (80:20) v/v no inicio da injecdo e
terminando com agua e metanol (40:60) v/v, vazdo de 0,8 mL/min, injecdo de 20 pL,
detec¢do a 262 nm, com tempo de corrida de 15 min. Observa-se neste cromatograma que
ambos os picos estao em uma faixa de absorbancia muito pequena, além de a base do pico de

AA apresentar assimetria frontal.

Figura 9 — Cromatograma obtido com método gradiente de fase movel constituida de agua e

metanol (80:20) v/v no inicio da inje¢do e terminando com agua e metanol (40:60) v/v
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A figura 10 representa o cromatograma nas condi¢des cromatograficas com método

gradiente de fase movel constituida de 4gua e metanol (90:10) v/v no inicio da injec¢do e
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terminando com 4agua e metanol (30:70) v/v, acidificado com 0,5% de &cido acético, vazao de
1,0 mL/min, inje¢ao de 20 pL, deteccao a 262 nm, com tempo de corrida de 12 min. Nestas
condigdes, os dois picos ficaram muito proximos € em uma faixa de absorbancia muito

pequena.

Figura 10 — Cromatograma obtido com método gradiente de fase movel constituida de agua e

metanol (90:10) v/v no inicio da inje¢do e terminando com agua e metanol (30:70) v/v
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A figura 11 representa o cromatograma nas condi¢des cromatograficas com método
gradiente de fase movel constituida de 4gua e metanol (85:15) v/v no inicio da inje¢do e
terminando com agua e metanol (40:60) v/v, vazdo de 1,0 mL/min, injecdo de 20 pL,
deteccdo a 262 nm, com tempo de corrida de 15 min. Assim como os anteriores, neste
cromatograma, os picos obtidos apresentam assimetria frontal e estdo em uma faixa de

absorbancia muito pequena.

Figura 11 — Cromatograma obtido com método gradiente de fase movel constituida de agua e

metanol (85:15) v/v no inicio da inje¢do e terminando com agua e metanol (40:60) v/v
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A figura 12 representa o cromatograma nas condigdes cromatograficas com método
gradiente de fase movel constituida de 4gua e metanol (95:5) v/v no inicio da inje¢do e
terminando apenas com metanol, vazao de 0,8 mL/min, inje¢ao de 40 pL, deteccdo a 262 nm,
com tempo de corrida de 20 min. Com estas condi¢cdes cromatograficas, o primeiro pico

obtido apresenta um bom resultado, porém, o segundo pico estd em uma faixa de absorbancia

muito pequena.

Figura 12 — Cromatograma obtido com método gradiente de fase movel constituida de agua e

metanol (95:5) v/v no inicio da inje¢do e terminando apenas com metanol
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A figura 13 representa o cromatograma nas condig¢des cromatograficas de fase movel
constituida por 4gua acificada com 2,5% de éacido acético e acetonitrila (95:5) v/v, vazio de
0,7 mL/min, injecdo de 20 pL, detec¢do a 260 nm, com tempo de corrida de 15 min. Nesta
corrida, o cromatograma apresentou diversos picos, talvez derivados de interferentes, o que

impossibilita dizer quais picos correspondem aos ativos.
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Figura 13 — Cromatograma obtido com método isocratico de fase movel constituida por agua

acificada com 2,5% de 4cido acético e acetonitrila (95:5) v/v

A figura 14 representa o cromatograma nas condi¢des cromatograficas com método
gradiente de fase movel constituida de agua acidificada com 0,1% de acido acético e metanol
(90:10) v/v no inicio da inje¢do e terminando com dagua acidificada com 0,1% de &cido
acético e metanol (40:60) v/v, vazdo de 0,8 mL/min, inje¢do de 20 pL, detecgdo a 262 nm,
com tempo de corrida de 12 min. Ambos os picos obtido encontram-se em uma faixa de

absorbancia muito pequena, sendo que o segundo pico, de NIC, apresenta uma boa resolugao,

ao contrario do primeiro pico que se alargou na base.

Figura 14 — Cromatograma obtido com método gradiente de fase movel constituida de dgua
acidificada com 0,1% de 4cido acético e metanol (90:10) v/v no inicio da injecdo e

terminando com 4gua acidificada com 0,1% de acido acético e metanol (40:60) v/v
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A figura 15 representa o cromatograma nas condi¢des cromatograficas de fase movel
constituida de dgua acidificada com &cido acético a pH 2,6 e metanol (85:15) v/v, vazao de
0,8 mL/min, injecdo de 40 pL, detecgdao a 262 nm, com tempo de corrida de 15 min. Neste
cromatograma, os picos obtidos apresentam boa resolugdo, porém, ambos apresentam tempo

de retengao entre 3,5 e 4,0 minutos.

Figura 15 — Cromatograma obtido com método isocratico de fase mdvel constituida de agua

acidificada com acido acético a pH 2,6 e metanol (85:15) v/v
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A figura 16 representa o cromatograma nas condi¢des cromatograficas com meétodo
gradiente de fase movel constituida por dgua e metanol (95:5) v/v no inicio da injecdo e
terminando com agua e metanol (40:60) v/v, vazdo de 0,8 mL/min, inje¢cdo de 20 pL,
deteccdo a 262 nm, com tempo de corrida de 12 min. Esta injecao foi realizada com uso de

outra coluna, a coluna Phenomenex 11.

Figura 16 — Cromatograma obtido com coluna Phenomenex 11.
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A figura 17 representa o cromatograma nas condigdes cromatograficas de fase movel
contendo 0,01% de 4cido trifluoracético em agua, coluna RPs (XDB, 4,6 x 250 mm, 5 um,
Waters), injecdo de 20 pL, vazdo de 1,7 mL/min, absorbancia de 254 nm, corrida de 5
minutos. Por fim, esta condicdo cromatogréfica apresentada corresponde ao melhor resultado
obtido, com uso de solventes verdes, curto tempo de corrida e picos de alta resolucao, sendo a

condicdo cromatografica de escolha para a quantificagdo de AA + NIC em emulsao.

Figura 17 — Cromatograma obtido com método isocratico de fase movel contendo 0,01% de

acido trifluoracético em agua

= — NIC

5.3. Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos quantitativos
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5.3.1. Valida¢ao do método de quantificacdo do acido ascorbico e da nicotinamida por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A partir do estudo preliminar e dos testes realizados com as diferentes fases moveis
descritas anteriormente, foi possivel determinar que a fase mével composta por dgua com
0,01% de TFA, vazao 1,7 mL/min, detecgdo UV 254 nm e com volume de inje¢do de 20 pL
foi a ideal para quantificar os ativos, diminuir a assimetria do pico e gerar menos residuos

toxicos. Desta forma, a validagao pdde ser concluida.

5.3.1.1. Especificidade e Seletividade

Para anélise da especificidade/seletividade, injetou-se o padrdo, a base da emulsdo e a
emulsdo com os ativos. Nao foram obtidos picos concomitantes com os picos conhecidos de
AA e NIC, portanto, a analise ndo possui interferentes. A figura 18 representa a inje¢ao da
emulsdo base e amostra (emulsdo contendo ativos) comparadas ao padrdao de AA e NIC a 50

pug/mL.

Figura 18 — Cromatograma da inje¢do de padrao, amostra e base da emulsdo, na concentracao
de 50 pg/mL diluidas em agua, vazao 1,7 mL/min, deteccao a 254 nm, utilizando coluna RPig

(XDB, 4,6 x 250 mm, 5 pum, Waters).
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A seletividade foi testada a partir da indugdo de condigdes de estresse, visto que os
produtos de degradagdo dos ativos ndo estdo disponiveis no mercado e poderiam interferir nos
picos dos cromatogramas, caso houvessem. Portanto, a solugao padrao de AA + NIC na
concentracdo de 50 pg/mL foi submetida a solugao de hidréxido de sodio 0,1 M, solucao de
acido cloridrico 0,1 M, solucao de peréxido de hidrogénio 10 volumes e agua, todas a 80°C,
além de luz ultravioleta a 25°C e estufa a 35°C, por um periodo de oito horas. Injetou-se cada
solucdo citada anteriormente imediatamente apos o periodo estipulado € os cromatogramas
obtidos podem ser observados nas Figuras 19 a 24. Nao foram observados picos de
degradacdo interferentes na analise do AA e NIC nem préximos ao tempo de retencao de cada
composto, evidenciando sua seletividade.

Figura 19 — Cromatogramas obtidos por CLAE para solu¢cdo de AA + NIC (50 pg/mL), em

HC1 0,1 M, a 80°C.
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Figura 20 — Cromatogramas obtidos por CLAE para solu¢do de AA + NIC (50 pg/mL), em

NaOH 0,1 M, a 80°C.
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Figura 21 — Cromatogramas obtidos por CLAE para solu¢do de AA + NIC (50 pg/mL), em

H>0, 0,1 M, a 80°C.
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Figura 22 — Cromatogramas obtidos por CLAE para solugdo de AA + NIC (50 pug/mL), em

agua, a 80°C.
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Figura 23 — Cromatogramas obtidos por CLAE para solu¢do de AA + NIC (50 pg/mL), em

luz UV, a 25°C.
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Figura 24 — Cromatogramas obtidos por CLAE para solugdo de AA + NIC (50 pg/mL), em

agua, a 30°C.
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A partir de uma solu¢do padrdo de AA e NIC (200 pL/mL), realizou-se dilui¢des

utilizando agua como solvente para que fossem obtidas solu¢des nas concentragdes de 20 a 80

ng/mL. As areas obtidas estdo nas tabelas XIII e XIV.

Tabela XIII. Valores das areas referentes ao pico de AA para a obtencdo da curva analitica

do método cromatografico.

Concentracio 12 curva 22 curva 32 curva Média DP DPR (%)
final pg/mL
20 683322,3333 721955,6667 756236,0000 720504,6667  36478,4833  4,8658
30 975034,6667 1014944,3333 968682,6667 986220,5556  25077,4507  3,2528
40 1234712,3333 1320213,6667  1233556,3333  1262827,4444 49701,2873  3,9469
50 1469905,6667 1573703,0000  1433679,0000  1492429,2222  72678,4910  4,6495
60 1819156,6667 1887794,6667  1758982,0000 1821977,7778 64452,6553  3,1799
70 2154610,6667 2125431,3333  2094416,6667  2124819,5556 30101,6630  5,8911
80 2458999,3333 2407537,6667  2366945,3333  2411160,7778 46133,8263 5,1915
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Tabela XIV. Valores das areas referentes ao pico de NIC para a obtengao da curva analitica

do método cromatografico.

Concentracao 12 curva 22 curva 32 curva Média DP DPR (%)
final pg/mL
20 760667,6667  746059,6667 733193,6667 746640,3333  13746,2013 1,7260
30 942611,3333  946641,6667 941999,0000 943750,6667 2522,3300 1,3034
40 1151604,6667 1143758,3333  1144723,0000 1146695,3333  4278,8796 1,0462
50 1362301,6667 1364378,0000 1341327,0000 1356002,2222 12751,4470 1,0396
60 1569516,6667 1543586,6667  1523428,3333  1545510,5556 23104,3206 1,3737
70 1762077,0000 1700117,3333  1759206,0000 1740466,7778 34973,1170 1,9252
80 1973432,0000 1925024,0000 1909860,3333 1936105,4444  33202,9819 1,7307

A curva analitica de AA mostrada na Figura 25 foi construida a partir da média dos

valores de trés curvas analiticas obtidas no estudo da linearidade, com concentracdes de 20,

30, 40, 50, 60, 70 e 80 pg/mL. A equagdo da reta determinada pelo método dos minimos

quadrados foi y = 28244x + 133506 com coeficiente de correlagdo (r?) de 0,9991.

Figura 25 — Curva analitica de AA obtida por CLAE.
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A curva analitica de NIC mostrada na Figura 26 foi construida a partir da média dos
valores de trés curvas analiticas obtidas no estudo da linearidade, com concentracdes de 20,
30, 40, 50, 60, 70 e 80 pg/mL. A equacdo da reta determinada pelo método dos minimos

quadrados foi y = 19859x + 352053, com coeficiente de correlagdo (1) de 0,9999.

Figura 26 — Curva analitica de NIC obtida por CLAE.
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A Figura 27 mostra o cromatograma obtido a partir de sete concentragdes diferentes de

AA e NIC, com tempo de retencao de 2,7 min e 3,2 min, respectivamente.

Figura 27 — Sobreposi¢ao de sete cromatogramas da inje¢do de padrdo nas concentragdes de
20 a 80 pg/mL diluidas em agua, vazdo 1,7 mL/min, deteccdo a 254 nm, utilizando coluna

RPi3 (XDB, 4,6 x 250 mm, 5 um, Waters).
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5.3.1.3. Limite de detec¢ido e de quantificacio

Para 0o AA, os LDD e LDQ determinados foram 1,69 pg/mL e 5,14 pg/mL,
respectivamente, enquanto que para a NIC, os LDD e LDQ determinados foram 2,21 pg/mL e
6,71 pg/mL, respectivamente, o que permite concluir que a primeira concentragdo utilizada na
curva analitica ¢ maior do que os valores encontrados, o que permite a deteccdo e a

quantificagdo confiavel dos ativos.

5.3.1.4. Precisao

A precisdo foi baseada na repetibilidade, a qual demonstra a correlagdo das injegdes
em um mesmo dia, com o mesmo analista, utilizando o mesmo equipamento ¢ o DPR obtido
foi de 3,6% para o AA e de 3,7% para a NIC.

J& na avaliacdo da precisdo intermediaria do método, ou seja, realizada em dias e com
analistas diferentes, o DPR obtido foi de 4,5% para o AA e de 2,2% para a NIC, ambos para o
segundo analista, o que resulta no teste F sem diferenca significativa entre os valores de
absorbancia encontrados entre os dois analistas, sendo Fca1 0,57 < Frap 4,28 € Pyalor 0,25 para o
AA, e para a NIC, Fca1 2,48 < Fp 4,28 € Pvaior 0,14, provando a precisao do método proposto,

como mostram as tabelas XV, XVI, XVII e XVIIL

Tabela XV. Precisdo do método com diferentes analistas para o AA.

50 Area 1 Area 2 Area 3 Area 4 Area 5 Area 6 Area 7 Média DPR

pL/mL (%)

Analista 1 1.173.041 1.157.115 1.072.963 1.193.545 1.190.982 1.144.270 1.133.320 1.152.176,5714 3,608
2
Analista 1.177.744 1.229.261 1.215.329 1.216.556 1.266.874 1.191.311 1.092.263 1.198.476,8571 4,570

2 1
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Tabela XVI. Precisao do método com diferentes analistas para a NIC.

50 Area 1 Area 2 Area 3 Area 4 Area 5 Area 6 Area 7 Média DPR

uL/mL (%)

Analista 1 1.018.855 982334  913.174  1.020.835 1.015.200 988.673 990.128 989.885,5714  3,7756
Analista  1.037.457 1.058.538 1.039.457 1.027.989 1.099.520 1.064.610 1.051.142 1.054.101,8571 2,2500

2

Tabela XVII. Teste F da precisao intermedidria para o AA.

Analista 1 Analista 2
Meédia 1.152.176,571 1198476,857
Variancia 1.728.299.114 2.999.877.842
Observacgoes 7 7
Gl 6 6
F 0,576123164
P(F<f) uni-caudal 0,259765434
F critico 4,283865714

Tabela XVIII. Teste F da precisdo intermediaria para a NIC.

Analista 1 Analista 2
Média 989.885,5714 1.054.101,857
Variancia 1.396.855.956 562.512.217,1
Observacdes 7 7
Gl 6 6

F 2,483245543
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P(F<f) uni-caudal 0,146423709
F critico 4,283865714
5.3.1.5. Exatidao

A confirmagdo da exatiddo do método foi feita a partir da determinag¢do das
recuperagdes médias através do método de adicdo de padrao (50 puL), com trés niveis de
concentracdo 80 (R1), 100 (R2) e 120% (R3). O método desenvolvido apresentou-se
adequado para quantificagdo de AA e NIC em emulsdo porque a porcentagem de recuperacao

encontra-se entre 95-105%, como mostram as tabelas XIX e XX.

Tabela XIX. Exatidao do método para analise de emulsao contendo AA.

AA AA encontrado Recuperacdo Recuperagao DPR
adicionado (ng/mL) (%) média (%) (%) n =
(ng/mL) 3

R1 42 43,64 104,01 100,52 0,89

R2 50 50,40 100,80

R3 58 56,11 96,74

Tabela XX. Exatiddo do método para andlise de emulsdo contendo NIC.

NIC NIC encontrada Recuperacdo Recuperagdo DPR
adicionada (ng/mL) (%) média (%) (%) n =
(ug/mL) 3

R1 42 43,66 103,96 100,03 0,83

R2 50 49,89 99,77

R3 58 55,89 96,37
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Além da recuperacao média obtida ter sido adequada, ndo houveram variagdes maiores
do que 5%, o que evidencia a proximidade entre as concentracdes tedricas e experimentais

nos ensaios realizados (BRASIL, 2003).

5.3.1.6. Robustez

O método teve sua robustez avaliada pela modificacao da taxa de fluxo da fase movel,
volume de injecdo e fonte da 4gua da fase movel. O DPR obtido foi inferior a 5% para ambos
os ativos, o que indica que o método ¢ robusto, desde que os resultados obtidos com pequenas

mudangas no método ndo apresentem variagdes significativas, o que mostra a tabela XXI.

Tabela XXI. Valores obtidos na avaliagao da robustez do Protocolo de HPLC para analise de

AA e NIC.

Variavel Faixa investigada AA (%) DPR (%) NIC (%) DPR (%)
Taxa de fluxo da fase 1,65 102,68 3,9280 101,09 3,1580
movel

1,70 100 100

1,75 95,00 95,22
Volume de inje¢do 18 104,79 4,4259 98,95 0,9831
(L)

20 100 100

22 95,92 100,91
Fonte da 4gua da fase Lab. Controle de 100 3,2515 100 0,3195
movel Qualidade

Lab. Farmacotécnica 95,50 100,45
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A emuls3o contendo AA + NIC foi desenvolvida para que pudesse ser utilizada na
quantificagdo dos mesmos no HPLC-UV. Através de ajustes, foi possivel obter uma emulsao
de modo que a viscosidade ndo fosse perdida quando adicionados os ativos. Estes foram
solubilizados em 4gua e adicionados a emulsdo ja preparada, minutos antes da utilizacdo da
mesma para que ndo houvesse qualquer tipo de degradagao.

O método foi desenvolvido e validado com o uso de dgua e acido trifluoracético como
solventes, sendo estes solventes verdes, o que diminui a agressdo ao meio ambiente ¢ a
producdo de residuos toxicos, além de ser uma fase movel ainda ndo utilizada por nenhum
outro método proposto na literatura cientifica, como mostra a tabela XI. Apds selecionadas as
melhores condi¢des de taxa de fluxo da fase movel, volume de inje¢do, comprimento de onda
e outras condi¢des cromatograficas, o método se mostrou muito eficaz para quantificagdo de
AA e NIC em emulsdo, apresentando vantagens como facilidade, rapidez e baixo custo.

A avaliacdo dos resultados obtidos no ensaio de linearidade demonstrou uma
correlagdo entre a absorbancia das solugdes de AA e NIC e as concentragdes de 20-80 pg/mL
utilizadas. A equagdo da reta determinada pelo método dos minimos quadrados para o AA foi
y = 28244x + 133506 e, para a NIC, y = 19859x + 352053, com coeficiente de correlagdo (1?)
de 0,9991 para o AA ¢ 0,9999 para NIC.

Os limites de detec¢do e quantificacdo foram gerados a partir da curva de calibragdo
feita em dias diferentes. Para o0 AA, os LDD e LDQ determinados foram 1,69 pg/mL e 5,14
png/mL, respectivamente, enquanto que para a NIC, os LDD e LDQ determinados foram 2,21
pg/mL e 6,71 pg/mL, respectivamente, mostrando que a primeira concentracdo usada na
curva analitica ¢ maior do que os valores encontrados, viabilizando a detec¢do e quantificagao

dos compostos.
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A precisdo foi baseada na repetibilidade, e o DPR obtido foi de 3,6% para o AA e de
3,7% para a NIC. J4 na avaliagdo da precisdo intermediaria do método, o DPR obtido foi de
4,5% para o AA e de 2,2% para a NIC, ambos para o segundo analista.

O método teve sua robustez avaliada pela modificacao da taxa de fluxo da fase movel,
volume de injecdo e fonte da 4gua da fase movel. O DPR obtido foi inferior a 5% para ambos
0s ativos, o que indica que o método ¢ robusto.

A confirmagdo da exatiddo do método foi feita a partir da determinagcdo das
recuperagoes médias através do método de adi¢do de padrdo (50 pg). O método desenvolvido
apresentou-se adequado para quantificacio de AA e NIC em emulsdo uma vez que a
porcentagem de recuperacdo encontra-se entre 95-105%.

O método de HPLC-UV proposto demonstrou-se adequado frente a todos os
parametros avaliados e, portanto, pode ser validado para a quantificagdo de AA e NIC em
emulsdo.

Em comparagdo com outros métodos analiticos existentes para quantificacdo dos
ativos separadamente, este apresenta vantagens como facil execugdo, baixo custo ¢ uso de
solventes verdes. Além disso, este método pode ser facilmente aplicado no controle de

qualidade de AA e NIC.
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