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RESUMO

O &cido p-cumarico (APC) é um composto fendlico ndo flavondide que apresenta
seguranca e eficacia bem descritas na ciéncia dos alimentos devido suas propriedades
antioxidante, antitumoral, anti-inflamatdria, antimicrobiana e por apresentar baixa
toxicidade oral. Essas propriedades sdo pouco exploradas em produtos para cuidados
com a pele. O objetivo do presente estudo foi avaliar de forma in vitro a seguranca e a
eficacia do APC e incorpora-lo em emulsdo cosmética 6leo em agua (O/A). Nossos
estudos in vitro e alternativos ao uso de animais foram conduzidos para verificar a
citotoxicidade do APC em células de queratindcitos (HaCat) e fibroblastos humanos
(HDFa), o potencial de irritagdo ocular (HET-CAM) e a atividade antimicrobiana em
diferentes cepas. Emulsdes contendo APC foram submetidas ao estudo de estabilidade e
de liberacdo, retencdo e permeacdo cutaneas. Resultados: o ICsp do APC em células
HaCat e HDFa foi 693,57 e 2.814,75 pug/mL, respectivamente. Além disso 100 pg de
APC foram levemente toxicos em membrana corioalantdica de ovo embrionado. As
concentracdes bactericidas minimas em cepas de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e S.
epidermidis, foram 3.000 pg/mL, 1.875 pg/mL, 3.750 pg/mL e 3.750 pg/mL,
respectivamente. Emulsdes contendo diferentes concentracGes de APC foram estaveis
durante o periodo de estabilidade acelerada. Ap6s 12 horas 91,08 + 0,03% do APC foi
liberado da formulacéo e ap6s 24 horas, 0,52 + 0,18% e 0,94 £ 0,37% ficaram retidos
no estrato corneo e na epiderme/derme, respectivamente. Nossos resultados indicam que
as concentracdes de APC estudadas podem ser eficazes e seguras para uso em
cosmeéticos, incluindo aqueles para uso na regido dos olhos, ainda que estudos

complementares sejam necessarios.

Palavras-chave: Acido p-cumarico. Atividade antimicrobiana. Citotoxicidade. Estudo
de estabilidade.



ABSTRACT

p-Coumaric acid (PCA) is a non flavonoid phenolic compound whose safety and
efficacy widely described in food science papers due to antioxidant, antitumor, anti
inflammatory properties, and low oral toxicity. These characteristics are poorly or no
described when PCA is added to skin care products. The aim of the present study was to
evaluate the safety and efficacy of PCA through in vitro assays, and then add it in oil in
water cosmetic emulsion (O/W). Our in vitro trials, without animal use were conducted
to predict PCA’s cytotoxicity in HaCat and HDFa cells, ophthalmic irritation potential,
and antibacterial activity against differents strains. Emulsions with PCA has been tested
to predict shelf life, dermal absorption, and dermal retention. Results: PCA’s ICso in
HaCat and HDFa cells was 693.57 and 2,814.75 ug.mL-1, respectively. In addition 100
pug of APC were slightly toxic in chorioallantoic membrane assay. The minimum
bactericidal concentrations against E. coli, S. aureus, P. aeruginosa and S. epidermidis
strains were 3,000 pg.mL?, 1,875 pg.mL?, 3,750 pg.mL?, and 3,750 pg.mL?,
respectively. Emulsions containing 0.04%, 0.06%, 0.08% and 0.10% of PCA were
stable during self life testing for ninety days. After 12 hours 91.08 + 0.03% of PCA was
released of the emultion, and after 24 hours 0.52 + 0.18% and 0.94 £ 0.37%, were
present in stratum corneum and epidermis/dermis, respectively. Our findings indicate
that PCA concentrations would be effective and safe to use in cosmetic products, even

eye cosmetics, although complementary assays are necessary.

Keyword: p-Coumaric acid. Antibacterial activity. Cytotoxicity. Shelf life testing.
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G Forca G (gravidade)

g Grama

al Graus de liberdade

H20 Agua

HaCat Queratinécito humano

HDFa Human Dermal Fibroblast (Fibroblasto humano)
IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

ICso0 ou IC50 Concentracdo inibit6ria 50%

INCI International Nomenclature of Cosmetic Ingredientes (Nomenclatura

internacional de ingredientes cosméticos)

IS indice de irritagio
L Litro
LD Limite de deteccdo

LQ Limite de quantificacéo



m/m
m/v
MEM
MetOH
mL
mPas
MQ
MTT
NAD
Nm
O/A
PBS
pH
PTFE
RDC
RE
RPM
SE
SQ
SQR
ST
TP

TSB

Molar
Massa por massa
Massa por volume

Minimum Essential Media

Metanol
Mililitro
Mili Pascal

Média dos quadrados
3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
Nandmetros

Oleo em agua

Phosphate Buffer Saline (Tampé&o Fosfato)
Potencial hidrogenidnico
Politetrafluoretileno

Resolucédo da Diretoria Colegiada
Resolucéo

Rotacdes por minuto

Solucdo estoque

Soma dos quadrados

Substancia quimica de referéncia

Sem tratamento

Tape stripping

Caldo Soja Tripticaseina



UFC Unidade formadora de colbnia

ul Unidade internacional

uUvVv-VvIS Ultravioleta-visivel

V Volume
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1 INTRODUCAO

A pele que habitamos exerce fascinio sobre os seres humanos desde os periodos
mais primitivos. Durante toda a historia da humanidade houve relatos correlacionando a
pele com suas func¢des de manutencédo da vida, preservacdo da salde e diferenciacdo das
pessoas em tribos, comunidades ou classes sociais. A utilizagdo de minerais, raizes,
folhas, unguentos, elixires entre outros datam de periodos anteriores a 3.000 anos antes
da era crista até os dias atuais. A pintura do corpo como demonstracdo de poder e forca
frente ao inimigo e como atrativo sexual sdo conhecidos tanto na Pré-Histéria como no
Egito Antigo e ainda que o uso dessas “técnicas” tenha sido feito inicialmente de forma
empirica, ha indicios que elas evoluiram a medida que a habilidade e inteligéncia
humanas também evoluiram. Existem relatos arqueoldgicos em que a rainha Cledpatra
utilizava pos, lo¢Ges ou pomadas para a area dos olhos preparados com sais de chumbo
que ndo eram encontrados naturalmente no Egito ou regido proxima. (UNGAR et al.,
2002).

A Figura 1 mostra um fragmento do livro de receitas escrito na década de 1940
pelos avds maternos do autor onde pode ser observado ainda que de forma estritamente
empirica, ndo apenas a “receita” de um “medicamento” indicado para uma determinada
patologia, mas também os detalhes do modo de preparo, as quantidades de cada

ingrediente e sua posologia.

Fonte: Arquivo pessoal do autor
Figura 1. Fragmento do Livro de Receitas de Familia
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A medida que as ciéncias evoluiram, surgiram produtos especificos para uso
sobre a pele, os chamados cosméticos. O termo cosmético origina-se do grego
Koopntikog, kosmetikos e tem origem no termo grego kosmetés, que descrevia o escravo
ou ajudante que era responsavel por arrumar as roupas, perfumes e pinturas de sua
senhora. Esses objetos eram chamados kosmesis, que explica a palavra “cosméticos”
(“Origem da palavra Cosméticos”, [s.d.]). Com o surgimento dos cosméticos surge,
também, a necessidade de regulamentacdo desse setor e assim sdo criados topicos
especificos sobre cosméticos nas legislacdes das agéncias regulatdrias, como a Agéncia
Regulatéria Americana (FDA) criada em 1906 e a Agéncia Regulatéria Brasileira
(ANVISA) criada em 1999, entre outras agéncias (SALVADOR; CHISVERT, 2007).

Nesse cenario evolutivo, o segmento cosmético passa a desempenhar papel
importante na sociedade ndo apenas por oferecer produtos cada vez mais tecnoldgicos,
mas também pela possibilidade de desenvolver e disponibilizar produtos especificos as
necessidades da populacdo, que apresenta expectativa de vida cada vez maior
(KASRIEL-ALEXANDER, 2016).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, a populagédo
brasileira em 2018 ultrapassou os 209 milhdes de habitantes, sendo 51,09 e 48,91%
mulheres e homens, respectivamente. Do total da populacdo brasileira 9,22% apresenta

idade acima dos 65 anos (“IBGE | Proje¢do da populagao”, [s.d.]).

Segundo dados da Associacdo Brasileira para a Industria de Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), o Brasil representa 6,9% do consumo mundial de
produtos cosméticos, ocupando a 42 posicdo em faturamento e a 8% em consumo de
produtos para cuidados com a pele (ABIHPEC, 2016).

Esses dados ratificam a importancia do desenvolvimento de produtos seguros e
eficazes que atendam as necessidades de cada grupo populacional (KASRIEL-
ALEXANDER, 2016). Por esses motivos e tendo como base os dados historicos,
tecnoldgicos e mercadoldgicos, nosso grupo de pesquisa dedicou-se a estudar 0s
compostos fendlicos com potencial para uso em produtos cosméticos. Entres esses
compostos fenolicos estdo os acidos p-cumarico, galico, ferdlico, caféico, carndsico,

vanilico, gentisico, ursolico, entre outros.

Esse estudo envolvendo a aplicagdo do &cido p-cumarico foi desenvolvido em

duas fases. Na primeira fase foram verificadas as propriedades quimicas e os dados de
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seguranca e eficacia do &cido p-cumarico através da fundamentacgéo teorica e revisdo da

literatura. Nessa fase foram executados também estudos in vitro para determinagdo de

sua seguranca e eficacia. Na segunda fase foram desenvolvidas emulsdes cosméticas

para aplicacdo de diferentes concentracbes do acido p-cumarico, determinacdo da

estabilidade fisico-quimica e avaliacdo dos perfis de liberacdo, permeacdo e retencédo

cutaneas (Figura 2).

Acido

p-Cumarico

|

)

Avaliacdo de Seguranca
n vitro

Avaliacdo de Eficacia
in vitro

}

1. Avaliagdo do Potencial
Citotoxico
2. Potencial de Trritagcdo

Ocular (Het-CAM)

A 4

.4

Fundamentacdo
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Revisio da
Literatura

!
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Antimicrobiana

Aplicagdo em

Emulsdo Cosmética

|
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1. Definir % de uso
2. Estudo de Estabilidade Acelerada
Validagdo de Método Analitico (CLAE)
4. Avaliar os perfis de liberagdo,

permeacdo e retenc¢io

Fonte: Autor
Figura 2. Organograma do estudo com o 4cido p-cumarico
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

O acido p-cumarico (APC) é um composto fendlico ndo flavondide do grupo dos
acidos hidroxicinamicos, encontrado em sementes de cominho, espinafre, beterraba e
cereais (CLIFFORD, 2000). Apresenta-se como pd marrom claro com odor
caracteristico, cujas caracteristicas fisicas e quimicas estdo na Tabela 1. O APC tem
sido estudado nas ciéncias dos alimentos devido suas caracteristicas antioxidantes,
antitumoral, anti-inflamatdria e por apresentar baixa toxicidade em ratos (DLso = 2.850
mg/kg de peso corporal) (KADOMA et al., 2011); (PEI et al., 2016). No entanto essas

caracteristicas tem sido pouco exploradas na aplicagcdo em produtos cosméticos.

Tabela 1. Caracteristicas fisicas e quimicas do &cido p-cumarico

Nome INCI p-coumaric acid
(E)-3-(4-
Nome IUPAC hydroxyphenyl)prop-2-
enoic acid
Ndmero CAS 501-98-4
Formula molecular CoHsO3
Massa molar (g/mol) 164,2
0
Estrutura quimica x OH
HO
Solubilidade em &gua (mg/mL) 1,02
Solubilidade em etanol (mg/mL) 50
LogP 1,79

PubChem
PubChem

PubChem
PubChem
PubChem

Molbase
DrugBank

Sigma-Aldrich®
PubChem

Fonte: Autor

Mathew, Abraham e Zakaria (2015) avaliaram a atividade antioxidante do APC,
considerando os radicais DPPH e ABTS e verificaram que essa atividade foi menor que
a de seus analogos ferulico, galico, caféico e vanilico. Porém os autores verificaram que

essa atividade antioxidante foi consideravelmente aumentada quando conjugado ao

acido quinico, monossacarideos e aminas.
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Estudos realizados por Lou et al. (2012) mostraram que a atividade bactericida
do APC pode ser explicada por dois mecanismos. O primeiro mecanismo se da pelo
aumento da permeabilidade da membrana celular e perda da funcdo de barreira e o
segundo mecanismo ocorre pela ligacdo quimica do APC ao radical fosfato da dupla
hélice do é&cido desoxirribonucleico (DNA), inibindo a replicacdo celular dos
microrganismos. Mesmo assim, segundo Pei et al., 2016 estudos de eficacia
antimicrobiana do APC mostram contradi¢fes em seus resultados quando consideramos
diversos autores. Dessa forma, nossa proposta de estudo buscou investigar essa lacuna

apresentada pelos autores.

Bag e Chattopadhyay (2015) estudaram a atividade inibitoria da nisina, linalol e
APC na formacdo de biofilmes de Bacillus cereus e Salmonella typhimurium. Os
resultados mostraram que a inibicdo em biofilmes de Bacillus cereus e Salmonella
typhimurium foi maior na associagédo entre APC e nisina (91,58 + 7,24% e 87,4 = 7,5%),
guando comparada a nisina (25,64 + 1,56% e 12,29 + 1,28%) e APC (63,75 £ 5,21% e

52,65 * 2,21%) isolados.

A cinética de reducdo da resazurina foi estudada por Chen, Steele e Stuckey
(2018) com o objetivo de determinar como e onde essa rea¢do ocorria. Foram estudadas
as reacdes intracelulares de reducdo metabolica da resazurina em Enterococcus faecalis,
microrganismo gram positivo, anaerobio facultativo. Os achados do grupo permitiram
inferir que a resazurina é reduzida a resorufina apenas intracelularmente, porém a
resorufina pode ser reduzida a dihidroresorufina, tanto intra como extracelularmente.
Dessa forma, segundo os autores, esse modelo de estudo pode ser utilizado como um

bioensaio rapido para verificagdo da citotoxicidade de substancias quimicas.

Geetha et al. (2011) desenvolveram e validaram uma metodologia analitica para

quantificacdo de APC em plantas medicinais (Leptadinia reticulata). Nesse estudo foi
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utilizado cromatografia em fase reversa e coluna C-18, com eluicdo isocrética, fase
maovel metanol e agua acidificada com 0,8% de acido formico (6:4), fluxo de inje¢do 1
mL/min, temperatura de 35 °C e detector de fotodiodo a 326 nm. A linearidade do
método foi determinada entre 0,25 — 50 pg/mL. Estudo semelhante foi realizado por
Karthikeyan, Devadasu e Srinivasa Babu (2015) para extrair e caracterizar o APC em
extrato metanolico de Cynodun dactylon Linn. através de RP-CLAE, coluna C-18, fase
movel agua, metanol e acido acético glacial (65:34:1 v/v), fluxo de injecdo 1 mL/min,

com detector UV-Vis a 310 nm. A linearidade obtida esteve entre 2 — 10 pg/mL.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a seguranca e a eficécia in vitro do &cido p-cumarico (APC) e determinar
sua estabilidade fisico-quimica quando incorporado em uma emulsédo cosmética 6leo em
agua (O/A).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  Reagentes e matérias-primas

+ Acido Acético Glacial

« Acido p-Cumérico (Sigma-Aldrich®, pureza > 98%)
« Agua Purificada (Mili-Q®)

« Alcool Cetoestearilico (Fagron)

* Aztreonam

» Cefazolina Sddica (ABL - Antibioticos do Brasil)
» Cetaril Sulfato de Sédio (ChemSpecs)

» Corante Amarelo Tartrazina (C1 19140)
» Corante Marrom (F. Braun)

+ EDTA.2 Na

» Estearato de Octila (MPR/Via Farma)

+ Etanol (Neon®, PanReac®, JT Backer®)
» Fosfato Bibésico de Sodio

» Fosfato Monobésico de Sddio

+ Glicerina

* Meios de Cultura (DMEM e MEM)

+  Metanol (JT Backer®)

» Monoestearato de Glicerila (EML)

« MTT

+ Phenoxyetanol (Clariant®)

» Propilenoglicol (Galena)

* Resazurina

4.2  Materiais biol6gicos

+ Escherichia coli (ATCC® 10536)

+ Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853)
«  Staphylococcus aureus (ATCC® 6538)

+ Staphylococcus epidermidis (ATCC® 1222)



+ Fibroblastos HDFa (ATCC® PCS-201-012)
+ Queratindcitos_HaCat (ATCC® PTA-9170)
» Pele de orelha de porco

4.3  Equipamentos, vidrarias e acessorios

+ Agitador mecanico (Quimis)

« Agitador tipo vortex

+ Balanca analitica (Ohaus)

» Balanca analitica (Shimadzu - ATX224)

» Balanca semi-analitica (Gehaka BG-4000RS)

+ Baldo Volumétrico 1, 5, 10, 100, 200, 250, 500 mL (Pyrex®)
« Béquer (10, 50, 100, 500, 1000 e 2000 mL)

« Centrifuga (Centribio)

+ Cromatdgrafo 1100 series com detector UV-Vis (Agilent®)
+ Dermatdémetro TCM300 (Nouvag®)

« Espatulas (inox e silicone)

» Espectrofotdmetro de placas (Spectro Star Nano, BMG Labtech)
+ Estufa (Quimis)

+ Fogdo de 2 bocas

» Garra para béquer

» Geladeira (Eletrolux)

+  Heélice Ancora

» Hélice Naval

» La&minas e laminulas de vidro

+  Microscopio (Carl Zeis®)

» P&o duro

+ Permeador Microette 0700-1251 (Hanson-Research®)

* pHmetro (Gehaka PG1800)

» Pipeta de Pasteur ndo estéril (Hexis Cientifica)

27
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4.4 Métodos

4.4.1 Avaliagdo do potencial citotoxico

O potencial citotoxico do APC foi determinado pelo método colorimétrico
utilizando 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT),
que é reduzido a formazana (sal insoluvel de coloracéo violeta), em nivel mitocondrial,
pelas células viaveis (BAG; CHATTOPADHYAY, 2015) (Figura 3).

N, Q - ;
@_(x N Reducdo
=N, >

NH

Nf
‘|--’—"'I Mitocondria ' 2N _N
-’€7 célula viavel N V‘

MTT Formazana
(Amarelo) (Violeta)

Fonte: Autor, criado em www.molbase.com em 28/09/2018
Figura 3. Reacdo de oxidacdo do 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide
(MTT)

Br~

Foram utilizadas linhagens celulares de fibroblastos humanos (HDFa - Human
Dermal Fibroblasts, ATCC® PCS-201-012) e queratindcitos humanos (HaCat — Human
Keratinocytes, ATCC® PTA-9170) (SEOK; BOO, 2015) (Figura 4). As células HDFa e
HaCat foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) e MEM
(Minimum Essential Media), respectivamente e suplementados com 10% de soro fetal
bovino e antibioticos (penicilina 100 UI/mL e estreptomicina 0,1 mg/mL) (YEMMEN
etal., 2017); (CHANG et al., 2018).

Fonte: uto o
Figura 4. Células Human Dermal Fibroblasts e Human Keratinocytes


http://www.malbase.com/
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4.4.1.1 Preparo dos reagentes e da solucao estoque de APC

O tampdo fosfato pH 7,2 (PBS — Phosphate Buffer Saline) foi preparado
solubilizando-se Fosfato Monobasico de Sodio, Fosfato Bibasico de Sodio e Cloreto de
Sodio em agua Mili-Q®. Em seguida o tamp&o foi diluido na proporgdo 1:10 em é&gua
Mili-Q® (PBS 1X).

A Tripsina 10X foi diluida 1:10 em PBS 1X, obtendo-se Tripsina 1X. O controle
do solvente foi preparado adicionando-se 5% (v/v) de etanol absoluto em meio de
cultura (DMEM ou MEM). O controle positivo foi preparado adicionando-se 10% (v/v)
de Dimetilsufoxido (DMSO) em meio de cultura (DMEM ou MEM). As soluges
estoque (SE) de APC foram preparadas em triplicata, na concentragdo de 3.750 pg/mL

em meio de cultura (DMEM ou MEM) com 5% (v/v) de etanol absoluto.

4.4.1.2 Preparo dos meios de cultura DMEM e MEM

Os meios de cultura foram preparados solubilizando-se meios liofilizados
(DMEM ou MEM) em &gua Mili-Q® e ajustado seu pH para 7,2 com bicarbonato de
sodio. Em seguida os meios de cultura foram submetidos a filtracdo esterilizante a

vacuo, de maneira asséptica em fluxo laminar.

4.4.1.3 Reativacdo e verificacdo da viabilidade celular (HDFa e HaCat)

As células foram descongeladas, transferidas para Tubo Falcon® com meio de
cultura e centrifugadas a 114 G (1.300 RPM) por 3 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspensas em meio de cultura. Em seguida foi verificada a
viabilidade celular com azul de Trypan e posterior observacdo em microscopio éptico
invertido (SEOK; BOO, 2015).

Em seguida as células foram transferidas para frasco de cultura com meio
adequado (DMEM ou MEM) e mantidas em estufa a 37°C e 5% CO,, por um periodo

de 4 a 6 semanas, até confluéncia de 80 a 90%.

4.4.1.4 Determinagéo do potencial citotoxico do APC

As células foram removidas das garrafas com uso de Tripsina 1x, transferidas

para tubos Falcon® com meio de cultura para inibir a atividade enzimatica da tripsina.
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Em seguida foram centrifugadas a 114 G (1.300 RPM) por 3 minutos. O sobrenadante
foi descartado e as células foram ressuspensas em meio de cultura. O calculo do nimero
de células foi feito com auxilio da Camara de Neubauer (Figura 5) e azul de Trypan
(Equacdo 1). As células foram diluidas em meio de cultura até concentragdo de 1 x 10°
celulas/mL (CHEN; STEELE; STUCKEY, 2018).

..‘“.
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Fonte: Google® imagem
Figura 5. Esquema dos quadrantes da Camara de Neubauer
N° células = Mg x fc X Vg x 10* Equagéo 1

Onde, Mg € a média do n° de células nos 4 quadrantes (Q), f € o fator de correcéo da diluicdo com azul

de Trypan, Vg é o volume da diluicdo e 10* é o fator de correcdo da Camara de Neubauer.

Foram adicionadas 1 x 10° células em cada um dos 96 pocos das placas e em
seguida elas foram mantidas em estufa a 37°C e 5% CO> por 24 horas.

Ap0s 24 horas observou-se as placas em microscopio invertido para confirmagdo
da aderéncia celular. O ensaio foi conduzido como descrito abaixo.
(1) Foram preparadas diluicdes seriadas do APC em triplicata, adicionando 1 mL de
meio de cultura sem soro fetal bovino em 5 ependorfs numerados de 1-5. No ependorf 6
foram adicionados 2 mL de SE de APC 3.750 pg/mL. Em seguida foi transferido 1 mL
do ependorfs 6 para o ependorfs 5 e assim sucessivamente. Foram preparadas dilui¢des
seriadas do controle do solvente em simplicata adicionando 1 mL de meio de cultura
sem soro fetal bovino em 5 ependorfs numerados de 1-5. No ependorfs 6 foram
adicionados 2 mL de solucdo de meio de cultura e 5% de etanol. Em seguida foi
transferido 1 mL do ependorf 6 para o ependorf 5 e assim sucessivamente (Figura 6).
(2) Foram adicionados 100 pL de meio de cultura sem soro fetal bovino na linha A e
100 pL de DMSO 10% (v/v) na linha H, como controles negativo e positivo,
respectivamente.
(3) Foram adicionados 100 pL das dilui¢bes da SE em triplicata nas colunas 1 a 9, em

concentragdes crescentes da linha B até a linha G.
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(4) Foram adicionados 100 pL das diluicdes do solvente em triplicata nas colunas 10 a
12, em concentrages crescentes da linha B até linha G.
(5) As placas foram mantidas em estufa a 37°C e 5% CO2 por 24 horas.

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

5 4 3 2 1

[e)]

N7 N7
3.750 pg/mL 1.875 pg/mL 937 pg/mL 469 pg/mL 234 pg/mL 117 pg/mL

5 4 3 2

o
=

N
MEM / DMEM MEM/DMEM MEM /DMEM MEM/DMEM MEM/DMEM MEM/DMEM
5% EtOH 2,5% EtOH 1,25% EtOH  0,62% EtOH  0,31% EtOH 0,15% EtOH

Fonte: Autor, CorelDraw X6
Figura 6. DiluicGes seriadas do APC e do solvente para o ensaio de citotoxicidade

Replicatal Replicata2 Replicata3  Solvente
g |7 & 910 11 12

1 || 127 pg/me 0,15% EtOH

1

2 || 234 pg/imL 0,31% EtOH

2

3 || 469 yg/mL 0,62% EtOH || 3

4 || 937 pg/mL ,25% EtOH || 4

5 |/1.875 pg/m 25%FtOH || 5

6

3.750 pg/m 5% EtOH 6

Fonte: Autor, CorelDraw X6, adaptado de Google® imagem
Figura 7. Disposicdo das amostras na placa de 96 pogos para o0 ensaio de citotoxicidade

Apos 24 horas foi preparada uma solugdo de MTT 1 mg/mL em PBS 1X e as
placas foram tratadas da seguinte forma.
(1) O sobrenadante de todos os pocos foi retirado com auxilio de micropipeta de vidro e

bomba & véacuo.
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(2) Cada poco foi lavado duas vezes com PBS 1X.

(3) O PBS 1X foi removido e 100 pL de MTT 1 mg/mL foram adicionados em cada
pOCo.

(4) A placa foi colocada em estufa a 37°C e 5% CO; por 3 horas.

(5) Em seguida 0 MTT foi removido e 100 puL de alcool isopropilico foram adicionados
em cada poco.

(6) Apb6s 30 minutos as placas foram lidas em espectrofotdmetro a 595 nm e a

viabilidade celular calculada de acordo com a Equacéo 2.

% viabilidade = 100 - {[l - (AbSamostra / AbSméx) X 100] - [1 - (AbSSQIVQnte / AbSmax) X 100]} EqanéO 2

4415 Avaliacdo do potencial de irritacdo ocular pelo método HET-CAM
(Hen’s Eggs Test — Chorio Allantoic Membrane)

O potencial de irritacdo ocular do APC foi avaliado através do ensaio da
membrana corioalantdica de ovos embrionados. Esse ensaio preconiza a observacéo de
trés parametros distintos em tempos predeterminados (SALVADOR; CHISVERT,
2007); (MARUNO, 2009); (ICCVAM, 2010); (TANG et al., 2019) (Tabela 2).

Hiperemia: surgimento de capilares sanguineos ou aumento da intensidade da
cor vermelha para os capilares ja existentes.

Hemorragia: difusdo de sangue no meio.

Coagulacdo: formacdo de agregacdo plaquetaria (manchas rosadas) ou
coagulacdo de proteinas (grumos esbranquicados), podendo ser observado, também,
opacidade total ou parcial da membrana.

Tabela 2. Pontuagio para calculo do indice de Irritagdo (IS)

B Pontuagéo
Reacoes _
T<0,5min 0,5<T<2min 2<T<5min
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulagéo 9 7 5

Fonte: adaptado de MARUNO, 2009.
Onde, T é tempo para ocorréncia das reagdes.
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4.4.15.1 Obtencdo e preparo dos ovos embrionados

Os ovos feérteis de galinha Leghorn branca, postos a menos de sete dias foram
obtidos de um criador localizado na cidade de Porto Ferreira, no Estado de S&o Paulo.
Os ovos estavam limpos, sem trincas na casca e tinham entre 50 e 60 g.

Os ovos foram incubados por 10 dias em estufa com circulacdo forgada de ar,
controle de temperatura e umidade. A temperatura foi mantida em 37,8 + 0,3°C e a
umidade relativa em 58 £ 2%. Ap0s o periodo de incubacdo os ovos foram verificados
com auxilio de luz incandescente para confirmar a existéncia de vascularizacdo e
localizar a camara de ar. Em seguida a camara de ar foi delimitada com um marcador
permanente e um pedaco de fita adesiva transparente foi colado sobre a casca. A area
delimitada foi removida com uso de tesoura cirdrgica de ponta fina, expondo a
membrana externa. A membrana externa foi removida cuidadosamente com auxilio de
uma agulha intradérmica e uma pinca cirargica de ponta fina, expondo-se a membrana
corioalantéica (CAM) (ICCVAM, 2010).

4.4.1.5.2 Preparo dos reagentes

Foram preparadas solucdes aquosas de NaCl 0,9% (m/v) e NaOH 0,1 N. Foram
pesados 100 pg de APC (Sigma-Aldrich®, pureza > 98%) em triplicata, para uso sem
solubilizacdo (ICCVAM, 2010).

4.4.15.3 Execucdo do ensaio

Foram adicionados 100 pug de APC em triplicata (Figura 8) e 300 pL das
solugdes de NaCl e NaOH como controles negativo e positivo, respectivamente. Em
seguida foram feitos registros por imagens, nos tempos 0,5, 2 e 5 minutos (MCKENZIE
et al., 2015). Cada replicata possuia um controle sem tratamento (ST), para efeito de

comparacao.
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Fonte: Autor

Figura 8. Membrana Corioalantéica

O IS das substancias analisadas foi calculado pela meédia dos valores de
ocorréncia de hiperemia, hemorragia ou coagulacéo para cada replicata, de acordo com

a Tabela 2 e Equacdo 3.

IS =Y (Hiperemia + Hemorragia + Coagulagdo) / 3 Equagéo 3

O teste foi considerado aceitavel se os controles negativo (NaCl) e positivo
(NaOH) induzissem uma resposta classificada como ndo irritante (IS=0) e severamente
irritante (IS>19), respectivamente (Tabela 3) (MARQUARDT et al., 2010).

Tabela 3. Classificagio do indice de Irritacio

IS Categorias
0,0a0,9 Praticamente ndo irritante
1,0a4,9 Ligeiramente irritante
50a8,9 Moderadamente irritante
9,0a21,0 Severamente irritante

Fonte: Adaptado de MERQUARDT, 2010.

4.4.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do APC foi verificada pela determinacdo das
concentragOes inibitoria minima (CIM) e bactericida minima (CBM) utilizando os
seguintes microrganismos: Escherichia coli (ATCC® 10536), Staphylococcus aureus
(ATCC® 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853) e Staphylococcus
epidermidis (ATCC® 1222) (ZABKA; PAVELA, 2013); (STOJKOVIC et al., 2013);
(BAG; CHATTOPADHYAY, 2015); (CHEN; STEELE; STUCKEY, 2018).
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4.4.2.1 Preparo das solucgdes estoque de APC, Antibidticos e Resazurina

As solugdes estoque de APC (Sigma-Aldrich®, pureza > 98%) foram preparadas
nas concentracdes de 12 mg/mL em Propilenoglicol / Agua (75:25) para o ensaio com
E. coli e 15 mg/mL em Propilenoglicol / Agua (60:40) para os ensaios com S. aureus, P.
aeruginosa e S. epidermidis. As solucbGes aquosas dos antibidticos Aztreonam e
Cefazolina sodica foram preparadas nas concentragdes de 400 e 500 pg/mL,
respectivamente. A solucdo aquosa do corante revelador Resazurina (7-hidroxi-3H-
phenoxazin-3-ona-10-6xido) foi preparada na concentracao de 100 pg/mL. A resazurina
é um corante azul ou purpura que em presenca de células vidveis se reduz em nivel

mitocondrial a resorufina, que apresenta cor rosa (Figura 9).

8]
N+
/@ m Resazurina (azul ou parpura)
HO 8] 0
( NADH / H*
NAD*, H,0
N
~
/@: m Resorufina (rosa)
HO 0 0

Fonte: Autor, criado em www.molbase.com em 05/08/2018
Figura 9. Reacéo de oxidag&o do 7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-onal0-6xido

4.4.2.2 Padronizacdo da suspensao de células bacterianas

As suspensbes das células bacterianas foram preparadas assepticamente em
fluxo laminar, através do repique dos microrganismos em Caldo Soja Tripticaseina
(TSB) e mantidas em estufa a 37°C por 24 horas.

Ap0s 24 horas a suspensdo foi padronizada pela adi¢éo de caldo TSB até atingir
25% da transmitancia, obtida por leitura em espectrofotbmetro a 580 nm. Essa
concentragéo corresponde a 1 x 108 UFC/mL. Em seguida a suspens&o foi diluida 1:100
em caldo TSB, obtendo-se concentragio de 1 x 10 UFC/mL.


http://www.malbase.com/
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44.2.3 Determinacdo das concentracdes inibitoria e bactericida minima do
APC

A determinacdo da CIM foi feita aplicando-se aliquotas da solucdo estoque de
APC, controles positivo e negativo e antibioticos em placas de 96 pogos, como descrito
abaixo.
(1) Foram adicionados 100 puL de H-O esteéril nos 96 pogos da placa.
(2) Foram adicionados 100 pL de caldo TSB em Al e B1, que foram os controles
negativo e positivo, respectivamente.
(3) Foram adicionados 100 uL de solvente (propilenoglicol : agua) em C1.
(4) Foram adicionados 100 uL de antibidtico em D1.
(5) Foram adicionados 100 pL da solucdo estoque de APC em E1, F1, G1 e H1.
(6) A partir da coluna 1 foram feitas diluicdes seriadas com pipetador multivias,
transferindo 100 pL da coluna 1 para a coluna 2 e assim sucessivamente,
homogeneizando 3x a cada transferéncia.
(7) Ao final das dilui¢des seriadas, foram descartados 100 pL da coluna 12.
(8) Foram adicionados 100 pL da diluicdo 1:100 de microrganismo em cada pogo,
exceto na linha A (controle negativo).
(9) A placa foi incubada em estufa a 37°C por 24 horas.

D|Im90es seriadas

K 7 ﬁ i ﬁ i L 2

1 2 12
A.én\%%/ ' \/\%/ \/ \%2/ \/\

e a
p'ss'soessoees
= 0000000099

ib.

DEANNN >\ AL /KAX_/'\ A/ v
E (arC) '>/ YYXY XYY X X Y X))
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-\ /\/\/\ /\/'\ NFNLTN 100 pL
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ﬁpc( /\/\/\/ NN & i
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Fonte: Autor, adaptado de Google® imagem
Figura 10. Disposicdo das amostras na placa de 96 poc¢os para o ensaio de Atividade Antimicrobiana

Apbs 24 horas as placas foram lidas em espectrofotdbmetro Spectro Star
Nano/BMG Labtech a 530 nm e a porcentagem de inibi¢do do crescimento microbiano
foi calculada de acordo com a Equacéo 4.
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% inibicdo = 1 - (AbSamostra / AbSmax) X 100 Equa(;éo 4

A determinacdo da CBM foi feita na sequéncia com descrito abaixo.
(1) Placas de Petri com agar Mueller-Hinton (AMH) foram divididas em 8 partes iguais
e o conteddo dos pogos C1, C2, H1, H2, H3, H4, H5 e H6 semeados assepticamente em
fluxo laminar, com auxilio de hastes de madeira estereis.
(2) As Placas de Petri foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas.
(3) Em seguida foram adicionados 30 pL de resazurina (100 pg/mL) em cada um dos 96
pocos da placa.
(4) A placa foi fechada e homogeneizada levemente.
(5) Apo6s 20 minutos foram feitas leituras visuais nas placas de 96 pogos que continham
o corante revelador resazurina. Os resultados visuais foram comparados com as leituras
espectrofotométrica, feitas previamente.
(6) Ap0s 24 horas, as Placas de Petri foram observadas e a CBM foi calculada com base

na presenca ou auséncia de crescimento bacteriano.

H1
(o7
H2
c1
H3
H6
H4
H5
Fonte: Autor

Figura 11. Placa de Petri com &gar Mueller-Hinton
4.4.3 Desenvolvimento e validacdo do método de quantificacdo do APC por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O objetivo da validacdo foi determinar os pardmetros analiticos (Quadro 5) e
garantir que o método fosse exato, preciso, estavel e reprodutivel considerando uma
faixa especifica de concentracdo da substancia analisada (SINGH; GOVINDARAJAN;
RAWAT, 2008); (GEETHA et al., 2011); (KARTHIKEYAN et al., 2015); (TOTH et
al., 2016); (SOUZA; MAIA CAMPOS, 2017); (BRASIL, 2017).
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De acordo com a Resolucdo ANVISA, RDC n° 166, de 24 de julho de 2017,
testes quantitativos com a finalidade de determinar principios ativos em produtos
acabados, sdo classificados como Categoria | e necessitam realizar em sua validagéo
ensaios de Especificidade, Linearidade, Precisdo, Limites de Deteccdo e Quantificacéo,

Exatidao e Robustez.

4.4.3.1 Especificidade e Seletividade

A especificidade e seletividade consistem na capacidade do método em
identificar o analito de interesse na presenca de interferentes que podem estar contidos
na amostra, podendo ser impurezas, componentes da formulacdo base ou produtos de
degradacdo (temperatura, hidrélise acida/alcalina, oxidacdo e luz). Para isso a
substancia quimica de referéncia (SQR) deve ser utilizada na comparacdo dos resultados
(BRASIL, 2017).

A solucédo estoque da emulsdo ECPC310817#4 (0,10% de APC), lote 140218,
foi preparada na concentracdo de 100 pg/mL em etanol absoluto e a solugdo da emulséo
ECPC310817#PL (sem APC), lote 021017, foi preparada solubilizando-se 4,6 g dessa
emulséo em etanol absoluto.

A solugdo estoque de APC (Sigma-Aldrich®, pureza > 98%) foi preparada na
concentracdo de 500 pg/mL em etanol absoluto. As amostras foram submetidas a
ultrassom por 30 minutos.

Em seguida foram feitas diluicbes de forma a se obter concentracdes finais de
APC de 50 pg/mL. As dilui¢Bes foram filtradas em filtro de PTFE de 0,45 pm e suas

aliquotas analisadas por CLAE a 310 nm.
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Tabela 4. DiluicBes das amostras de emulsdo ECPC310817#4 (0,10% de APC), ECPC310817#PL (sem
APC) e Solucéo padrdo de APC

Condigdes de

Solucdo Estoque Vse VEtoH Degradante )
analise

ECPC310817#4 5mL 2mL 3 mL NaOH/0,1M 8h/80°C
(0,10% de APC) 5mL 2mL 3 mL HCI/0,1M 8h/80°C
5mL 2mL 3 mL H202/3% 8h/80°C
5mL 2mL 3 mL H20 8h/80°C

5mL 5mL Luz UV 8h
ECPC310817#PL  5mL 2mL 3 mL NaOH/0,1M 8h/80°C
(sem APC) 5mL 2mL 3 mL HCI/0,1M 8h/80°C
5mL 2mL 3 mL H202/3% 8h/80°C
5mL 2mL 3 mL H20 8h/80°C

5mL 5mL Luz UV 8h

Padrao de APC  25mL 225mL Né&o se aplica Né&o se aplica

Fonte: Autor

4.4.3.2 Linearidade

A linearidade consiste na obtencdo de respostas diretamente proporcionais a
concentracdo de um analito em uma determinada amostra. No minimo cinco
concentracdes diferentes devem ser preparadas em triplicata, de forma independente. As
concentracdes das replicatas devem contemplar toda a faixa estabelecida para o método
e as diluicGes podem ser preparadas a partir de uma mesma solugéo estoque (BRASIL,
2017).

4.43.2.1 Linearidade em Etanol

As solucBes estoque (SE) foram preparadas, em triplicata, na concentracdo de
500 pg/mL em etanol absoluto. Em seguida foram preparadas diluicdes conforme
Tabela 5. As dilui¢des foram submetidas a ultrassom por 30 minutos, filtradas em filtro

de PTFE de 0,45 um e suas aliquotas analisadas por CLAE a 310 nm.



Tabela 5. Dilui¢cdes das solucGes estoque para determinacdo da linearidade em etanol

Vse VEtoH Cfinal
800 pL 9.200 pL 40,0 pg/mL
900 pL 9.100 uL 45,0 ug/mL

1.000 pL 9.000uL 50,0 ug/mL
1.100 L 8000 L 55,0 ug/mL
1.200 pL 8.800 L 60,0 pg/mL

4.4.3.2.2 Linearidade em Tampéo Fosfato (pH = 7,4) (sink conditions)

Fonte: Autor
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Esta etapa foi necessaria para determinar as condigdes sink que foram utilizadas

no ensaio de liberacéo.

O tampéo fosfato pH = 7,4 foi preparado pela adi¢do de solucdes de Fosfato
Monobasico de Sodio (0,9073 g/100 mL) e Fosfato Bibasico de Sodio (1,187 g/100 mL)

na proporgéao 1:4.

A solucdo estoque (SE) de APC (Sigma-Aldrich®, pureza > 98%) foi preparada

na concentracdo de 500 pg/mL em tampéo fosfato pH = 7,4 e em seguida diluida 1:10

no mesmo tampao (D1). As concentracdes finais de APC para linearidade em tampéo
fosfato foram definidas entre 0,05 — 120% (Tabela 6).

Tabela 6. Diluicdes das solug6es estoque para determinacdo da linearidade em tampéo fosfato pH = 7,4

Diluicéo Vdiluigio Vtampio Cfinal
D1 5puL 9.995 uL 0,025 pg/mL
SE 5puL 9.995 pL 0,25 pg/mL
SE 10 pL 9.990 pL 0,50 pg/mL
SE 100 pL 9.900 pL 5,0 pg/mL
SE 200 pL 9.800 pL 10,0 pg/mL
SE 800 L 9.200 pL 40,0 pg/mL
SE 900 pL 9.100 pL 45,0 pg/mL
SE 1.000 pL 9.000 pL 50,0 pg/mL
SE 1.200 pL 8.800 pL 60,0 pg/mL
Controle do tampé&o 0 10.000 uL  Nao se aplica

Fonte: Autor
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As diluicbes e o controle do tampdo foram submetidas a ultrassom por 30
minutos, filtradas em filtro de PTFE de 0,45 pm e suas aliquotas analisadas em
triplicata por CLAE a 310 nm. O controle do tampdo foi necessario para eliminarmos a

hipdtese de existéncia de interferéncia na mesma faixa de absorcéo do APC.

4.4.3.2.3 Linearidade em Metanol

A solucio estoque (SE) de APC (Sigma-Aldrich®, pureza > 98%) foi preparada
na concentracdo de 500 pg/mL em metanol e em seguida diluida 1:10 no mesmo
solvente (D1). As concentragdes finais de APC para linearidade em metanol foram
definidas entre 0,05 — 120% (Tabela 7). As dilui¢bes foram submetidas a ultrassom por
30 minutos, filtradas em filtro de PTFE de 0,45 um e suas aliquotas analisadas em
triplicata por CLAE a 310 nm.

Tabela 7. Dilui¢des das solucGes estoque para determinagdo da linearidade em metanol

Diluicao Aliguota Tampao Concentracao
D1 5puL 9.995 uL 0,025 pg/mL
SE 5puL 9.995 pL 0,25 pg/mL
SE 10 pL 9.990 uL 0,50 pg/mL
SE 100 pL 9.900 pL 5,0 pg/mL
SE 200 pL 9.800 pL 10,0 pg/mL
SE 400 pL 9.600 pL 20,0 pg/mL
SE 600 pL 9.400 pL 30,0 pg/mL
SE 800 pL 9.200 pL 40,0 pg/mL
SE 1.000 pL 9.000 pL 50,0 pg/mL
SE 1.200 pL 8.800 pL 60,0 pg/mL

Fonte: Autor

4.4.3.3 Precisao

A preciséo avalia a proximidade entre os resultados das analises realizadas em
dias diferentes, com preparo de solucgdes distintas a cada dia. A precisdo foi calculada
pelo desvio padrao relativo (DPR) dos resultados das seis replicatas preparadas por dois

analistas, no mesmo equipamento em dois dias distintos (BRASIL, 2017) (Equagéo 5).

DPR = (DP / CMD) x 100 Equacéo 5
Onde, DP é o desvio padrdo e CMD é a concentragdo média determinada
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Foram preparadas 6 solucdes estoque (SE) de APC (Sigma-Aldrich®, pureza >
98%) na concentracdo de 500 pug/mL em etanol absoluto para cada dia de anélise e em
seguida diluidas 1:10 no mesmo solvente.

As diluigdes foram submetidas a ultrassom por 30 minutos, filtradas em filtro de

PTFE de 0,45 um e suas aliquotas analisadas por CLAE a 310 nm, nos dias 1 e 2.

4.4.3.4 Limite de Detecgao

O limite de deteccdo (LD) corresponde a menor quantidade de analito presente
em uma amostra que pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada.

Foram preparadas trés soluces estoque (SE) de APC (Sigma-Aldrich®, pureza >
98%) na concentracdo de 57,5 pg/mL em etanol absoluto. Em seguida foram preparadas
diluicdes, para cada SE, conforme Tabela 8. As dilui¢bes foram submetidas a ultrassom
por 30 minutos, filtradas em filtro de PTFE de 0,45 um e suas aliquotas analisadas por
CLAE a 310 nm.

Tabela 8. DiluigBes das solugBes estoque para determinacgdo dos limites de deteccdo e quantificagdo do
APC

Vse VEtoH Cfinal
10 pL 24990 uL 0,023 pg/mL
100 pL 24900l 0,23 pg/mL
200 pL 24800 uL 0,46 pug/mL
20.000 pL 5000l 46,0 ug/mL

Fonte: Autor

O LD foi calculado com base no desvio padrédo (DP) do intercepto das curvas
com o eixo Y e na média da inclinacdo das trés curvas analiticas (IC) (BRASIL, 2017)

(Equacao 6).

LD =(3,3x DP) /IC Equacéo 6

4.4.3.5 Limite de Quantificacéo

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade do analito presente em uma

amostra que pode ser detectada e quantificada com precisao e exatid&o.
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O LQ foi calculado com base no desvio padrdo (DP) do intercepto das curvas
com o0 eixo Y e na média da inclinagdo das trés curvas analiticas (IC) (BRASIL, 2017)
(Equacéo 7).

LQ = (10 x DP) / IC Equacéo 7

4.4.3.6 Exatidao

A exatiddo refere-se a concordancia entre os resultados individuais e um valor
de referéncia aceito como verdadeiro. A exatiddo foi calculada pela porcentagem de
recuperacdo da quantidade conhecida do analito através de nove determinacdes,
respeitando-se o intervalo de linearidade do método. Foram utilizados trés niveis de
concentracdo em relacdo ao padrdo: baixo, médio e alto, cada um em triplicata
(BRASIL, 2017).

As solucdes estoque (SE) de APC (Sigma-Aldrich®, pureza > 98%) foram
preparadas na concentracdo 500 pg/mL em etanol absoluto e em seguida diluidas 1:10
com mesmo solvente. As solucbes placebo fortificadas foram preparadas a partir da
emulsdo ECPC310817#PL (sem APC), lote 021017, com adicdo de APC, obtendo-se
concentracdes de 40 e 60 pug APC/mL em etanol absoluto, niveis baixo e alto,
respectivamente. As solucdes de nivel médio foram preparadas a partir da emulsdo
ECPC310817#4 (0,10% de APC), lote 140218, obtendo-se a concentragdo de 50 pg
APC/mL em etanol absoluto.

As diluicbes foram submetidas a ultrassom por 30 minutos, filtradas em filtro de
PTFE de 0,45 um e suas aliquotas analisadas por CLAE a 310 nm.

A exatidao foi calculada pela porcentagem de recuperacdo do APC adicionado

em concentracdes conhecidas nas amostras (BRASIL, 2017) (Equacéo 8).

% Recuperacdo = (CME / CT) x 100 Equacao 8
Onde, CME é a concentracdo média experimental e CT a concentracao tedrica

4.4.3.7 Robustez

A robustez de um método analitico é dada por sua capacidade em resistir a
pequenas e intencionais varia¢fes dos parametros analiticos, indicando a confianga do
método em uso normal (BRASIL, 2017).
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A robustez do método foi determinada pela variacdo de seis parametros
(Tabela 9).

Tabela 9. Parametros utilizados na determinacéo da robustez do método analitico
Condi¢bes nominais

Paradmetros

Baixo Original Alto
Fluxo da fase movel (mL/min) 0,78 0,80 0,82
Proporcdo da fase mével (H20:EtOH) 59:41 60:40 61:39
Comprimento de onda (hm) 304 310 316
pH da fase movel 2,56 2,76
Fornecedor de Etanol PanReac® J.T. Backer®
Coluna cromatografica Phenomenex® Agilent®

C18, 150 mm C18, 150 mm

Fonte: Autor

4.4.4 Desenvolvimento das emulsdes cosméticas

O desenvolvimento das emulsdes foi feito considerando as caracteristicas
quimicas e as potenciais incompatibilidades farmacotécnicas entre 0s insumos
(DRAELOS; THAMAN, 2006); (IWATA; SHIMADA, 2013).

O etilenodiaminotetracetato de sdédio (EDTA.2Na) é um sal dissodico
amplamente utilizado em medicamentos, cosméticos e alimentos como agente
sequestrante de cations polivalentes. Auxilia na estabilidade de formulagdes sensiveis a
eletrolitos e na eficacia de alguns conservantes. CioH14N2Na2Os, 336,208 g/mol,
Ethylenediaminetetraacetic acid disodium, CAS n° 6381-92-6 (CORREA, 2012);
(PubChem, acesso em 06/02/2018).
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Fonte: Autor, criado em www.molbase.com em 19/10/2018
Figura 12. Férmula estrutural do EDTA.2Na

O propilenoglicol é um composto organico levemente viscoso, inodoro, incolor e

insipido. Utilizado como umectante em cosméticos, medicamentos e alimentos, possui
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propriedades solventes que facilita a incorporacdo de ingredientes ativos insoluveis em
4gua. C3HgO2, 76,095 g/mol, Propyleneglycol, CAS n° 57-55-6 (CORREA, 2012):
(PubChem, acesso em 06/02/2018).

J\/OH
HO

Fonte: Autor, criado em www.molbase.com em 19/10/2018
Figura 13. Formula estrutural do propilenoglicol

O alcool cetoestearilico € uma mistura 30:70 de alcoois cetilico (C-16) e
estearilico (C-18), com aspecto de cera branca, com odor caracteristico que se funde em
temperatura acima de 45 °C. Possui funcdo de doador de viscosidade em emulsdes e
embora ndo seja um tensoativo verdadeiro € utilizado como tensoativo secundario ou
co-tensoativo em formulagbes cosméticas. CasH720., 512,948 g/mol, Cetearyl alcohol,
CAS n° 67762-27-0 (CORREA, 2012); (PubChem, acesso em 06/02/2018).

N e N S Y e

Fonte: Autor, criado em www.molbase.com em 19/10/2018
Figura 14. Formula estrutural do lcool cetoestearilico

O cetearil sulfato de sodio € um tensoativo aniénico utilizado em emulsdes 6leo
em agua (O/A), que apresenta grupamento sulfato organico (-OSO3.Na), com carga
negativa quando em solucdo aquosa. CzsH7oNa.OgS>", 694,036 g/mol, Sodium Cetearyl
Sulfate, CAS n° 59186-41-3 (CORREA, 2012); (PubChem, acesso em 06/02/2018).

Fonte: Autor, criado em www.molbase.com em 19/10/2018
Figura 15. Formula estrutural do cetearil sulfato de sddio

O estearato de glicerila € um éster graxo doador de viscosidade, resultante da
reacdo entre o cido estearico (C-18) e o glicerol. Devido a essa cadeia longa com 18
atomos de carbono, apresenta forma solida em escamas, levemente amareladas.
Ca1H4204, 358,563 g/mol, Glyceryl Stearate, CAS n° 123-94-4 (CORREA, 2012);
(PubChem, acesso em 06/02/2018).
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Fonte: Autor, criado em www.molbase.com em 19/10/2018
Figura 16. Formula estrutural do estearato de glicerila

O estearato de etilexila é um éster resultante da reacdo entre o acido esteérico
(C-18) e o alcool etilhexilico, utilizado como umectante. Embora tenha 18 atomos de
carbono em sua estrutura, o estearato de etilexila € um liquido levemente amarelado e
viscoso, devido a presenca de insaturagdo na cadeia oriunda do alcool carboxilico.
CasHs202, 396,7 g/mol, 2-Ethylhexyl Stearate, CAS n° 22047-49-0 (CORREA, 2012);
(PubChem, acesso em 06/02/2018).

]
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Fonte: Autor, criado em www.molbase.com em 19/10/2018
Figura 17. Formula estrutural do estearato de etilexila

O fenoxietanol é um éter glicélico amplamente utilizado como agente
antimicrobiano em medicamentos e cosmeéticos. CgHi1002, 138,166 g/mol, 2-
Phenoxyethanol, CAS n° 122-99-6 (CORREA, 2012); (PubChem, acesso em
06/02/2018).
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Fonte: Autor, criado em www.molbase.com em 19/10/2018
Figura 18. Férmula estrutural do fenoxietanol

O conceito de Design of Experiments (DoE) (LAZIC, 2005); (SHEKHAWAT et
al., 2018); (MIKI et al., 2018) foi utilizado no desenvolvimento das formulagdes, uma
vez que essa ferramenta preconiza caracterizar o problema, escolher os fatores de
influéncia e suas varidveis de resposta, elaborar o0 modelo de planejamento do estudo,
conduzir o estudo e analisar seus dados (LOWENTHAL, 2001). Assim, foram definidos
como fatores de influéncia o processo de fabricacdo da emulsédo em 1 ou 2 fases, uso de
diferentes concentracfes do APC (0,04, 0,06, 0,08 e 0,10%), a solubilidade do APC em

glicerina ou propilenoglicol e o uso de diferentes concentragdes do &lcool
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cetoestearilico (4, 6 e 8%). Foram definidas como variaveis de resposta o tempo de
processo de fabricacdo, pH, viscosidade e separacdo de fases da emulsdo apds
centrifugacéo.

No total foram desenvolvidas 10 formulacdes de emulsdo 6leo em agua (O/A)
divididas em duas etapas. Na primeira etapa foram desenvolvidas 5 formulacdes
(Quadro 1) cujas diferencas foram o processo de fabricacdo em uma ou duas fases, uso
de glicerina ou propilenoglicol como solubilizante do APC e diferentes concentragdes
de alcool cetoestearilico como agente doador de viscosidade. Essas 5 formulacdes foram
submetidas ao estudo de estabilidade preliminar por 15 dias, com avaliacdo das
caracteristicas organolépticas, pH e microscopia. O objetivo principal da primeira etapa
foi observar a resposta da viscosidade frente as diferentes concentragdes de alcool

cetoestearilico e em seguida verificar qual o melhor solubilizante para o APC.

Quadro 1. Formulagdes cosméticas desenvolvidas na 12 etapa

NOME ~ EPPC EPPC EPPC ECPC ECPC
COMERCIAL INCINAME | FUNCAO 160817B 180817 240817 300817 310817
Agua Purificada [Water/Aqua Veiculo 82,98 86,98 84,98 84,88 84,88
EDTA dissédico |Disodium EDTA | A%eMe 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Sequestrante
. . Emoliente /

Propilenoglicol  |Propyleneglycol 0,00 0,00 0,00 0,00 3,00
pienog pylenegly Solvente ' ' ' ' '
Glicerina Glycerin Emoliente 3,00 3,00 3,00 3,00 0,00

Alcool Cetearyl Doador de

. . 8,00 4,00 6,00 6,00 6,00
cetoestearilico  [Alcohol Viscosidade
Cetef;\r!l sulfato  |Sodium Emul_sAlo_nante 150 150 150 150 150
de sddio Cetearyl Sulfate | anidnico
E§tea_rato de Glyceryl D_oadqr de 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
glicerila Stearate Viscosidade
Estearatode | Ethylhexyl Emoliente | 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
octila Stearate
Phenoxyethanol [Phenoxyethanol | Conservante 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Ac. p-cumérico pA'C(i:;“ma”C Ativo 0,00 0,00 0,00 0,10 0,10

Processo de Fabricacéo 2 fases 2 fases 2 fases 1 fase 1 fase

Fonte: Autor

EPPC: emulsdo cosmética sem APC; ECPC: emulsdo cosmética com APC

ApoOs estudo de estabilidade preliminar, a formulacdo cosmeética eleita na
primeira etapa (ECPC310817) foi preparada com diferentes concentracfes de APC.
Nessa segunda etapa foram preparadas 5 formulacgdes (Quadro 2) que foram submetidas

ao estudo de estabilidade acelerada por 90 dias. O objetivo da segunda etapa foi
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verificar a influéncia de diferentes concentragdes de APC na estrutura das emulses.

Essa avaliagéo foi feita comparativamente a uma formulagdo sem APC (placebo) .

Quadro 2. Formulacdes cosméticas desenvolvidas na 22 etapa

NOME ~ ECPC ECPC ECPC ECPC ECPC
COMERCIAL INCI NAME FUNGAG 310817#PL| 310817#1 | 310817#2 | 310817#3 | 310817#4
Agua Purificada  |Water/Aqua Veiculo 84,98 84,94 84,92 84,90 84,88
EDTA dissédico  |Disodium EDTA | A9t 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Sequestrante
. . Emoliente /
Propil licol P | lycol 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
ropilenoglico ropyleneglyco Solvente
Alcool Cetearyl Doador de
cetoestearilico Alcohol Viscosidade 6,00 6,00 6,00 6,00 6.00
C,et_earll sulfato de |Sodium Emul_sAlo_nante 150 150 150 150 150
sodio Cetearyl Sulfate | anidnico
E§tea_rato de Glyceryl D_oadqr de 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
glicerila Stearate Viscosidade
Estearato de octila |= 1Y "eX! Emoliente 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Stearate
Phenoxyethanol  |Phenoxyethanol | Conservante 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Ac. p-cumdrico E\'C?;’”ma”c Ativo 0,00 0,04 0,06 0,08 0,10
Processo de Fabricacao 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase

Fonte: Autor

4.4.4.1 Desenvolvimento do processo de fabricacéo

Uma vez definidas as formulacBes, o préximo passo foi desenvolver os
processos de fabricagdo em uma ou duas fases. Nessa etapa do projeto foi importante
conhecer e entender as necessidades das empresas do segmento cosmeético, pois elas
buscam processos robustos, menos complexos e que possam ser realizados com menor
namero de etapas de processo. Ainda que os processos em duas fases sejam mais
tradicionais e preconizados com maior frequéncia (CORREA, 2012), 0S processos em
uma fase sdo preferidos quando se pensa em escala industrial, pois minimizam erros
operacionais e perdas de processo e maximizam a eficiéncia industrial, com reducéo do
tempo entre os lotes.
4.4.4.1.1 Desenvolvimento de processo em 2 fases

(1) Foram adicionados ao béquer principal: agua, EDTA dissddico e glicerina.

Iniciaram-se agitacdo a 200 RPM e aquecimento até 70-75°C (Fase aquosa).



49

(2) Em béquer auxiliar foram adicionados: alcool cetoestearilico, cetearil sulfato de
sodio, estearato de glicerila e estearato de octila (Fase oleosa). Iniciou-se aquecimento
entre 70-75°C, sem agitacdo, até completa fusdo dos componentes sélidos.

(3) Quando ambas fases estavam com temperatura entre 70-75°C, com todo material
solubilizado e fundido, foi vertida sob agitacdo a Fase oleosa sobre a Fase aquosa.
Foram mantidos aquecimento entre 70-75°C e agitagdo de 1200 RPM durante 8
minutos.

(4) Iniciou-se o resfriamento em banho de agua, sob agitacdo de 500-700 RPM até
temperatura inferior a 40°C.

(5) Adicionou-se o fenoxietanol em temperatura abaixo de 40°C sob agitacdo de 400
RPM que foi mantida por 2 minutos.

4.4.4.1.2 Desenvolvimento de processo em 1 fase

(1) Foram adicionados ao béquer: 4gua e EDTA dissddico. Iniciaram-se agitacdo a 200
RPM e aquecimento até 70-75°C.

(2) O é&cido p-cumarico foi solubilizado em propilenoglicol em béquer auxiliar e
adicionado na fase anterior (dgua e EDTA) sob agitacdo de 600 RPM. Depois de
adicionado a agitagéo foi reduzida para 200 RPM.

(3) Quando a temperatura estava entre 70-75°C, foram adicionados um a um sob
agitacdo de 500 RPM: alcool cetoestearilico, estearato de glicerila e estearato de octila.
(4) Foram mantidos aquecimento entre 70-75°C e agitacdo de 500 RPM e adicionado,
lentamente, o cetearil sulfato de sédio. A agitacdo foi aumentada para 800 RPM e
mantida por 3 minutos.

(5) Iniciou-se o resfriamento em banho de agua, sob agitacdo de 500-700 RPM até
temperatura inferior a 40°C.

(6) Adicionou-se o fenoxietanol em temperatura abaixo de 40°C sob agitacdo de 600
RPM. Em seguida diminuiu-se a agitacdo para 400 RPM, que foi mantida por 3

minutos.



Fonte: Autor
Figura 19. (a) Processo de Fabricagdo em 2 etapas e (b) Processo em 1 etapa

4.4.4.2 Avaliacao da estabilidade acelerada
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O estudo de estabilidade das emulsdes foi conduzido segundo Guia de

Estabilidade da ANVISA com modificacdes

(AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2004). As emulsbes foram preparadas e acondicionadas

em embalagens plasticas de 60 gramas, brancas opacas, devidamente identificadas

(Figura 20).

Fonte: Autor
Figura 20. Modelo de identificacdo das amostras

As amostras foram mantidas durante 3 meses em temperaturas preestabelecidas

(Quadro 3 e Quadro 4).

Quadro 3. CondicGes da Estabilidade Acelerada e periodicidade das analises

Periodicidade da Analises
Temperaturas
Inicial 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
5°C + + + + +
25°C + + + + +
40°C + + + + +

(+) realizar analises
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Quadro 4. Ciclos de Congelamento e Descongelamento (F/T)

1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo
Geloe Degelo| 24h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h
(FIT) -5°C 25°C -5°C 25°C -5°C 25°C

Fonte: Autor

As avaliagOes de aparéncia, cor, odor, reologia, separacdo de fases, microscopia,
pH e teor de APC foram realizadas ao final de cada periodo de tempo e com a
temperatura das amostras estabilizadas em 25°C. As amostras foram mantidas em
retencdo, ao abrigo da luz e em temperatura ambiente, durante todo o periodo de estudo
da Estabilidade Acelerada (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2004).

A quantificacdo do teor de ativo foi realizada apenas com a formulacéo contendo
0,10% de APC (ECPC310817#4), pois o estudo de estabilidade das demais formulacdes
foi iniciado anteriormente a validacdo da metodologia de quantificacdo por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

4.4.4.2.1 Avaliacdo da aparéncia, cor e odor das emulsdes

A avaliacdo das caracteristicas organolépticas foi realizada durante todo o estudo
de Estabilidade Acelerada de forma visual comparativamente a amostra inicial, que foi
mantida ao abrigo da luz e em temperatura ambiente (VARKA, 2012).

As observacdes foram feitas depois de estabilizada a temperatura das amostras
em 25°C. Foram avaliados brilho, aeracdo, existéncia de grumos ou particulas estranhas,
escurecimento ou amarelamento e alteracdo no odor da base (amostra ndo continha
fragrancia) (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004).

4.4.4.2.2 Avaliagdo da viscosidade das emulsdes

A viscosidade foi determinada em viscosimetro Brokfield RVT com sistema
Helipath, utilizando-se fuso TD (Figura 21), sob rotacdo de 10 RPM, durante 1 minuto.
As leituras foram feitas em triplicata do mesmo lote, em sala climatizada, antes das
demais anélises para evitar o cisalhamento das amostras (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2004); (SCHRAMM, 2006).
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Fonte: Autor

Figura 21. Viscosimetro Brokfield
Onde, (1) viscosimetro Brokfield RVT, (2) Sistema Helipath e (3) Fuso TD.

4.4.4.2.3 Avaliacédo da separacao de fases das emulsbes

A avaliacdo da separacao de fases foi realizada durante o estudo de Estabilidade
Acelerada. As amostras foram preparadas em simplicata, pesando-se cerca de 5 gramas
de cada emulsdo em Tubo Falcon® de 15 mL. Em seguida as amostras foram
submetidas a centrifugacio de 605 G (3.000 RPM) por 15 minutos (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004); (ISAAC et al., 2008).

4.4.4.2.4 Avaliacdo e caracterizacdo microscopica das emulsdes

A avaliagdo microscopica foi realizada com o objetivo de observar formagéo de
coalescéncia e ou surgimento de recristalizacdo durante o Estudo de Estabilidade
Acelerada. Foram preparadas laminas com as emulsdes ECPC310817#PL (sem APC),
#1 (0,04% de APC), #2 (0,06% de APC), #3 (0,08% de APC) e #4 (0,10% de APC) que
foram observadas ao microscopio Optico Carl Zeis® sob aumento de 100 x (VARKA,
2012). O registro das imagens foi feito com o auxilio de smartphone Moto G 5-Plus.

A caracterizacdo da fase dispersante da emulsao foi feita utilizando dois tipos de
corantes, um oleoso (F. Brown a 1%,) e um aquoso (Amarelo Tartrazina a 1%, ClI
19140). A solubilizacdo desses corantes pela fase dispersante possibilitou classificar a
emulsdo como sendo agua em 6leo (A/O) ou 6leo em agua (O/A) (CORREA, 2012).

44425 Avaliagdo do pH das emulsdes

As amostras foram preparadas através das dispersdes a 10% (m/m) em agua

purificada, homogeneizadas em agitador tipo vortex. As leituras foram feitas em
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triplicata do mesmo lote em peagdmetro Gehaka PG1800 de acordo com o
planejamento da Estabilidade Acelerada (Quadro 3 e Quadro 4) (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004); (ISAAC et al., 2008).

4.4.4.2.6 Avaliacdo do teor de APC das emulsbes

O teor de APC foi determinado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) conforme planejamento do estudo de Estabilidade Acelerada.

As solucdes estoque da emulsdo ECPC310817#4 (0,10% de APC), lote130318,
foram preparadas na concentracdo de 50 pug APC/mL em etanol absoluto. As solugdes
estoque (SE) de APC (Sigma-Aldrich®, pureza > 98%) foram preparadas na
concentracdo de 500 pg/mL em etanol absoluto e diluidas 1:10 em etanol absoluto. As
solucdes foram submetidas a ultrassom por 30 minutos, filtradas em filtro de PTFE de

0,45 pm e analisadas por CLAE a 310 nm (GEETHA et al., 2011); (KARTHIKEYAN

et al., 2015).

Quadro 5. Parametros cromatograficos de analise
Cromatdgrafo Agilent Technologies®, modelo 1100 series
Software LL.C1100, Agilent® ChemStation
Coluna Phenomenex® C18 (150 x 4,6 mm, 5 um)
Detector UV/Vis
Fase Movel Agua : Etanol : Acido Acético Glacial (58 : 40 : 2)
Taxa de vazéo 0,8 mL/min
Eluicdo Isocratica
Comprimento de onda de deteccéo 310 nm
Tempo de execugéo 5 minutos
Temperatura 25°C
Volume de injecédo 10 uL

Fonte: Autor
445 Avaliacdo dos perfis de liberacdo, permeacdo e retengdo cuténeas do

APC

Os perfis de liberacdo, permeacéo e retencdo cuténeas foram determinados com

base nos dados de linearidade do método analitico. Foi utilizada a emulsdo




54

ECPC310817#4, lote 130318, devido sua maior concentracdo de APC (0,10%) (PAYE;
BAREL; MAIBACH, 2001).

4.4.5.1 Avaliacao do perfil de liberacdo do APC

O ensaio para avaliar o perfil de liberacdo do APC foi conduzido apds
determinacdo das condices sink (LEE et al.,, 2019). Foram utilizados permeador
Microette Hanson-Research® (Figura 22), membranas de celulose (Sigma-Aldrich®) e 6
células de difusdo de Franz com volume de 7 mL cada (Figura 23). As aliquotas foram
coletadas nos tempos inicial, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 e 12 horas e analisadas em Cromatdgrafo
Agilent®, 1100 series com detector UV-Vis a 310 nm (OECD, 2011). O tampéo fosfato
pH = 7,4 foi preparado pela adi¢cdo de solucBes de Fosfato Monobéasico de Sddio
(0,9073 g/100 mL) e Fosfato Bibéasico de Sédio (1,187 g/100 mL) na propor¢édo 1:4. Em
seguida o tampdo foi filtrado em sistema a vacuo com membrana filtrante e submetido a
ultrassom por 30 minutos. O ensaio foi conduzido conforme descrito abaixo.

(1) O banho circulante foi estabilizado em 37 + 2 °C por 30 minutos.

(2) Foram adicionados cerca de 500 mL da solucdo receptora (tampdo pH 7,4) no
béquer jaquetado.

(3) As células de difusdo de Franz foram preenchidas com solucéo receptora (tampéo
pH 7,4).

(4) As membranas de celulose foram colocadas cuidadosamente sobre as células de
difusdo de Franz e fixadas com discos de Teflon®. Em seguida foram adicionados 300
mg da emulsdo ECPC310817#4 (0,10% de APC), lote 130318 sobre cada membrana. O
sistema foi fechado com tampas de acrilico.

(5) As aliquotas foram analisadas por CLAE a 310 nm, apds cada coleta nos tempos 0,5,
1,2,4,6,8¢e 12 horas.

Figura 22. Permeador Microette Hanson-Research®
Onde, 1- Banho circulante, 2- Béquer jaquetado, 3- Células de difusdo de Franz, 4- Sistema coletor
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1 Coleta de amostra

Lz L5 1- Membrana de celulose
-~ ? 2- Camara receptora

Recirculagéo de 4gua 3- Jaqueta aquecida

37°C

Reposicao de solugdo tampéo

- =

Agitador magnético

Fonte: adaptado de (KIM et al., 2012)
Figura 23. Modelo esquematico da célula de difuséo de Franz

4.4.5.2 Avaliacao da permeacgdo do APC

Foram obtidas orelhas de porco frescas e integras, sem passarem por processo de
escaldamento e transportadas sob-refrigeracdo. As orelhas de porco foram
dermatomizadas com uso de dermatdometro manual para obtencdo de peles com
espessura de aproximadamente 500 pum (Figura 24). Em seguida as peles foram

mantidas sob refrigeracdo até o dia do experimento (OECD, 2011).

Fonte: www.nouvag.com, acesso em 30/09/2018
Figura 24. Dermatdmetro Nouvag® TCM300

O ensaio para avaliar a permeacdo do APC seguiu as mesmas etapas do ensaio
de liberagéo, exceto pelo uso de pele de orelha de porco em substituicdo as membranas
de celulose e pela periodicidade de coleta das aliquotas que foram feitas nos tempos
inicial, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 18 e 24 horas e analisadas em Cromatografo Agilent®, 1100

series com detector UV-Vis a 310 nm.


http://www.nouvag.com/
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4.4.5.3 Avaliacao da retencdo do APC

(1) As peles foram cuidadosamente retiradas das células de difusdo de Franz com
auxilio de uma pinca.

(2) As peles foram gentilmente rinsadas com agua Mili-Q® para remover o excesso de
emulsédo e foram dispostas sobre uma folha de papel aluminio devidamente identificadas
(Figura 25).

(3) Procedeu-se o tape stripping das peles com auxilio de 16 pedacos de fita adesiva
transparente (3M®) para cada um dos 6 pedacos de pele. A primeira fita de cada amostra
foi descartada.

(4) Os 15 pedacos de fita adesiva de cada amostra foram adicionados em tubos Falcon®
contendo 4 mL de metanol. Os tubos foram identificados como TP (tape stripping)
(Figura 26a).

(5) Em seguida foram recortados os excessos de pele de cada amostra, com auxilio de
tesoura sem ponta, preservando-se a area que ficou em contado com a emulsao.

(6) As amostras de pele foram cortadas em pequenas tiras e adicionadas em tubos
Falcon® contendo 4 mL de metanol. Os tubos foram identificados como M (macerado)
(Figura 26b).

(7) Os 12 tubos Falcon® foram submetidos a agitacido em agitador tipo vortex por 1
minuto, banho ultrassénico por 20 minutos e mais 1 minuto em agitador tipo vortex. Os
sobrenadantes foram filtrados em filtro de PTFE 0,45 pm e analisados em Cromatografo
Agilent®, 1100 series com detector UV-Vis a 310 nm.

15
o [
fitas adesivas
TP1 P2 TP3 TP4 TPS TP6
1
Tape
_ 7!\41 M2 M3 M4 M5 M6

sptripping
Fonte: Autor, CorelDraw X6
Figura 25. Etapas do ensaio de retencao cutanea




Fonte: Autor
Figura 26. (a) Fitas adesivas em metanol e (b) Pele de orelha de porco em metanol

Onde TP = tape stripping e M = macerado
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51  Avaliagdo do potencial citotoxico

5.1.1 Avaliacdo da citotoxicidade em linhagens celulares HDFa e HaCat

Os resultados das leituras em espectrofotdmetro foram plotados em graficos de

viabilidade celular. O ICsg que indica a concentracdo de APC necesséria para inibir o

crescimento de 50% das células foi calculado pelas equacdes da reta y = ax + b (Figura
27 e Figura 28).

Fonte: Autor
Figura 27. Placas contendo linhagens celulares HDFa e HaCat e 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT)
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Fonte: Autor
Figura 28. Viabilidade celular e ICsq das linhagens HDFa e HaCat

O IC 50% das células HaCat e HDFa foi 693,57 pg/mL e 2.814,75 pg/mL,
respectivamente. A viabilidade celular no controle do solvente (5% de etanol) foi 82%
para as células HDFa e 50% para as células HaCat. (ANVISA, 2012); (MOHAMMED
et al., 2016); (AL-MADHAGI et al., 2018); (VELOZO-SA et al., 2019); (ALVAREZ-
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GOMEZ et al., 2019); (LI et al., 2019). Os resultados mostram que as células HaCat so
mais suscetiveis a morte celular que as células HDFa. Esses resultados ja eram
esperados de certa forma, uma vez que a confluéncia das células HaCat foi atingida
mais tardiamente quando comparadas a confluéncia das células HDFa. Outro indicio de
que isso era esperado, é que a viabilidade das células HaCat foi cerca de 60% menor

que a das células HDFa no controle do solvente (5% de etanol).

512 Avaliacdo do potencial de irritacdo ocular pelo método HET-CAM
(Hen’s Eggs Test — Chorio Allantoic Membrane)

Apos aplicacdo de diferentes substancias na CAM, observou-se a ocorréncia ou
ndo de reacdes de hiperemia, hemorragia ou coagulacdo (Figura 29). Em seguida os
resultados foram expressos em valores de indice de Irritacdo (IS) e plotados na Tabela
10. A solucdo de NaCl 0,9% apresentou 1S=0, pois ndo foram observadas reacfes de
hiperemia, hemorragia ou coagulagdo nos 5 minutos de conducdo do ensaio. A solucgéo
de NaOH 1N apresentou 1S=19, pois foram observadas hemorragia e coagulagdo aos 30
segundos e hiperemia no segundo minuto de conducdo do ensaio. Embora 100 ug de
APC puros tenham apresentado 1S=0 para duas das trés replicatas, ha forte indicio de
ocorréncia de hemorragia no tempo 5 minutos para a replicata n° 1, o que levou ao
recalculo do indice de irritacdo para IS=1 (ligeiramente irritante).(MARUNO, 2009);
(MARQUARDT et al., 2010); (ANVISA, 2012); (ICCVAM).

Tabela 10. Classificagdo do Indice de Irritagio (IS) para cada substancia, Método HET-CAM.
Substancias Tempo? IS Classificacdo

NaCl 0,9% (m/v) Sem alteragbesem 5min 0  Praticamente ndo irritante
NaOH 0,1N 19 segundos 19 Severamente irritante

APC Alteracdo em 5 min 12 Ligeiramente irritante

1 Tempo em que ocorreu a primeira alteragdo na CAM.
2 Média da triplicata.
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Sem Tratamento 0,5min 2min 5min

Controle +

Controle —
NaCl 0,9% (m/v)

APC
Replicata 1

APC
Replicata 2

APC
Replicata 3

Fonte: Autor
Figura 29. Ocorréncia de reagdes de hiperemia, hemorragia ou coagulacdo apds adi¢do de NaOH, NaCl e
APC na CAM
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5.2  Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A viabilidade celular e a ICsp foram calculadas apds leituras em
espectrofotobmetro a 530 nm (Figura 30 e Figura 32). A concentracdo bactericida
minima (CBM) foi determinada em placas de Petri contendo meio s6lido agar Mueller-
Hinton (AMH), pela comparagéo entre os pogos controle (C1 e C2) e 0s po¢os contendo
APC (H1-H6) (Figura 31) (Tabela 11) (CELIKTAS et al., 2007); (ZABKA; PAVELA,
2013); (ABDI; ABIHPEC; SEBRAE, 2015).

/q\/w

Fonte Autor
Figura 30. Placas de 96 pocos contendo Resazurina e (a) Escherichia coli (ATCC® 10536), (b)
Staphylococcus aureus (ATCC® 6538), (c) Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853) e (d)
Staphylococcus epidermidis (ATCC® 1222)

(a) ' (b) : (© ' (d) '
cx + - A =] + - A . + - A - + - A
+ + + _ + + + +
+ + + + + + + +
5 + + 5 + + 5 + + . 5 + + h

Fonte: Autor
Figura 31. Placas com AMH. C1 e C2, controles do solvente. DivisGes 1 a 6, controle das linhas H1-H6
(APC). (a) Escherichia coli (ATCC® 10536), (b) Staphylococcus aureus (ATCC® 6538), (c)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853), (d) Staphylococcus epidermidis (ATCC® 1222)
Onde, (+) e (-) significam presenca e auséncia de crescimentos bacterianos, respectivamente.
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Fonte: Autor
Figura 32. Viabilidade celular e I1Cso das cepas bacterianas
Tabela 11. Valores de CIM, CBM e ICso do APC em pg/mL
_ _ CIM CBM ICs0
Mlcrorganlsmos
(mg/mL)  (ug/mL)  (Hg/mL)
Escherichia coli (ATCC® 10536) 1500 3.000 814,0
Staphylococcus aureus (ATCC® 6538) 1.875 1.875 821,4
Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853) 938 3.750 981,7
Staphylococcus epidermidis (ATCC® 1222) 938 3.750 833,2

Fonte: Autor
CIM: concentracdo inibitéria minima (concentracao bacteriostatica), CBM: concentracdo bactericida

minima

Considerando a razéo entre os valores de 1Cso do APC para células HaCat e
HDFa e os valores de CIM para os microrganismos estudados, foi possivel calcular
indice de Seletividade (ICso/CIM), que mede o quanto o APC é seletivo contra 0s
microrganismos sem causar danos as células (Tabela 12). A concentracdo de 693,57
pg/mL de APC ndo foi seletivo contra os microrganismos estudados (indice de
seletividade < 1). A concentragdo de 2.814,75 pug/mL de APC foi mais seletivo contra
0s microrganismos estudados que toxico para as células HFDa. Essa concentracdo foi

1,9 vezes mais seletivo contra E. coli, 1,5 vezes mais seletivo contra S. aureus, 3 vezes
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mais seletivo contra P. aeruginosa e 3 vezes mais seletivo contra S. epidermides
(TILGASE et al., 2018); (JASKIEWICZ et al., 2019).

Tabela 12. Valores de CIM, ICs e indice de Seletividade do APC

CIM ICs0 (g/mL) indice de Seletividade (1Cso/CIM)
L
(omb) \acat HDFa HaCat HDFa
E. coli 1.500 0,5 1,9
S. aureus 1.875 0,4 1,5
_ 693,57  2.814,75
P. aeruginosa 938 0,7 3,0
S. epidermides 938 0,7 3,0

Fonte: Autor
CIM: concentragdo inibitdria minima (concentracdo bacteriostatica), 1Cso: concentragdo inibitdria em
50% das células

5.3  Desenvolvimento e validacdo do método de quantificacdo do APC por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

5.3.1 Especificidade e Seletividade

A especificidade do método foi demonstrada por meio de sua capacidade em
identificar e quantificar o APC em solugdo com agentes degradantes, mantida 8 horas a
80 °C. A seletividade do método foi demonstrada pela analise da emulsdo sem APC em
solucdo com os mesmos agentes degradantes e sob as mesmas condi¢des de tempo e
temperatura. Apos esse periodo as areas dos picos foram comparadas para verificar a
existéncia de estruturas com mesmo tempo de retencdo, que pudessem interferir no
método. A concentracdo de APC foi calculada com base na equacdo de linearidade y =
99,847 + 31,922.

As curvas cromatograficas sugerem que o APC foi suscetivel a degradacdo sob
condigdes extremas de tempo e temperatura (8 horas a 80 °C) em meio aquoso, alcalino,
acido, oxidante e sob luz ultravioleta (ANVISA, 2008); (BRASIL, 2017) (Figura 33).
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Tabela 13. Comparagdo entre as areas das emulsbes ECPC310817#4 (0,10% de APC) e
ECPC310817#PL (sem APC), mantidas 8 horas a 80 °C sob condi¢Bes de degradacao

Amostra Agente degradante Area
ECPC310817#4 NaOH 0,1 M 5899,979
(0,10% de APC) HCI 0,AM 4859,568

H202 3% 4918,436

H20 5537,827

Luz Ultravioleta 4773,456
ECPC310817#PL NaOH 0,1 M 0
(sem APC) HCI 0,1M 0
H202 3% 0
H>O 0
Luz Ultravioleta 0

Fonte: Autor

> NaOHO0,1M

700 | > H,0
e T HelodM

S00 —|
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] > Luz Ultravioleta
300 —

200 —

.l

Fonte: Ramos W.S.
Figura 33. Comparacdo entre as curvas cromatograficas do padrdo de APC 50 pg/mL e dos agentes

HCI0,1 M

degradantes, obtidas por CLAE a 310 nm
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5.3.2 Linearidade

5.3.2.1 Linearidade em Etanol

A equacdo de linearidade do APC em etanol (y = ax + b) foi determinada através
da regressdo linear de trés curvas analiticas, utilizando BioEstat® 5.0. O método foi
linear entre 40 — 60 pg/mL (p < 0,0001) (GUEDES, 2008); (BRASIL, 2017) (Figura
35). Considerando nivel de significancia de 0,05 (o = 0,05), o F de significancia dos
residuos foi de 1,0261E-17, ou seja, menor que o valor de a. Dessa forma podemos

inferir que a regresséo linear foi significativa (Tabela 15).

Tabela 14. Valores de intercepto com eixo Y e inclinagdo das curvas analiticas de linearidade do APC em
etanol (p<0,0001), BioEstat® 5.0

Intercepto com eixo Y Inclinacdo da curva analitica R?
Curval -63,076 101,97 0,9994
Curva 2 236,46 95,11 0,9995
Curva 3 -77,618 102,46 0,9985
M 31,922 99,847 0,9991
DP 177,2843 4,1082 0,0006

Fonte: Autor
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Fonte: Autor

Figura 34. Curvas cromatograficas de linearidade do APC nas concentra¢des de 40, 45, 50, 55 e 60

pg/mL em etanol, obtidas por CLAE a 310 nm
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Fonte: Autor
Figura 35. Gréfico de Linearidade do APC em etanol
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Fonte: Autor
Figura 36. Grafico de residuos da Linearidade em etanol

Tabela 15. Andlise de varidncia (ANOVA) dos residuos - linearidade em etanol (p 0,05)
Estatistica de regressao

R multiplo 0,9985
R-Quadrado 0,9969
R-quadrado ajustado 0,9967
Erro padrdo 0,4214
Observagoes 15
gl SQ MQ F F de significacéo
Regressao 1 747,6913 747,6913 4210,1961 1,0261E-17
Residuo 13 2,3087 0,1776
Total 14 750,0000
- Erro 95% 95% Inferior Superior
Coeficientes padrédo Stat t Valor-P inferiores superiores  95,0% 955),0%
Intersecdo  -0,1648 0,7807 -0,2111 0,8361 -1,8515 1,5219 -1,8515 1,5219

Area

0,0100 0,0002 64,8860 1,02605E-17 0,0097 0,0103 0,0097 0,0103

Fonte: Autor
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5.3.2.2 Linearidade em Tampéao Fosfato (pH = 7,4) (sink conditions)

A equacdo de linearidade do APC em tampéo fosfato pH = 7,4 (y = ax + b) foi
determinada através da regressio linear de trés curvas analiticas, utilizando BioEstat®
5.0. O método foi linear entre 0,025 — 60 pg/mL (p < 0,0001) (GUEDES, 2008)
(BRASIL, 2017) (Figura 38). Considerando nivel de significancia de 0,05 (a = 0,05), o
F de significancia dos residuos foi de 1,9459E-44, ou seja, menor que o valor de a.

Dessa forma podemos inferir que a regressao linear foi significativa (Tabela 17).

Tabela 16. Valores de intercepto com eixo Y e inclinagdo das curvas analiticas de linearidade do APC em
tampéo fosfato pH = 7,4 (p<0,0001), BioEstat® 5.0

Intercepto com eixo Y Inclinagdo da curva analitica R?
Curval 3,6715 98,38 0,9999
Curva 2 2,7532 98,47 0,9999
Curva 3 -6,3886 98,52 0,9998
M 0,0120 98,456 0,9999
DP 5,5621 0,0688 0,0001

Fonte: Autor

K %

| Fonte: Autor | |
Figura 37. Curvas cromatogréficas de linearidade do APC nas concentragdes 0,025, 0,25, 0,5, 5, 10, 40,

45, 50 e 60 pg/mL em tampdo fosfato pH = 7,4, obtidas por CLAE a 310 nm
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Figura 38. Gréafico de Linearidade do APC em tampao fosfato pH =7,4
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Figura 39. Gréafico de residuos da Linearidade em tampao fosfato pH = 7,4

Tabela 17. Analise de variancia (ANOVA) dos residuos - linearidade em tampéo fosfato pH = 7,4 (p

0,05)
Estatistica de regressao
R multiplo 0,9999
R-Quadrado 0,9999
R-quadrado ajustado 0,9999
Erro padréo 0,2706
Observacdes 24
gl SQ MQ F F de significacéo
Regresséo 1 12893,49059 12893,49059 176078,2316 1,9459E-44
Residuo 22 1,610970251 0,073225921
Total 23 12895,10156
- Erro 95% 95% Inferior ~ Superior
Coeficientes padrédo Stat t Valor-P inferiores superiores 95,0% 955),0%
Intersecdo  0,0032 0,0836 0,0379 0,9701 -0,1702  0,1766 -0,1702  0,1766
AREA 0,0102 2,4202E-05 419,6168 1,9459E-44 0,0101  0,0102 0,0101 0,0102

Fonte: Autor
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A equacdo de linearidade do APC em metanol (y = ax + b) foi determinada

através da regressdo linear de trés curvas analiticas, utilizando BioEstat® 5.0. O método
foi linear entre 0,025 — 60 pg/mL (p < 0,0001) (GUEDES, 2008); (BRASIL, 2017)

(Figura 41). Considerando nivel de significancia de 0,05 (a = 0,05), o F de significancia

dos residuos foi de 5,3566E-44, ou seja, menor que o valor de a. Dessa forma podemos

inferir que a regressdo linear foi significativa (Tabela 19).

Tabela 18. Valores de intercepto com eixo Y e inclinagdo das curvas analiticas de linearidade do APC em
metanol (p<0,0001), BioEstat® 5.0

Intercepto com eixo Y Inclinagdo da curva analitica R?
Curval -24,157 106,11 0,9997
Curva 2 -32,395 107,22 0,9995
Curva 3 -34,986 106,53 0,9997
M -30,513 106,62 0,9996
DP 5,6546 0,5604 0,0001

Fonte: Autor
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Figura 40. Curvas cromatogréaficas de linearidade do APC nas concentrag¢des 0,025, 0,25, 0,5, 5, 10, 20,

30, 40, 50 e 60 pg/mL em metanol, obtidas por CLAE a 310 nm
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Figura 41. Gréfico de Linearidade do APC em metanol
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Figura 42. Gréafico de residuos da Linearidade em metanol

Tabela 19. Andlise de varidncia (ANOVA) dos residuos - linearidade em metanol (p 0,05)

Estatistica de regressao

R multiplo 0,9998
R-Quadrado 0,9996
R-quadrado ajustado 0,9996
Erro padrdo 0,4358
Observagoes 27
gl SQ MQ F F de significacéo
Regresséo 1 11855,16883 11855,16883 62424,01003 5,3566E-44
Residuo 25 4,747840142 0,189913606
Total 26 11859,91667
- Erro 95% 95% Inferior  Superior
Coeficientes padrdo Stat t Valor-P inferiores superiores 95,0% 95,0%
Intersecdo  0,2957 0,1265 2,3363 0,0278 0,0350 0,5563  0,0350 0,5563

Area 0,0094  3,7523E-05

249,8480 5,3566E-44  0,0093 0,0095 0,0093  0,0095

Fonte: Autor
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Observamos que a interacdo entre as andlises realizadas em dias diferentes foi

estatisticamente significativa ao nivel de 5%. N&o foram observadas diferencas

estatisticamente significativas entre os resultados dos dois dias de analises (p-valor

0,89). Dessa forma como o F calculado (0,0180) foi menor que o F critico (4,9646),

podemos inferir que a hipotese nula (Ho) foi aceita, ou seja, a variancia dos resultados

nos dias 1 e 2 foram iguais e 0 método foi considerado preciso (BRASIL, 2017).

Tabela 20. Analise de variancia (ANOVA) entre dois dias de analise de precisao

Grupo Contagem Soma Média  Variancia
Dia_1 6 30655,9100 5109,3183 3543,6910
Dia_2 6 30618,9600 5103,1600 9097,5399
Fonte da variacdo SQ gl MQ F p-valor  Feritico
Entre grupos 113,7752 1 113,7752  0,0180 0,8959 4,9646

Dentro dos grupos  63206,1545 10 6320,6154

Total 63319,9297 11

Fonte: Autor

5.3.4 Limite de Detecgéo e Limite de Quantificagéo

Os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados com base no

desvio padrdo dos interceptos com o eixo Y e na média da inclinacdo das curvas

analiticas. Os valores de LD e LQ do APC foram determinados pelas Equacdes 5 e 6 em

0,00873 e 0,02646 pug/mL, respectivamente (BRASIL, 2017).

Tabela 21. Valores de intercepto com eixo Y e inclinagdo das curvas analiticas para calculo de LD e LQ

Intercepto com eixo Y Inclinacdo da curva analitica R?
Curval 5,117 99,97 1
Curva 2 4,888 100,51 1
Curva3 4,584 102,29 1
M 4,863 100,92 -
DP 0,2671 1,2140 -

Fonte: Autor
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Figura 43. Curvas cromatogréficas para célculo de LD e LQ do APC nas concentra¢des 0,023, 0,23, 0,46

e 46 ug/mL em etanol, obtidas por CLAE a 310 nm

5.3.5 Exatidao

As porcentagens de recuperacdo do APC nas emulsdes foram obtidas pela
relacdo entre a concentracdo tedrica (CT) e concentracdo média experimental (CME).
Os resultados estdo de acordo com o preconizado pela Anvisa, que estabelece
porcentagem de recuperacdo entre 80 — 110%. Dessa forma o método analitico foi

considerado exato para as amostras analisadas (BRASIL, 2017).

Tabela 22. Porcentagem de recuperacdo do APC para célculo de exatidao

CT (ug/mL) CME (pg/mL) % recuperagao DPR (%)
40,00 40,71 101,76 £ 0,41% 0,407
50,00 51,60 103,20 £ 0,23% 0,227
60,00 61,63 102,71 £ 2,31% 2,252

Fonte: Autor

5.3.6 Robustez

A robustez do método analitico foi verificada com base na porcentagem de
recuperagdo do APC. Os resultados indicam que o método foi robusto uma vez que o
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percentual de recuperacdo esteve entre 80-100% como preconizado pela legislacéo
vigente (BRASIL, 2017).

Tabela 23. Porcentagem de recuperacdo do APC para calculo de robustez

Variaveis CT (ug/mL) CME (ng/mL) % recuperacéo
Vazdo da fase movel 50,00 51,64 103,07 £ 2,00%
Proporcao da Fase Movel 50,00 51,73 103,23 £ 0,73%
Comprimento de onda 50,00 50,00 99,78 + 2,98%
Fabricante de Etanol 50,00 51,35 102,47 £ 0,94%
pH da Fase Mével 50,00 51,57 102,92 £+ 0,30%
Coluna cromatografica 50,00 52,10 103,98 + 1,19%

Fonte: Autor

5.4 Desenvolvimento das emulsdes cosméticas

As caracteristicas qualitativas de aparéncia, cor, odor, separacdo de fases e
microscopia das 5 formulagdes desenvolvidas na primeira etapa mantiveram-se
inalteradas. Algumas formulagdes apresentaram variacdo de pH entre 5 e 15%, sendo
descartadas aquelas com variacdo superior a 5%. A viscosidade aparente das
formulacdes foi diretamente proporcional a concentracdo de alcool cetoestearilico (4, 6
e 8%). Dessa forma, foi escolhida a concentracdo de 6% de alcool cetoestearilico pois a
proposta do projeto foi desenvolver uma emulsdo que pudesse ser facilmente aplicada
na face ou regido dos olhos. O APC foi melhor solubilizado em propilenoglicol do que

em glicerina.

5.4.1 Desenvolvimento do processo de fabricacéo

Os tempos de processo de fabricagdo em uma ou duas fases ndo foram
significativamente diferentes (CORREA, 2012). Porém quando se pensa em processo
em maiores escalas, ha uma tendéncia para processos em uma fase, onde os rendimentos
podem ser maximizados. Dessa forma, foi escolhido o processo em uma fase para

continuar no projeto.
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5.4.2 Avaliagdo da estabilidade acelerada

Apols o0 estudo de Estabilidade Preliminar e etapa de selecdo, as formulas
ECPC310817#PL (sem APC), ECPC310817#1 (0,04% de APC), ECPC310817#2
(0,06% de APC), ECPC310817#3 (0,08% de APC) e ECPC310817#4 (0,10% de APC)
foram submetidas ao estudo de Estabilidade Acelerada por 3 meses nas condig¢oes
preestabelecidas (Quadro 3 e Quadro 4) (Tabela 24).

Tabela 24. Resumo das analises feitas durante o estudo de Estabilidade Acelerada

PL #1 #2 #3 #4
Aparéncia v v 4 v v
Cor v v v v v
Odor v v v v v
Viscosidade (mPas) v v v v v
Separacéo de fases v v 4 4 v
pH 4 4 4 v v
Teor de APC v

Fonte: Autor
PL (sem APC), #1 (0,04% de APC), #2 (0,06% de APC), #3 (0,08% de APC), #4 (0,10% de APC)

5.4.2.1 Avaliagéo da aparéncia, cor e odor das emulsoes

As amostras ECPC310817#PL (sem APC), #1 (0,04% de APC), #2 (0,06% de
APC), #3 (0,08% de APC) e #4 (0,10% de APC) mantidas a 5, 25 e 40 °C, nédo
apresentaram alteragdes na aparéncia, cor e odor, durante 0os 3 meses de estudo de
estabilidade. A amostra ECPC310817#4 mantida a 40 °C apresentou perda de &4gua no
2° e 3° meses. As amostras submetidas aos ciclos F/T apresentaram perda de brilho
(ANVISA, 2008).

5.4.2.2 Avaliacgéo da viscosidade das emulsdes

A viscosidade inicial das emulsdes contendo APC ndo apresentou variacdo entre
si, porém foi diferente da viscosidade da emulsdo sem APC. Esse fato pode estar
relacionado aos valores de pH das emulsdes com e sem APC. Os ciclos de
congelamento e descongelamento interferem diretamente no incremento da viscosidade
das emuls6es, independentemente de conterem ou ndo o APC (Tabela 25). A amostra
ECPC310817#4 (0,10% de APC) apresentou diminui¢do no valor da viscosidade no 3°
més, para todas as temperaturas estudadas (Figura 44) (ANVISA, 2008); (SCHRAMM,
2006).
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Tabela 25. Valores de viscosidade das emulsdes ECPC310817#PL, #1, #2, #3 e #4 durante estudo de
Estabilidade Acelerada, mPas (M = DP)

Temperatura Tempo PL #1 #2 #3 #4
5°C 2S 23.467 £ 945 29.333 £ 231 28.600 £ 529 29.867 £+ 231 29.467 + 462
M 23.400 + 346 28.867 + 306 27.600 £ 529 30.000 + 200 29.000 £ 200
2M 23.200 £ 200 27.800 + 800 27.667 £ 231 29.467 + 306 29.133 £ 115
3M 24.600 £ 721 28.667 £+ 231 26.533 £ 115 29.600 + 400 15.133 £ 115
Média 23.667 £ 632 28.667 £642 27.600 + 845 29.733 £ 243 25.683 £ 7.036
DPR 0,0267 0,0224 0,0306 0,0082 0,2740
25°C TO 22.467 + 1.332 28.667 + 702 27.533 £ 1.007 28.400 + 200 28.533 £ 833
2S 23.733 £ 702 27.267 £ 1.155 28.800 + 346 30.067 £ 306 24.267 + 462
M 23.600 £ 872 27.533 £ 462 28.267 £ 902 29.933 £ 115 27.933 £ 231
2M 24.533 £ 416 28.200 £ 529 28.333 £ 416 28.267 + 306 26.733 £ 643
3M 25.333 £ 945 27.733 £ 416 27.800 £ 721 28.200 + 346 13.933 + 115
Média 23.933 £ 1075 27.880 £ 557 28.147 £ 493 28.973 £ 941 24.280 + 6.011
DPR 0,0449 0,0200 0,0175 0,0325 0,2476
40 °C 2S 27.733 £ 306 32.200 + 200 31.667 £ 416 31.667 +1.172 30.600 + 721
1M 29.667 + 1.222 31.600 + 800 30.933 £ 757 32.000 + 346 29.067 £ 702
2M 28.733+ 2914 30.600 + 1.778 28.800 + 1.732 28.867 + 1.222 25.867 + 416
3M 32.933 £ 1.553 27.867 £ 416 25.200 £ 2.000 24.533 + 808 13.533 £ 416
Média 29.767 £ 2.254 30.567 +£1.917 29.150 £ 2.901 29.267 + 3.454 24,767 £ 7.744
DPR 0,0757 0,0627 0,0995 0,1180 0,3127
3 Ciclos FT  57.800 + 5.381 63.000 £ 4.000 62.333 £ 1.704 62.667 + 1.963 51.067 + 2.759
DPR 0,0931 0,0635 0,0273 0,0313 0,0540

PL (sem APC), #1 (0,04% de APC), #2 (0,06% de APC), #3 (0,08% de APC), #4 (0,10% de APC)

Fonte: Autor
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5.4.2.3 Avaliagdo da separacdo de fases das emulsdes

N&o houve separagéo de fases das emulsfes mantidas a 5, 25 e 40 °C durante 0s
3 meses de estudo de Estabilidade Acelerada e também nas amostras submetidas a 3

ciclos de congelamento e descongelamento (ANVISA, 2008).

5.4.2.4 Avaliacdo e caracterizacdo microscopica das emulsdes

As amostras ECPC310817#1 (0,04% de APC), #2 (0,06% de APC) e #3 (0,08%
de APC) submetidas a 3 ciclos de congelamento e descongelamento, apresentaram
alteracdo estrutural semelhante a estrias quando observadas ao microscopio. A amostra
ECPC310817#4 (0,10% de APC) submetida aos mesmos ciclos, apresentou pequeno
aumento no tamanho das goticulas da fase dispersa, o que ndo foi suficiente para ocorrer
coalescéncia e separagdo de fases. Todas as amostras submetidas aos ciclos de
congelamento e descongelamento apresentaram perda de brilho, mas mantiveram cor e

odor inalterados (Figura 45).

ECPC310817#PL ECPC310817#1 ECPC310817#2 ECPC310817#3 ECPC310817#4
7 __ —
- ¥ X/
3 \
O
® \

“Fonte: Autor
Figura 45. Microscopia das emulsdes submetidas a ciclos de congelamento e descongelamento, aumento
de 100x

PL (sem APC), #1 (0,04% de APC), #2 (0,06% de APC), #3 (0,08% de APC), #4 (0,10% de APC)

As amostras ECPC310817#PL (1M), ECPC310817#1 (2S, 1M e 3M),
ECPC310817#2 (1M e 3M) e ECPC310817#3 (1M), mantidas a 5 °C apresentaram
coalescéncia, porém ndo houve separacdo de fases. As amostras ECPC310817#3
(0,08% de APC) e #4 (0,10% de APC) apresentaram material recristalizado no segundo
més da estabilidade a 5 °C (Figura 46). Essa recristalizacdo pode ter sido do APC, uma
vez que a concentragdo do ativo na mesma amostra foi menor que nas demais amostras
(0,095 + 0,00025%) (Figura 51).

As amostras ECPC310817#PL (TO, 2S e 1M), ECPC310817#1 (1M),
ECPC310817#2 (1M, 2M e 3M) e ECPC310817#4 (1M e 3M), mantidas a 25 °C
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apresentaram coalescéncia, porém nao houve separacdo de fases nem alteracfes nas
caracteristicas organolépticas (Figura 47).

As amostras ECPC310817#PL (2M), ECPC310817#1 (1M, 2M e 3M),
ECPC310817#2 (2S, 1M, 2M e 3M), ECPC310817#3 (1M e 3M) e ECPC310817#4
(1M e 2M) mantidas a 40 °C apresentaram coalescéncia, porem ndo houve separacao de

fases nem alteracBes nas caracteristicas organolépticas (Figura 48).

2 semanas (2S 1 més (1M) 2 meses (2M) 3 meses (3M)
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Fonte: Autor
Figura 46. Microscopia das emulsdes submetidas a 5 °C por 3 meses, aumento de 100x
PL (sem APC), #1 (0,04% de APC), #2 (0,06% de APC), #3 (0,08% de APC), #4 (0,10% de APC)



Inicial (T0) 2 semanas (2S) 1 més (1M) 2 meses (2M) 3 meses (3M)

ECPC310817#1 | ECPC310817#PL

ECPC310817#3 | ECPC310817#2

ECPC310817#4

Fonte: Autor
Figura 47. Microscopia das emulsdes submetidas a 25 °C por 3 meses, aumento de 100x
PL (sem APC), #1 (0,04% de APC), #2 (0,06% de APC), #3 (0,08% de APC), #4 (0,10% de APC)
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2 semanas (2S) 2 meses (2M) 3 meses (3M)
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Fonte: Autor
Figura 48. Microscopia das emulsdes submetidas a 40 °C por 3 meses, aumento de 100x
PL (sem APC), #1 (0,04% de APC), #2 (0,06% de APC), #3 (0,08% de APC), #4 (0,10% de APC)

A caracterizacdo da emulséao foi feita com uso de corantes hidro e lipofilicos. A
fase dispersante (aquosa) foi evidenciada pelo corante hidrofilico (amarelo), ao passo
que o corante lipofilico (marrom) formou goticulas insolGveis nessa mesma fase, 0 que

possibilitou caracterizar a emulsio como sendo O/A (Figura 49) (CORREA, 2012).



81

t: Autor
Figura 49. Caracterizacdo da emulsdo O/A com uso de corantes (a) Amarelo Tartrazina 1%, aumento de
100x e (b) F. Brown 1%, aumento de 40x

5.4.2.5 Avaliagédo do pH das emulsdes

Considerando os 3 meses de estabilidade e ndo fazendo distincdo das
temperaturas de estocagem, as amostras ECPC310817#PL (sem APC), #1 (0,04% de
APC), #2 (0,06% de APC), #3 (0,08% de APC) e #4 (0,10% de APC) apresentaram
valores de pH iguais a 7,47 + 0,18, 6,92 £ 0,20, 6,57 + 0,17, 6,30 £ 0,19 e 5,97 + 0,32,
respectivamente (Tabela 26). Esses valores de pH eram esperados, uma vez que o APC
tem carater acido e estd em concentracGes crescentes nas formulacdes. Por outro a
amostra placebo teve o maior valor de pH. O valor de pH da amostra ECPC310817#4
mantida a 5 °C por 2 meses (6,55 + 0,12) ndo teve diferenca estatisticamente
significativa das amostras ECPC310817#3 (6,40 + 0,03) e ECPC310817#2 (6,46 *
0,05) mantidas sob a mesma temperatura € mesmo periodo de tempo. Como essas
formulacGes apresentam diferentes concentracdes de APC, era esperado diferenca entre
os valores de pH. Isso pode ter acontecido pela recristalizagio do APC que foi
evidenciada na microscopia dessa amostra (Figura 46). As amostras submetidas a 3
ciclos de congelamento e descongelamento ndo apresentaram variagdes estatisticamente
significativas nos valores de pH (Figura 50) (ANVISA, 2008).
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Tabela 26. Valores de pH das emulsées ECPC310817#PL, #1, #2, #3 e #4 durante estudo de Estabilidade
Acelerada (M = DP)

Temperatura Tempo PL #1 #2 #3 #4

5°C 2S 7,84 +0,13 7,26 £ 0,04 6,72+ 0,04 6,33+ 0,09 6,27 £ 0,07
M 7,55+ 0,08 7,25+ 0,07 6,82 + 0,06 6,64 + 0,05 6,03+0,13
2M 7,25+ 0,02 6,95+0,11 6,46 + 0,05 6,40 £ 0,03 6,55+0,12
3M 7,28 £ 0,06 6,81+ 0,07 6,39 + 0,02 6,24 + 0,08 6,12 £ 0,09
Média 7,48 £ 0,28 7,07 £ 0,22 6,60 £ 0,21 6,41+0,17 6,24 £ 0,23

DPR 0,0374 0,0311 0,0318 0,265 0,0368
25°C TO 7,63+0,05 6,90 + 0,05 6,57 £ 0,09 6,27 £ 0,02 5,38+0,25
2S 7,59+0,16 6,84 + 0,02 6,63 + 0,07 6,28 + 0,06 6,05+ 0,09
M 7,64 £ 0,09 7,11+0,09 6,91 + 0,06 6,60 + 0,04 5,82+0,10
2M 7,39+0,08 7,04+ 0,03 6,63+0,13 6,36 + 0,20 6,04 £ 0,13
3M 7,32 +0,02 6,88 + 0,06 6,45+ 0,09 6,08 + 0,05 6,00 +£0,13
Média 7,51+0,15 6,95+0,12 6,64 +0,17 6,32 +0,19 5,86 + 0,28

DPR 0,0200 0,0173 0,0256 0,0301 0,0478
40 °C 2S 7,33+0,08 6,77 £ 0,08 6,42+ 0,04 6,07 £ 0,03 6,02+0,13
M 7,46 £ 0,08 6,86 + 0,08 6,60 + 0,07 6,25+ 0,10 5,69+0,14
2M 7,35+0,11 6,71+ 0,07 6,39+0,10 6,22 + 0,06 6,02 + 008
3M 7,44 £ 0,01 6,63+ 0,08 6,44+ 0,04 6,09 +0,13 5,57 +0,23
Média 7,39+ 0,06 6,74 £ 0,09 6,46 + 0,09 6,16 + 0,09 5,82+0,23

DPR 0,0081 0,0133 0,0139 0,0146 0,0395
FT 7,39+0,12 6,74 + 0,05 6,51+0,04 6,23+0,10 5,81+0,01

DPR 0,0162 0,0074 0,0061 0,0160 0,0017

5.4.2.6 Avaliagéo do teor de APC das emulsdes

Fonte: Autor
PL (sem APC), #1 (0,04% de APC), #2 (0,06% de APC), #3 (0,08% de APC), #4 (0,10% de APC)

As amostras foram analisadas de acordo com as condic¢Oes preestabelecidas no

estudo de Estabilidade Acelerada.

A amostra mantida a 40 °C por 3 meses apresentou perda de agua e as amostras

mantidas a 5 °C por 2 e 3 meses apresentaram indicios de recristalizacdo do APC. Dessa

forma foi possivel inferir que 0 aumento na concentragdo do APC na emulsdo mantida a
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40°C por 3 meses pode estar relacionado a essa perda de agua. Por outro lado pode-se
inferir, também, que as diminui¢des nas concentracbes do APC nas emulsGes mantidas
a 5°C por 2 e 3 meses, podem estar relacionadas a esse indicio de recristalizagdo (Figura
51) (ANVISA, 2008).

ECPC310817#4
0,120% -
© 0,100% -
<
& 0,080% -
o
'S. 0,060% -
I
S 0,040% A
(&)
c
8 0,020% -
0,000% : . . ,
Inicial 25 M 2M 3M
Tempo
®5°C W25°C m40°C mF/T

Fonte: Autor
Figura 51. Concentracdo de APC em porcentagem durante 3 meses de estudo de Estabilidade Acelerada

55 Avaliacdo dos perfis de liberacdo, permeacdo e retencdo cuténeas do
APC

5.5.1 Avaliagéo do perfil de liberacdo do APC

Os resultados mostram que ap6s 12 horas, foram liberados 91,08 + 0,03% do
APC contido na emulso, que corresponde & 154,37 + 4,73 ug/cm? ou 273,24 + 8,37
pg/mL (OECD, 2011); (ANVISA, 2012). O resultado esperado foi adequado, uma vez

gue esperavamos uma liberacao acima de 90%.

100% 1
8% e

60% -

40% -

Porcentagem de Liberacdo

20% -

0%

Tempo (horas)

Fonte: Autor
Figura 52. Perfil de liberagéo do APC, emulsdo ECPC310817#4, lote 130318
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5.5.2 Avaliacdo da permeacéo e retencdo do APC

Os resultados mostram que ap6s 24 horas, foram permeados 18,47 + 12,30% de
APC e que o APC contido na emulsdo foi capaz de penetrar em camadas mais
profundas da pele, pois ap6s 24 horas 0,52 + 0,18% e 0,94 + 0,37% estavam disponiveis
no estrato corneo e na epiderme/derme, respectivamente (OECD, 2011); (ANVISA,
2012). Esses resultados sugerem que a técnica escolhida pode ter influenciado na
extracdo do ativo da pele. Outra sugestdo possivel estd no fato da emulsdo conter
propilenoglicol como solvente (CORREA, 2012) que pode ter facilitado a difusdo do
ativo pela modificacdo dos parametros de permeabilidade da pele relativamente ao APC
(MARTINS; VEIGA, 2002), pois era esperado que a quantidade de APC retida no

estrato cérneo, epiderme/derme fosse maior que a quantidade permeada.

100% -
80% -
60% -
40% A

i S— oo %

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (horas)

Porcentagem de Permeaco

Fonte: Autor
Figura 53. Porcentagem de permeacdo cutanea do APC
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0,00%
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Fonte: Autor
Figura 54. Porcentagem de retencédo cutanea do APC no Estrato Cdrneo e na Epiderme/Derme
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6 CONCLUSOES

O estudo de avaliagdo do potencial citotoxico do APC mostrou que a
concentracdo toxica para as células HDFa é cerca de 4 vezes maior que a concentracdo
para as células HaCat. Isso pode estar relacionado ao metabolismo de cada célula. O
APC apresentou baixo potencial de irritacdo ocular pelo método da Membrana
Corioalantoica. Esses resultados sugerem que as concentracGes de APC propostas para

as emulsdes podem ser consideradas seguras.

O APC apresentou atividade antimicrobiana tanto para bactérias Gram positivas
quanto para Gram negativas, 0 que podera permitir seu uso como agente antimicrobiano
isolado ou em associacdo com outros antimicrobianos. A concentracdo de APC
correspondente ao 1Cso para as células HDFa apresentou indice de seletividade para

todos os microrganismos estudados.

As emulsdes permaneceram estaveis ao longo dos 3 meses de estudo de
estabilidade, ainda que algumas alteragdes tenham sido observadas em tempos e
temperaturas distintas.

Os estudos de liberacdo, permeacdo e retencdo cutanea permitiram entender o
comportamento do APC apds sua liberacdo da emulsdo cosmética. Ap6s 12 horas quase
todo APC tinha sido liberado da formulacdo e em 24 horas parte dele foi quantificado
no estrato corneo e parte na epiderme/derme. A diferenca entre a quantidade de APC
retida e a quantidade permeada, pode estar diretamente relacionada a técnica empregada
para a extracdo do ativo das peles de orelha de porco e a solubilidade do APC em

propilenoglicol.

Nossos resultados sugerem que o APC pode ser considerado eficaz, seguro e
estavel para uso em produtos cosméticos, inclusive naqueles para uso na regido dos
olhos, ainda que testes complementares sejam necessarios. A perspectiva a partir desse
estudo é entender se ha sinergismo entre os ativos estudados pelo nosso grupo de

pesquisa.
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