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RESUMO

Diante da preocupagdo com os cuidados estéticos e as possiveis doengas de pele, o uso de
produtos cosméticos com a finalidade de precaver ou minimizar os danos causados,
principalmente pela exposicdo ao sol, estdo crescendo diariamente. E as emulsdes contendo
ativos, como por exemplo, Acido ascorbico e Nicotinamida sdo produzidos com este intuito,
tendendo serem adotados pelos consumidores. No entanto, ¢ essencial ter a eficacia e
seguranca do produto a ser comercializado. Os objetivos deste trabalho foram avaliar a
atividade inibidora da tirosinase, estudar a estabilidade das formulacdes contendo ou nao os
principios ativos, estudar o comportamento reologico das emulsdes e determinar o teor dos
principios ativos nas formulacdes. Os estudos realizados incluiram as avaliagdes da atividade
mibidora da tirosinase, da estabilidade acelerada considerando as caracteristicas
organolépticas como cor, odor, aspecto, além das caracteristicas fisico-quimicas, como valor
de pH, densidade, do comportamento reoldégico e a determinag¢do dos principios ativos. O
acido ascorbico apresentou uma elevada atividade inibidora da tirosinase, no entanto a
nicotinamida ndo a apresentou. Considerando o estudo da estabilidade acelerada, apesar das
formulagdes terem sido submetidas a varias condigdes de estresse, os principios ativos nao
influenciaram na estabilidade fisica do produto, mas a estabilidade quimica foi afetada. Na
determinacdo dos principios ativos foi observado que a temperatura foi um fator importante

para a estabilidade, ja que a altas temperaturas houve a degradagdo dos principios ativos.

Palavras-chaves: Despigmentante, emulsdo, estabilidade, reologia
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1. Introduciao
Atualmente, com a valorizagdo nos padrdes estéticos, ha grande preocupagdo da

populagdo principalmente em relagdo a pele (SON & HEO, 2013). A intensa exposi¢ao ao sol,
pode desencadear algumas doencas que a agride, como melasma, hiperpigmentagdo pds-

inflamatoria e lentigem senil (HAKOZAKI et al., 2002).

Porém, héa tratamentos topicos que se destinam inibir os processos enzimaticos da
producdo de pigmentos dentro dos melandcitos (VASHI & KUNDU, 2013). A melanogénese
ocorre dentro dos melandcitos, que sdao encontrados na camada basal da epiderme.

(NICOLETTTI et al., 2002). A figura 1 ilustra esquematicamente a melanogénese.

Figura 1 - Representagdo esquematica da melanogénese Fonte: Petit et al., 2003
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Os primeiros passos na via da biossintese da melanina sdo a hidroxilacdo da tirosina
para L-DOPA e a oxidagdo da L-DOPA para dopaquinona (PARVEZ et al., 2006). Estas
reagdes sdo catalisadas pela tirosinase, uma enzima cobre-dependente, que regula a

melanogénese e ¢ considerada um potente alvo para novos agentes inibidores para doengas de
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pele (HASSAN et al., 2016). Muitos agentes terapéuticos podem ser usados para o tratamento
de hiperpigmentacdes, como o acido ascorbico (AA) pela agdo inibitoria na melanogénese e a

nicotinamida (NIC), forma ativa biolégica da vitamina B3(CHOI et al., 2010).

O acido ascorbico (Figura 2) tem a formula molecular CsHgOg € se caracteriza como
um poé fino, cristalino branco e facilmente solivel em agua (BRASIL, 2010). Esta vitamina
tem sido usada em produtos cosméticos e dermatoldgicos pelos seus beneficios para a pele.
Além da funcao antioxidante, também tem a capacidade de suprimir a pigmentagao da pele e
a decomposicdo da melanina (SEGALL & MOYANO, 2008). No entanto, as formulagdes
topicas desta vitamina tendem a ser ineficazes devido a sua baixa estabilidade em exposi¢do a

luz e altas temperaturas de armazenamento (DALCIN et al., 2003).

Figura 2 - Estrutura quimica do acido ascorbico Fonte: BRASIL, 2010.

Alguns métodos de quantificagdo que podemos citar sdo: método de reacao redox,
método de titulagdo, método de derivacdo, método enzimatico, além de métodos

espectrofotométricos, fluorescéncia, quimioluminescéncia e eletroquimicos (TRANG, 2013).

A NIC (Figura 3) ¢ a forma hidrossoluvel da vitamina B3 (ROLFE, 2014). Alguns
artigos sugerem que a NIC pode ter varios efeitos sobre a pele como agente anti-inflamatdrio
na acne, como antioxidante e fotoimunossupressor (HAKOZAKI et al., 2002). Além disso,
pode reduzir a pigmentagdo, pelo impedimento da transferéncia dos melanossomas de

melandcitos para os queratindcitos, sendo um componente importante em cremes de

despigmentante (VASHI & KUNDU, 2013).

Figura 3 - Estrutura quimica da nicotinamida Fonte: Inamadugu et al., 2010

Emulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis resultantes da mistura de dois
liquidos imisciveis entre si estabilizados por um agente emulsificante. Essas formas

farmacéuticas sdo muito utilizadas em cosméticos devido as suas caracteristicas emolientes e
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cremosas, garantindo grande aceitacao por parte dos consumidores (PIANOVSKI et al., 2008).
No desenvolvimento de uma emulsdo cosmética, além do aspecto estético da formulacdo, o

delineamento das propriedades fisicas e da estabilidade ¢ fundamental (LIMA et al., 2008).

Pelo perfil de estabilidade do produto € possivel avaliar o desempenho, seguranga e
eficacia. O estudo de estabilidade fornece informagdes sobre o comportamento do produto
submetidos a condi¢des ambientais, desde sua fabricagdo até o término da validade (BRASIL,

2004).

Um dos testes de estabilidade ¢ o chamado teste de estabilidade acelerado, que nos da
dados sobre a estabilidade do produto, tempo de vida util € a compatibilidade da formulagao
com o material (ISAAC et al., 2008). Algumas caracteristicas do produto a ser estudado
devem ser consideradas, como avaliacdo organoléptica, a qual determina os parametros de
aceitagdo do produto pelo consumidor, e, a avaliagdo fisico-quimica, que permite buscar

alteragdes na estrutura da formulagdo que nao sdo perceptiveis (BRASIL, 2004).

Juntamente com o desenvolvimento, avaliacdo sensorial e estudos de estabilidade, ¢
empregada a técnica da reologia, a fim de desenvolver um produto final aceitdvel ao
consumidor (LUKIC et al., 2013). A reologia estuda a deformagdo e o fluxo dos materiais
submetidos a tensdes, sob determinadas condi¢des ao longo de um intervalo de tempo. Os
dados reoldgicos sao de grande importancia para a caracterizagdo de um cosmético em

desenvolvimento (SILVA et al., 2013).

Além do estudo da estabilidade e da reologia, ¢ necessaria comprovar a eficacia pela
quantificacdo das substancias ativas (MAIA, 2002). Diferentes técnicas podem ser utilizadas
como ensaios por via umida, espectrofotometria no Ultravioleta (UV)-Visivel ou
Infravermelho (IV), cromatografia (camada delgada, gasosa, liquida de alta eficiéncia),

eletroforese capilar entre outras (BRASIL, 2004).

Zenki e colaboradores (2004) realizaram um estudo de determinagdo repetitiva de AA
usando um sistema de Fe3+—1,1O—fenantrolina—preroxidissulfato em um método de injecdo de
fluxo circulatério. Ja Bi e colaboradores (2016) desenvolveram a quantificagdo de AA por
sensor de microfluido colorimétrico por UV. Um método de rapida quantificacdo por método
espectrofotometria foi desenvolvido por Ruiz e seus colaboradores (2016). Arya (2000) citou
métodos de titulagdo, eletroquimicos, quimioluminescentes, cinéticos, fluorimetria e

cromatograficos para a determinacdo do AA.



13

No entanto, a maioria dos artigos atuais utiliza cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) como método de quantificagdo de principios ativos, pois ¢ considerado um método
sensivel e seletivo, além de ser adequado para a avaliagdo da estabilidade em formulag¢des nas

industrias farmacéuticas e cosméticas (MITIC et al., 2011).

Miti¢ e colaboradores (2011) desenvolveram um método utilizando a coluna
Superspher RP-18 (250 mm x 4,6 mm x 10um) a 20°C. A fase modvel foi composta por
metanol/fosfato com tetrabutilaménio (30:70, v/v) em coluna C8 e acido metafosforico em
solu¢do aquosa com dcido metafosforico/metanol (90:10 e 95:5, v/v) e acido
metafosforicos/metanol/acetonitrila (90:5:5, v/v/v) em coluna C18, fluxo de 0,7 mL.min" com

uma detec¢ao a 280nm.

Robitaille & Hoffer (2016) desenvolveram um estudo comparando o método de CLAE
com deteccao UV e detecgdo eletroquimica. Para a CLAE com detecgdo eletroquimica foi
utilizado um detector eletroquimico Coulochem III e célula analitica 5S011A. O eletrodo 1 a -
175mV e detec¢ao a 500nA e o eletrodo 2 a 550mV e deteccao a 50 pA. A coluna da CLAE
foi fase reversa Phenomenex Luna (4,6 x 250mm, Spm) a 25°C. A fase movel foi
metanol:agua (1:4) contendo fosfato monobasico sodico, acetato de sddio trihidratado, cloreto
de dodecilmetilamonio e brometo de tetraoctilfosforico com fluxo de 0,8ml/min. Ja a CLAE-
UV foi usada uma coluna reversa Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150mm, 3,5 um) a

25°C. A fase movel foi 1,8mmol/l de acido sulfurico com fluxo de 0,8ml/min.

Chen e colaboradores (2015) utilizaram o método com uma coluna YMC-Triart C18
(250mm x 4,6mm, Sum) usando como fase movel solugdo de fosfato monopotdssico e

metanol com fluxo de 1,0ml/min a 25°C. A detecgao foi a 250nm.

Mostra-se uma tendéncia de métodos de analises que necessitam de uma rapida e facil
preparacdo dos reagentes, sem perder seus parametros de linearidade, seletividade, precisdo,
exatidao e robustez durante a analise. Como uma alternativa aos métodos existentes, o estudo
foi realizado com o objetivo de aplicar o método do CLAE-UV, que ¢ considerado um
método especifico, sensivel e de baixa produgdo de residuos toxicos, para a determinagdo do

teor dos principios ativos.

2. Objetivos
A proposta do trabalho foi avaliar a estabilidade e a eficacia de uma emulsdo contendo

acido ascorbico e nicotinamida.
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2.1. Objetivos especificos

e Desenvolvimento de emulsdo

e Avaliacdo da atividade inibidora da tirosinase

e Estudo de estabilidade acelerada das formulagdes propostas contendo ou ndo
principios ativos

e Estudo do comportamento reoldogico como ferramenta para avaliagdo da estabilidade

e Determinagdo do teor dos principios ativos nas formulacdes

3. Material e métodos

Material
Agua destilada, tirosinase (Sigma), nicotinamida (Wersstern Drugs), acido ascorbico (Synth),
acido trifluoroacético (Sigma-Aldrich), L-dopa (Sigma), hidroxido de sddio, fosfato
monopotassico, Cetearyl Alcohol, Glyceril Stearate, Ceteareth-20, Shea Butter, Theobroma
grandiflorum Seed Butter, Coffea arabica Seed Oil, C13-15 Alkane, Octyl Stearate, Dibutyl
Adipate, Caprylic/capric Glyrerides, BHT, Sodium Cetearyl Sulfate, Glycerin, Phenoyethanol,
Disoudium EDTA, Pullulan, Ascorbic acid, Niacinamide, placa de 96 pocos (TPP).

Equipamentos

Balanga analitica (Shimadzu), picnometro 10ml (Audaz), centrifuga (Centribio), pipetadores
automaticos com volume variavel de 100-1000uL, 500-5000ul (Eppenddorf), peagdmetro
digital (Gehaka PG 1800), filtro para seringa 0,45um, ultrassom Ultrasonic Cleaner 2840D
(Odontobras). O redmetro utilizado foi AR2000ex da TA Instrument com sensor de tipo cone-
placa de 40 mm (Serial number: 993466), equipado com o software AR Instrument Control. O
sistema cromatografico utilizado foi cromatdgrafo liquido PerkinElmer Flexar, com detector
Flexar™ PDA Plus™ Detector e coluna cromatografica Symmety Shield™ RP 18 XDB,
4,6x250mm (Waters).

Métodos

3.1. Determinacio da atividade inibidora da tirosinase
A avaliacdo da atividade inibidora de tirosinase da nicotinamida e acido ascorbico foi
realizada segundo Khazaeli e colaboradores (2009). Este método tem como principio a
inibicdo da atividade da tirosinase, o que implica diminuicao da transformagdo de L-dopa em
dopaquinona por reagdes catalisadas pela enzima. Em placas de 96 pogos, foram adicionados

80 pL da solucdo de nicotinamida e dcido ascorbico em diferentes concentragdes (0 a 22,2



15

mg/mL), 45 puL de solugdo de L-dopa (4,5 mM) e 25 pL de solucdo de tirosinase (80
unidades/mL). Em todas as solugdes foi utilizado tampao fosfato pH 6,8 como solvente. Apos

10 minutos, os valores de absorbancia foram analisados em leitor de placas a 490 nm.

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo da atividade da tirosinase e

sdo calculados segundo a equagao:

o Abs amostra
%inibicdo = (1 B m) o0

Em que,

% Inibi¢do = porcentagem de inibi¢ao da atividade da tirosinase;

ADS amostra = absorbéncia na presencga de amostra em 490 nm;

ADS controle = absorbancia quando a concentragdo de ativo € nula em 490 nm.

A partir dos valores de porcentagem de inibicao foi possivel obter a curva analitica e
calcular a porcentagem de inibicdo expressa em valor de CEsy, quantidade de substancia

necessaria para inibir 50% da atividade da tirosinase.

3.2.Preparo das formulacoes
Os constituintes da formulacao proposta (Tabela 1) foram pesados em balanga semi-
analitica e armazenados em embalagens apropriadas. As emulsdes foram preparadas
aquecendo todos os componentes da fase aquosa a cerca de 70-75°C e a fase oleosa a cerca de
75-80°C. Em seguida, adicionou-se uma fase a outra, lentamente, agitando vigorosamente por
cerca de 5 a 10 minutos, até completa homogeneizacdo (CORREA, 2012). O &cido ascorbico

e a nicotinamida dissolvidos em dgua foram adicionados a formulacdo apds o resfriamento.

Tabela 1 - Composicdo percentual das formulagdes

Componentes Formulacées

F1 F2 F3
Cetearyl Alcohol 8,0 8,0 8,0
Glyceryl Stearate 3,8 3,8 3,8
Ceteareth - 20 1,3 1,3 1,3
Shea Butter 0,5 0,5 0,5
Theobroma Grandiflorum 0,2 0,2 0,2

Seed Butter
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Coffee Arabica Extract 0,1 0,1 0,1
C13-15 alkane 0,25 0,25 0,25
Octyl Stearate 0,6 0,6 0,6
Dibutyl Adipate 0,6 0,6 0,6
Caprylic/capric Glycerides 0,25 0,25 0,25
BHT 0,05 0,05 0,05
Sodium Cetearyl Sulfate 1,3 1,3 1,3
Glycerin 3,0 3,0 3,0
Phenoyethanol 0,7 0,7 0,7
Disodium EDTA 0,1 0,1 0,1
Pullulan 3,0 3,0 3,0
Aqua g.s.p 100 g.s.p 100 g.s.p 100
Ascorbic Acid 1,0 - 1,0
Niacinamide 1,0 - -

3.3.Avaliacdo da Estabilidade
O estudo da avaliacao da estabilidade foi realizado conforme preconizado no Guia de

Estabilidade de Produtos Cosméticos da ANVISA (2004) e Isaac et al. (2008).

Apd6s a manipulagdo das formulagdes, as mesmas foram submetidas a diferentes

temperaturas (-5°C, 5°C, 25°C, 45°C e exposi¢ao a luz), durante o periodo de 90 dias.

Os parametros avaliados foram caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor) e

fisico-quimicas (centrifugacao, valor do pH e densidade).

3.3.1. Teste de centrifugacio
Um dia (24h) apos a manipulacdo das formulas, 5g de cada uma das formulagdes
foram submetidas a rotagdes crescentes de 980, 1800 e 3000 rpm, em centrifuga, durante 15
minutos em cada rotagdo, a temperatura constante. As instabilidades podem ser observadas na
forma de coalescéncia e separagdo de fases. O teste foi feito conforme o Guia de Estabilidade

de Produtos Cosméticos da ANVISA (2004).

3.3.2. Avaliacdo macroscopica
As formulagdes foram avaliadas quanto a altera¢des na coloragdo, aspecto e odor,

tomando-se como referéncia o primeiro dia apds a manipulacao (24h).
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3.3.3. Determinacio do pH
Segundo Davis & Burbace (1977), a determinagdo do pH foi realizada em uma
dispersdao aquosa a 10% (p/p) da amostra em agua destilada, usando peagometro digital. Os

valores de pH foram obtidos nos dias 1, 4, 7, 10, 14, 21, 28, 35, 45, 60 e 90, em triplicata.

3.3.4. Densidade
A densidade relativa foi determinada em picndmetro de vidro conforme preconizado

na Farmacopeia Brasileira (2010). As analises foram realizadas nos dias 1, 14, 45, e 90.

O valor foi calculado através da formula:

Onde: d= densidade relativa

M= massa do picndOmetro vazio, em gramas

M;=massa do picnometro com agua destilada, em gramas
M= massa do picndmetro com a amostra, em gramas

3.4. Avaliacao do comportamento reolégico
O comportamento reoldgico foi feita de acordo com a metodologia de SPAGNOL
(2014). Através do redmetro AR2000ex (TA Instruments), utilizando um sensor do tipo cone-
placa de 40 mm (Serial Number:993466) e os dados analisados pelo software TA Data
Analysis.

O comportamento reologico foi avaliado pela determinacao de:

e Propriedade de fluxo, com uma taxa de cisalhamento de 0 a 100 s™ por um periodo de
120 segundos para a curva ascendente e de 100 a 0 s para a curva descendente;

e Varredura de tensdo, com tensdo de cisalhamento de 0,1 a 10 Pa, com frequéncia de 1
Hz durante toda a analise;

e Varredura de frequéncia, com as amostras submetidas a tensdo de cisalhamento de 1
Pa, com frequéncia de 0,1 a 30 Hz;

o Fluéncia e relaxacdo com tensdo de cisalhamento de 1 Pa por 300 segundos e

recuperagdo de por mais 150 segundos, sem a tensdo aplicada.
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Todos os ensaios foram realizados em temperatura de 32°C e os graficos foram

plotados no software Origin 7.0. As analises foram realizadas nos dias 1, 14, 45 e 90.

3.5. Determinaciao do teor dos principios ativos

As concentragdes de AA e NIC foram avaliadas através de método validado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que foi realizada por outro integrante do
nosso grupo de pesquisa. Para a andlise, foi necessario pesar 0,1g da emulsao e diluido em 10
ml de 4gua destilada e, entdo, filtrada. Da solugdo filtrada pegou-se uma aliquota de 5 ml e foi
diluida novamente em 10 ml de agua destilada e, em seguida filtrada em membrana de
0,22um, obtendo uma concentragdao teorica de 50 pg/ml. O teor foi analisado através de
CLAE adotando-se a fase movel contendo TFA a 1% em agua MilliQ, injetando 20ul, a uma

vazao de 1,7 ml/min, durante 5 minutos.

4. Resultados e discussao

4.1. Determinacio da atividade inibidora da tirosinase
A tirosinase ¢ conhecida por ser a principal enzima implicada no anabolismo da
melanina nos melandcitos. A enzima converte a tirosina em L-DOPA e, em seguida, a oxida a
dopaquinona, que desempenha um papel importante na biossintese da melanina (BERNARD

et al., 2000).

A figura 4 mostra uma placa com 96 pocos com uma coloragao variando de laranja
escura até o desaparecimento da cor, indicando a atividade inibidora de tirosinase do acido

ascorbico.
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Figura 4 - Placa de 96 pogos referente a determinacdo da inibicdo da tirosinase pelo AA. Fonte:

Propio autor

A figura 5 apresenta o perfil de inibicao da tirosinase pelo acido ascorbico, indicando
que para inibir 50% da tirosinase € necessaria uma concentracdo de 0,074mg/ml de acido

ascorbico.

Figura 5 - Perfil de inibi¢8o da tirosinase pelo AA
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O mesmo experimento foi realizado com a nicotinamida e ndo foi observada atividade
inibidora da tirosinase, mesmo com o aumento da sua concentracao.

4.2. Preparo das formulac¢ées

Tabela 2 - Composi¢@o percentual das formulagdes

Componentes Formulagoes
F1 F2 F3
Cetearyl Alcohol 8,0 8,0 8,0

Glyceryl Stearate 3,8 3,8 3,8
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Ceteareth — 20 1,3 1,3 1,3
Shea Butter 0,5 0,5 0,5
Theobroma Grandiflorum 0,2 0,2 0,2
Seed Butter

Coffee Arabica Extract 0,1 0,1 0,1
C13-15 alkane 0,25 0,25 0,25
Octyl Stearate 0,6 0,6 0,6
Dibutyl Adipate 0,6 0,6 0,6
Caprylic/capric Glycerides 0,25 0,25 0,25
BHT 0,05 0,05 0,05
Sodium Cetearyl Sulfate 1,3 1,3 1,3
Glycerin 3,0 3,0 3,0
Phenoxyethanol 0,7 0,7 0,7
Disodium EDTA 0,1 0,1 0,1
Pullulan 3,0 3,0 3,0
Aqua g.s.p 100 g.s.p 100 g.s.p 100
Ascorbic Acid 1,0 - 1,0
Niacinamide 1,0 - -

Os componentes graxos Cetearyl Alcohol e Gliceryl Stearate aumentaram a
viscosidade, estabilizaram a emulsdo e permitiram a diminui¢cdo da quantidade de tensoativo,

Ceteareth-20, requerido para formagao de uma emulsao estavel (ROWE et al., 2009).

Ja os componentes shea butter (ISRAEL, 2014), Theobroma grandiflora seed butter
(FLECK & NEWMAN, 2012), octyl stearate (AULMANN et al., 2000), dibutyl adipate
(ANDERSEN, 2005) e capylic/capric glycerides (DJEKIC & PRIMORAC, 2008) foram

utilizados como emolientes.

O BHT foi usado como antioxidante, a glycerin como umectante e solvente, o
phenoxyethanol como conservante antimicrobiano e o Disodium EDTA como agente

sequestrante (ROWE et al., 2009).

Os principios ativos Ascorbic Acid e Niacinamide foram usados como principios
ativos antioxidantes e agentes inibidores da tirosinase (HAKOZAKI et al., 2006). E foram

incorporados a formulagdo dissolvidos em dgua destilada.
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As formulagoes F1 e F2 foram utilizadas nos testes do estudo de estabilidade acelerada.
Enquanto que a F3 foi preparada apenas para o estudo da determinagdo da quantificacdo de
ativos, a fim de avaliar se a adi¢do do principio ativo NIC influenciaria ou ndo a estabilidade

do principio ativo AA.

4.3. Avaliacao da estabilidade
A instabilidade mais comum em emulsdes de 6leo em agua € a separacdo da fase
devido a diferenca de densidade entre as fases. Esta instabilidade fisica pode surgir através de

varios mecanismos, tais como formagao de nata, floculagdao ou coalescéncia (LATREILLE &

PAQUIN, 1990).

Para contornar esta instabilidade, o estudo da estabilidade fornece indicagdes sobre o
comportamento do produto, em determinado intervalo de tempo, frente a condigdes
ambientais a que possa ser submetido, desde a fabricagdo até o término da validade (BRASIL,

2004).

Como o aumento da viscosidade de uma emulsao s6 ocorre apos algum tempo desde a
preparagdo, os parametros a serem testados devem ser determinados apds 24 a 48h depois de

manipulados (ZANON, 2010).

Desta forma, o tempo inicial das anélises foi considerado 24h ap6s a manipulagdo da

formulagao.

4.3.1. Teste de centrifugacio
Segundo o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos da ANVISA, o teste de
centrifugacdo produz estresse na amostra simulando um aumento na forca da gravidade,
aumentando a mobilidade das particulas e antecipando possiveis instabilidades. Estas poderao

ser observadas na forma de precipitacdo, separag¢do de fases ou coalescéncia (BRASIL, 2004).

A Figura 6 indica que a formulacdo se manteve estdvel apds ser submetida ao teste,

sendo assim, o produto foi submetido aos outros testes.
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Figura 6- Fotografia do teste de centrifugacdo da formulagdo sem ativos (esquerda) e com ativos
(direita). Fonte: Proprio autor

4.3.2. Avaliacdo macroscopica

Figura 7 - Fotografias da formulacdo com ativos (F1) (A) e sem ativos (F2) (B) 24h apds a
manipulagdo nas condi¢des de armazenamento -5°C, 5°C, 25°C, 45°C e exposicdo a luz
(respectivamente). Fonte: Proprio autor

Figura 8 - Fotografia da formulacdo com ativos (F1) (A) e sem ativos (F2) (B) no 90° dia de analise

nas condigdes de armazenamento -5°C, 5°C, 25°C, 45°C e exposi¢do a luz (respectivamente). Fonte:
Proprio autor

Durante os dias 1, 4, 7, 10, 14 de analise foram feitas a andlise macroscopica das
formulacdes. As propriedades organolépticas consideradas foram aspecto, odor e cor. As
formulacdes sem a adicdo de ativos se mantiveram inalteradas e em todas as condigdes de

armazenamento, ndo havendo alteracdo com relacdo a cor e separagdo de fases. (Figura 7b e
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8b). Com relacdo a formulacdo com ativos, a inica formulagdo que se manteve inalterada foi
a armazenada a -5°C. No entanto, as formula¢des armazenadas a 5°C, 25°C, 45°C e expostas a
luz, apresentaram alteracdo na coloracdo durante os dias de andlise (Figura 7a e 8a). A
formulacdo com ativos submetida a 45°C apresentou separagdo de fases. Nao houve altera¢ao

no odor, em todas as condigdes de armazenamento.

4.3.3. Determinacio do pH
Ao longo dos dias de andlise e em todas as condi¢des (-5°C, 5°C, 25°C, 45°C e
exposi¢ao a luz), os valores de pH das formulagdes com ativos (F1) apresentaram pequenas

variacdes, conforme as Figuras 9 e 10, no entanto ndo foram significativas.

Em comparagdao com as formula¢des sem ativos (F2), seus valores foram menores,

pois os ativos adicionados apresentam carater acido.
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Figura 9 - Valores de pH da féormula com ativos (F1) a condigdes de estresse durante 90 dias de
analise.
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Figura 10 — Valores de pH da formula com ativos (F1) a condigdes de estresse durante 90 dias de
analise.
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4.3.4. Densidade
A densidade das formulagdes com ativos (F1) e sem ativos (f2) ndo apresentaram
variagdes na densidade conforme as Figuras 11 e 12. Para a realizagdo das andlises, foram

considerados 90 dias e as condigdes -5°C, 5°C, 25°C, 45°C e exposicao a luz.
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Figura 11 - Densidade da féormula com ativos (F1) mantida em diferentes condigdes durante 90 dias
de analise.
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Figura 12 - Densidade da formula sem ativos (F2) mantida em diferentes condi¢des durante 90 dias de
analise.

—u—-5°C
—e—5°C
25°C
— —v—45°C
IS luz
Q
2
g
% 1,0 4 - M '
K == — —— —
o m=——
o
©
©
o
‘B
[
[}
[a]
0.8 T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Tempo (dias)

4.4.Avaliacao do comportamento reologico
A reologia descreve a deformagdo de um corpo sob a influéncia de tensdes. O método
¢ aplicavel na caracteriza¢do de sistemas semi-sdlidos, pois o comportamento do fluido esta
relacionado com o tipo, grau de organizacdo do sistema e interagdes entre seus componentes,
podendo-se verificar sinais de instabilidade do sistema expressas como fun¢do do tempo, da

temperatura e da variagdo na area de histerese. Outras aplicagdes do estudo reologico
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encontram-se no controle de qualidade, na andlise sensorial e em testes de tempo de prateleira

(SCHRAMM, 2006; JIMENEZ et al., 2001).

Estudos reoldgicos geralmente envolvem relagdes entre taxa de cisalhamento e tensdo
de cisalhamento. Quando a relagdo ¢ linear, o fluido é chamado de newtoniano e sua
viscosidade ¢ constante, independentemente da taxa ou tensdo aplicadas. Entretanto, em
muitos casos, essa relagdo € ndo-linear e o fluido ¢é classificado como nao-newtoniano. Estes
fluidos podem ser pseudoplasticos, os quais apresentam diminui¢do da viscosidade conforme

aumenta a taxa de cisalhamento aplicada (SCHRAMM, 2006).



27

Figura 13 - Curva de fluxo da formulagido com ativos a -5°C.
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Figura 14 - Curva de fluxo da formulagio sem ativos a -5°C
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Figura 15 - Curva de fluxo da formulagio com ativos a 5°C
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Figura 16 - Curva de fluxo da formulagio sem ativos a 5°C
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Figura 17 - Curva de fluxo da formulagido com ativos a 25°C
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Figura 19 - Curva de fluxo da formulagio com ativos a 45°C
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Figura 20 - Curva de fluxo da formulagdo sem ativos a 45°C

260
240 | a4
] ﬁﬁ &©
220 000 @4¢
1 g ,A\
s 200 4 A/f’*‘ A-)XQ..otjﬁﬂ
= 180 A?‘ " AA ey o
€ 1604 AT 0
] ] A/A o°
€ 140 A,AA o°
8 | .
T 120 A 0
B le o et 5;’;”;
o 100 o ant /;L;L;W' e
© 1 /0 nut VY vV
o 80 No Y S et vV o v —o—dia 1 volta
g o 1v /‘Q ./.,./;:;r/w,;rﬂv' ’v_v/vv —e— dia 14 ida
% 7 - /V/V,V/V —o— dia 14 volta
F 404 7Ye” V,V/VV’V —a— dia 45 ida
1/ 7 _V/VV/ —24— dia 45 volta
204/7 vl —v—dia 90 ida
b —v— dia 90 volta
0 T T T T T
0 20 40 60 80 100

Taxa de cisalhamento (s™)



Figura 21 - Curva de fluxo da formulagdo com ativos exposta a luz
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Figura 22 - Curva de fluxo da formulagio sem ativos exposta a luz
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Analisando as curvas de fluxo obtidas (Figuras 13 a 22), ¢ possivel observar que as
formulacdes, tanto com ativos quanto sem ativos e em todas as condi¢cdes submetidas, se
comportaram de maneira ndo-newtoniana, uma vez que nao apresentaram uma relagdo linear

entre a tensdo e a taxa de cisalhamento.

A tixotropia ¢ desejavel em formulacdes topicas, pois auxilia a manter estdveis os
componentes em suspensao, assim como na liberagdo de substancias ativas para a pele pelo
desarranjo estrutural do sistema, onde a simples difusdo das mesmas ¢ facilitada (SPAGNOL,
2011).



32

A viscosidade pode ser considerada uma das principais propriedades reoldgicas de um
fluido, pois indica sua facilidade de escoar continuamente sob a a¢do de uma tensdo de

cisalhamento externa (OLIVEIRA et al., 2000).

Nas tabelas 3 e 4, encontram-se os valores de viscosidade aparente minima e area de
histerese obtida a partir das analises dos reogramas durante o periodo de estudo das

formulagoes.

Tabela 3 - Valores da viscosidade aparente ¢ area de histerese da formula¢do com ativos submetidas a
-5°C, 5°C, 25°C, 45°C e exposicdo a luz

Formula Tempo Viscosidade aparente minima Area de histerese (Dinas.cm?.s)

(dias) (Pa.s)

-5°C 5°C 25°C 45°C Luz -5°C 5°C 25°C 45°C Luz

1 1,27 1,27 1,27 1,27 1,27 1056 1056 1056 1056 1056

14 0,25 043 0,84 1,32 1,09 514 1205 2396 1319 2674

ol 45 0,27 0,54 1,16 1,26 1,21 538 972 1836 1248 3718
90 0,12 0,46 0,84 096 0,96 145 1254 2005 2005 2101

Tabela 4 - Valores da viscosidade aparente ¢ area de histerese da formulac¢do sem ativos submetidas a
-5°C, 5°C, 25°C, 45°C ¢ exposicdo a luz

Formula Tempo Viscosidade aparente minima Area de histerese (Dinas/cmZ.s)

(dias) (Pa.s)

-5°C 5°C 25°C 45°C Luz -5°C 5°C 25°C 45°C Luz

1 1,27 1,27 1,27 1,27 1,27 1393 1393 1056 1056 1393
14 0,65 1,26 1,61 232 1,75 1136 1198 1175 5354 2645
£ 45 0,99 1,43 193 245 2 15 591 2361 4499 2634
90 0,36 0,65 1,44 1,12 1,22 767 1742 3200 2308 2298

A partir dos dados obtidos, pode-se observar que a formulagdo sem ativos (F2) se

apresentou mais viscosa que a formulagdo com ativos (F1).



Figura 23 - Curva da viscosidade x taxa de cisalhamento da formulagdo com ativos a -5°C
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Figura 24 - Curva de viscosidade x taxa de cisalhamento da formula¢do sem ativos a -5°C
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Figura 25 - Curva da viscosidade x taxa de cisalhamento da formula¢do com ativos a 5°C
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Figura 26 - Curva de viscosidade x taxa de cisalhamento da formulac¢do sem ativos a 5°C
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Figura 27 - Curva de viscosidade x taxa de cisalhamento da formulagao com ativos a 25°C
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Figura 28 - Curva de viscosidade x taxa de cisalhamento da formulagdo sem ativos a 25°C

Viscosidade (Pa.s)

40
30
>
A 20
20 44 Taxa de cisalhamento (s") — dla 1 Ida
—o—dia 1 volta
. —e—dia 14 ida
E \ —0— dia 14 volta
\ —a—dia45ida
10 4 —A— dia 45 volta
e A —v—dia 90 ida
NS —v— dia 90 volta
\D -
a N N
VA S 4% YW
. v-v- %@%@ Bbttttoctoosetoene
T T T )
0 40 80

Taxa de cisalhamento (s™)

35



Figura 29 - Curva de viscosidade x taxa de cisalhamento da formulagao com ativos a 45°C
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Figura 30 - Curva de viscosidade x taxa de cisalhamento da formulagdo com ativos a 45°C
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Figura 31 - Curva de viscosidade x taxa de cisalhamento da formulagdo com ativos exposta a luz
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Figura 32 - Curva de viscosidade x taxa de cisalhamento da formula¢do sem ativos exposta a luz
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Analisando os graficos obtidos (Figuras 23 a 32), percebemos que ndo houve

influéncia significativa da temperatura na viscosidade das formulagdes, visto que, em todas as

condi¢Oes analisadas, houve uma diminui¢ao da viscosidade do 90° dia de analise em relagao

aos outros dias.



38

A analise de varredura de tensdo ¢ util na observagdo da regido viscoelastica linear,
para a determinagdo de intervalos de tensdo de cisalhamento em que as amostras podem ser
submetidas sem nenhum dano as estruturas e, também, tensoes suficientes para promover o

fluxo dos produtos (SPAGNOL, 2014).

Figura 33 - Varredura de tens@o das formulagdes a -5°C
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Figura 34 - Varredura de tensdo das formulagdes a 5°C
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Figura 35 - Varredura de tens@o das formulagdes a 25°C
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Figura 36 - Varredura de tens@o das formulagdes a 45°C
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Figura 37 - Varredura de tens@o das formulagdes expostas a luz
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As figuras 33 a 37 ilustram os dados obtidos a partir das andlises realizadas o primeiro

e no ultimo dia de estudo. Elas indicam que o valor de tensdo de cisalhamento em que as

formulagdes podem ser submetidas ¢ em torno de 1 Pa, em que os parametros viscoelasticos

G’e G”" permaneceram lineares.

A varredura de frequéncia ¢ util na caracterizacao de produtos com propriedades

viscoelasticas (SPAGNOL, 2014).

As figuras 38 a 42 ilustram os reogramas de varredura de frequéncia das formulagoes.

Figura 38 - Varredura de frequéncia nos dias 1 e 90 das formulacdes a -5°C
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Figura 39 - Varredura de frequéncia nos dias 1 e 90 das formulagdes a 5°C
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Figura 40 - Varredura de frequéncia nos dias 1 e 90 das formulagdes a 25°C
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Figura 41 - Varredura de frequéncia nos dias 1 e 90 das formulagdes a 45°C
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Figura 42 - Varredura de frequéncia nos dias 1 e 90 das formulagdes expostas a luz
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Em todas as analises realizadas, observou-se nas figuras que o componente elastico G’
¢ maior que o componente viscoso G’’. Esta caracteristica vantajosa para uma emulsdo,

demonstrando maior estabilidade do produto (CHIARI, 2011).

O teste de fluéncia e relaxacdo ¢ um teste de viscoelasticidade que permite diferenciar,

de forma satisfatoria, as respostas eldsticas das respostas viscosas (SCHRAMM, 2006).
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Figura 43 - Ensaio de fluéncia e relaxagdo das formulagdes com ativos nos dias 1 e 90, em todas as
condicoes
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Figura 44 - Ensaio de fluéncia e relaxagdo das formulagdes sem ativos nos dias 1 e 90, em todas as
condicoes
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O perfil do ensaio observado nas figuras 43 e 44 demonstram que as formulagdes sdo
viscoelasticas, como verificado no teste de varredura de frequéncia. Além disso, as
formulagdes ndo foram capazes de se recuperar totalmente apos cessar a tensdo aplicada. Os
resultados sugerem que as formulagdes sdo indicadas para o uso como produto facial, ja que
deve apresentar uma viscoelasticidade moderada e uma facilidade em fluir para que nado

escorra apos a aplicagao.



4.5.Determinacio do teor dos principios ativos
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A figura 45 ilustra o cromatograma da validacdo do método realizada por outro

integrante do nosso grupo de pesquisa.

Figura 45 — Cromatograma de NIC e AA
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A analise do teor foi feita através do método de quantificagdo dos principios ativos por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Figura 46 - Grafico das concentragdes experimentais (%) e o desvio padrdo e AA e NIC da

formulacdo a -5°C
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Analisando a Figura 45 ¢ possivel observar que houve uma redu¢do do AA nos

primeiros 15 dias, no entanto a concentragdo de NIC durante os noventa dias de analise nao

reduziu significativamente.
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Figura 47 - Grafico das concentra¢des experimentais (%) e o desvio padrio e AA ¢ NIC da
formulagdo a 5°C
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Analisando a Figura 46, durante os 15 primeiros dias de andlise, pdde-se observar uma
reducdo significativa da concentragdo de AA, mas a concentragdo de NIC ao longo dos 90

dias se manteve estavel.

Figura 48 - Grafico das concentragdes experimentais (%) e o desvio padrdo e AA e NIC da
formulacdo a 25°C
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A concentracdo de AA durante os dias de andlise reduziu significativamente, como se
pode observar na Figura 47, isto se deve a sua sensibilidade a temperatura, enquanto que a

concentragdo de NIC diminuiu nos primeiros 30 dias e se manteve estavel ate o 90° dia.
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Figura 49 - Grafico das concentragoes experimentais (%) ¢ o desvio padrio e AA e NIC da
formula¢do a 45°C
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A concentracdo de AA diminuiu significativamente durante os 90 dias de analise
(Figura 48). A diminuicao se deve ao processo de oxidagdo que o AA sofreu por ter sido
armazenada a alta temperatura, j4 que este processo ¢ acelerado pelo calor (ROWE et al.,
2009). Enquanto que a concentragao de NIC diminuiu apenas no 75° dia.

Figura 50 - Grafico das concentracdes experimentais (%) e o desvio padrdo e AA e NIC da
formulacdo exposta a luz

[ AA
120 [C_INIC

100 4 a a

F—
.
o

Concentragz0 (%)
5 3
1 1

20 1

0 j—-rﬁ—-.—

0 15 30 45 60 75 90
Tempo (dias)

Nao houve diminuicdo significativa na concentragdo da NIC nos dias de andlise
(Figura 49). No entanto, a concentragdo de AA diminuiu consideravelmente ao longo dos 90

dias, pois 0 AA sofreu um processo de oxidagao pela luz (ROWE et al., 2009).
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Os graficos da figura 50 demonstram as concentra¢des do teor da formulagdo que

contétm o AA juntamente com a NIC em comparagdo com a formulagio com AA

individualmente.

Figura 51 - Graficos comparativos das concentragdes das formulagoes F1 e F3
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Analisando as concentragdes da formulacdo F1 (lado esquerdo da figura 50)
comparando com as concentragdes da formulacdo F3 (lado direito da figura 50) & possivel

observar que houve uma maior degradagdo do AA que se encontrava juntamente com a NIC

em relacdo ao AA isoladamente.

A razdo se deve ao fato da NIC poder ter influenciado a degradacdo do AA sob a

radiacao UV e o calor (AHMAD et al., 2011).

5. Conclusao
Os resultados obtidos neste estudo mostraram que o &cido ascorbico possui uma alta
poténcia de inibi¢do de tirosinase, sendo necessaria uma pequena quantidade para a inibigao

da enzima. Enquanto que a nicotinamida nao apresentou atividade inibitoria sobre a enzima,

mesmo com o aumento de sua concentragao.

As formulagdes foram submetidas a varias condi¢des de estresse ao longo de 90 dias

de estudo da estabilidade acelerada, o que permitiu concluir que os principios ativos ndo
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influenciaram na estabilidade fisica do produto. No entanto, a sua estabilidade quimica foi

afetada.

Tendo em vista os resultados da concentragdo dos principios ativos, conclui-se que a
temperatura de armazenamento do produto ¢ um fator determinante para a estabilidade da
formulacdo, uma vez que ao ser submetido a altas temperaturas hd uma degradag¢do dos
principios ativos e, com isso, ndo exerce sua funcdo, podendo ser sugerido o seu

armazenamento em embalagens opacas e locais de baixa temperatura, como a geladeira.

Para que o produto possa ser comercializado, algumas fases de experimentos ainda
devem ser cumpridas, como a avaliagdo clinica e sensorial. Além disso, o trabalho buscou

empregar metodologias que ndo agredissem o meio ambiente com seus residuos.
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