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RESUMO

Diversos antioxidantes demonstram consideravel efeito na prevencédo do cancer por
reduzir o estresse oxidativo causado por uma ampla variedade de ataques: bioldgicos,
guimicos e fisicos, dentre os quais a radiacdo solar ultravioleta (UV) € o estresse fisico
ambiental descrito entre os mais freqlientes ataques que ocorrem sobre a pele, o qual esta
associado no desenvolvimento na maioria das doencas, incluindo o céancer. Véarios
componentes da dieta podem ser utilizados sozinhos ou em combinagdo com farmacos
convencionais para prevenir doencas. Ainda, a busca por metodologias alternativas a
experimentagdo com animais para o teste de eficacia de formas cosméticas de uso topico €
devido a pressao publica existente neste sentido, introduzida principalmente pela Comunidade
Européia (93/95/EC). O presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade do &cido alfa—
lipéico em cultura de células, além do estudo de estabilidade de emulsbes O/A e seu
comportamento reolégico. Para isto, foram utilizadas culturas de células como modelo
experimental, na tentativa de desenvolver um método alternativo a experimentacdo com
animais que podera ser utilizado pela indistria cosmética. Foram utilizadas culturas de células

HepG2 (metabolizadoras de xenobidticos) e cultura de células HaCaT (queratinécitos).

Palavras-chave: acido alfa-lipoico, estabilidade, reologia, cultura de células, aplicagao tdpica.

ABSTRACT

Several antioxidants show significant effect in preventing cancer by reducing oxidative
stress caused by a wide variety of attacks: biological, chemical and physical agents, amongst
which the sun's ultraviolet (UV) is the most physical stress environment described among the
most frequent attacks that occur on the skin, which is associated with development in most
diseases, including cancer. Several dietary components can be used alone or in combination
with conventional drugs to prevent disease. Still, the search for alternative methods to animal
testing to test the efficacy of topical cosmetic forms is due to public pressure that exists in this
sense, introduced mainly by the European Union (93/95/EC). This study aims to assess the
activity of alpha-lipoic acid in cultured cells, in addition to studying the stability of O / W
emulsions and their rheological behavior. For this, cell cultures are used as experimental
models in an attempt to develop an alternative method to animal testing that may be used by
the cosmetics industry. Will be used HepG2 cell cultures (xenobiotic metabolizing) and cell

culture of HaCaT (keratinocytes).

Keywords: alpha-lipoic acid, stability, rheology, cell culture, topical application.
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INTRODUCAO

A pele é exposta a uma ampla variedade de ataques: biolégicos, quimicos e fisicos. A
radiagdo solar ultravioleta (UV) é o estresse fisico ambiental mais descrito entre os mais
frequentes ataques que ocorrem sobre a pele. A radiacdo UV que ataca a pele exposta €
limtada a UVB (290-320 nm) e UVA (320-400 nm). A extensdo dos efeitos biol6gicos da
radiagdo UV solar sobre a pele séo determinadas pela dose e duragdo da radiacdo; a area da
pele exposta e a predisposicao genética de cada individuo. Embora a radiacdo UVB atinja a
epiderme e a derme superior, UVA é a radiagcdo mais penetrante que alcanca a derme. As
respostas biolégicas podem ser agudas, tais como: inflamacgéo, queimaduras solares, prurido e
cronicas, tais como: fotoenvelhecimento, imunossupresséao e fotocarcinogenese (SALIOU et
al.,1999).

Nos queratindcitos, a radiagdo UV esta diretamente envolvida nos danos ao DNA das
células, por exemplo, a formacao de dimeros de pirimidina implicando na fotocarcinogenese.
Adicionalmente, a radiacdo UV induz a producdo de espécies redutotas de oxigénio reativo
(EROs), que sao responsaveis pelos danos foto-oxidativos em &acidos nucléicos, lipidios e
proteinas (DEVARY et al., 1993).

Uma das maiores causas do envelhecimento cutdneo é a desorganizacdo do
mecanismo de defesa antioxidante das células, provocando alteragdes na pele, resultado das
condicdes causadas por esse desequilibrio e que sédo conseqiiéncias de danos a estrutura nela
presentes, como lipidios, proteinas e DNA. Pode ser estimado que cerca de 80% dos sinais
visiveis causados no envelhecimento sdo provocados pelos raios ultravioleta e pelos radicais
livres formados devido a exposi¢do solar (BUCHLI, 2002). Os danos ao DNA das células
causados pelos radicais livres também desempenham um papel importante nos processos de
metagénese e carcinogenese (POULSEN et al., 1998).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) quando em condi¢Bes normais sdo mantidas
dentro de um limite seguro, através de sistemas de purificagdo do préprio organismo. Ao
contrario de células normais, células cancerigenas sobrevivem em niveis elevados de EROs.
Esse aumento de EROs também contribui para a proliferacdo de células cancerigenas e
supressao de apoptose dessas células (KAMATA, H. & HIRATA, H., 1999). Estudos realizados
por FRUEHAUF, J.P. & MEYSKENS JR., 2007; demonstram que até mesmo doses exdégenas
baixas de EROs podem promover a proliferacdo de células cancerigenas.

Os radicais livres sdo inevitavelmente coproduzidos em algumas reacdes bioldgicas e
exercem papel fisioldgico importante. No entanto, essas espécies reativas tém sido descritas
como fatores que participam diretamente dos mecanismos fisiopatolégicos relacionados com a
continuidade e as complicacdes de diversos estados patolégicos (ROCHA et al., 2007) As
células cancerigenas absorvem antioxidantes de maneira adversa das células normais. Células
sadias consomem apenas a quantidade necessaria de antioxidantes e nutrientes de apoio.

Células cancerigenas, por outro lado, continuam a absorver antioxidantes e nutrientes de apoio
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de maneira desordenada. Essa ingestdo desordenada de antioxidantes as torna, na verdade,
mais vulneraveis a morte. Os antioxidantes ndo somente ajudam na batalha contra as células
cancerigenas, como contribuem para a defesa das células saudaveis frente aos efeitos nocivos
da radiacdo (STRAND, 2004).

Os antioxidantes sao agentes responsaveis pela inibicdo e reducdo das lesbes
causadas pelos radicais livres nas células. Sao referidos como as substancias que tém por
caracteristica diminuir ou bloguear as reacdes de oxidag¢do induzidas pelos radicais livres.
Naturalmente, nosso organismo possui substancias que tém por objetivo estabelecer um
equilibrio harmdnico entre a presenc¢a das moléculas oxidantes e as antioxidantes na pele. Esta
Ultima, por sua area extensa e funcdo protetora do organismo ao meio, fica muito exposta ao
ataque radicalar, sendo a defesa antioxidante constantemente requisitada. Desta forma é um
preocupacdo da cosmetologia, oferecer aos consumidores produtos cosméticos que previnam
e atenuem o envelhecimento cutdneo através da acdo eficaz e segura de substancias
antioxidantes neles contidas (MAGALHAES, 2000).
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CAPITULO 1 — VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA A QUANTIFICACAO
DE ACIDO ALFA-LIPOICO POR ESPECTROFOTOMETRIA

1. REVISAO DA LITERATURA
1.2. Validacdo de método analitico

Existem varios conceitos empregados para validacdo de métodos e pode ser dito que
0s conceitos continuam evoluindo e estdo constantemente sob consideragcdo pelas agéncias
reguladoras. Algumas definicbes podem ser transcritas:

» A validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (ANVISA,
2003).

» Validacdo é o processo de definir uma exigéncia analitica e confirmar que o método sob
investigacdo tem capacidade de desempenho consistente com o que a aplicagdo requer
(EURACHEM WORKING GROUP, 1998).

» Validagdo é a confirmagdo por testes e apresentacdo de evidéncias objetivas de que
determinados requisitos sdo preenchidos para um dado uso intencional (ISO/IEC 17025, 1999).
* A validagdo de métodos assegura sua credibilidade durante seu uso rotineiro, sendo algumas
vezes mencionado como o processo que fornece uma evidéncia documentada de que os
métodos realizam aquilo para o qual sao indicados para fazer (USP, 2003).

» Avaliacdo sistematica de um procedimento analitico para demonstrar que esta sob as
condic¢des nas quais deve ser aplicado (WHO, 1992).

Alguns artigos e revisdes tém sido publicados a respeito de validagdo de métodos
analiticos (HUBER, 1998; LEITE, 2002; INMETRO, 2007), os quais descrevem defini¢des,
procedimentos, parametros e estratégias de validacao.

Em geral um método analitico deve apresentar especificidade, linearidade, faixa linear
de trabalho, precisdo, sensibilidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ),
precisdo e exatiddo que se adéquem a analise.

Os métodos analiticos podem ser de quatro tipos (BRASIL, 2003a; USP, 2008):

Categoria | — Testes quantitativos para a determinagdo da substancia ativa em

produtos farmacéuticos ou matérias-primas.

Categoria Il — Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacdo de impurezas e

produtos de degradacao em produtos farmacéuticos e matérias-primas.

Categoria lll — Testes de desempenho (por exemplo: dissolu¢éo, liberacdo do ativo).

Categoria IV — Testes de identificacéo.

Para cada tipo de metodologia analitica desenvolvida (categoria), um conjunto de testes &

exigido, como pode se visto no quadro |.
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Quadro I Ensaios necessarios para a validagao do método analitico, segundo sua finalidade.

Parametro Categoria | Categoria ll Categoria lll  Categoria IV

Quantitativo Ensaio limite

Seletividade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim N&o * N&o
Intervalo Sim Sim * * N&o
Precisédo Sim Sim Né&o Sim N&o
Repetitividade
Intermediaria * * N&o ok N&o
Limite de Nao Nao Sim * Nao
Deteccao
Limite de Néo Sim N&o * N&o
Quantificacéo
Exatidao
Sim Sim * * N&o
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

*pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.

**se houver comprovacédo da reprodutibilidade n&o € necessaria a comprovacgéo da Precisédo
Intermediaria.

Fonte: BRASIL, 2003a.

Os parametros a serem ensaiados séo discutidos a seguir:
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1.3. Seletividade

O mesmo significado tem sido frequentemente utilizado para o termo especificidade
(MASSART, 1994; SWARTZ et al., 1998; ANVISA, 2003; SHABIR, 2003; USP, 2003). Esta
situacdo gera confusdo desnecessaria e pode ser evitada utilizando somente o termo
seletividade, como sugerido pela IUPAC (VESSMAN et al., 2001).

Um método que produz resposta para um U(nico analito pode ser chamado de
especifico e um método que produz resposta para varios compostos quimicos, com uma
caracteristica em comum, pode ser chamado de seletivo (HUBER, 1998; BRUCE et al., 1998).
Desde que poucos métodos respondem a apenas um analito, o termo seletividade é mais
apropriado (INMETRO, 2007).

Apenas depois de assegurada a seletividade do método, os demais parédmetros
analiticos devem ser analisados. A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e
validacdo de um método. Ela deve ser reavaliada continuamente durante a validacdo e
subseqiiente uso do método. Algumas amostras podem sofrer degradagdo, gerando
compostos que ndo foram observados inicialmente.

A seletividade de um método é a sua capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as
substancias em exame na presenca de componentes que podem interferir com a sua
determinacdo numa amostra complexa. A seletividade avalia o grau de interferéncia de
espécies como: outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradacéo,
além de outros compostos de propriedades similares que possam estar presentes. A
seletividade do método garante que o pico cromatografico seja exclusivamente do composto de
interesse (NATA, 1997; USP, 2003).

As vezes, quando nido se dispde de impurezas — padrées ou de referéncia, faz-se
necessario expor, de modo intencional, todos os componentes e a matriz a condicdes
extremas: calor, acido, base, oxidacao, radiagcdo UV/Visivel, luz fluorescente, para determinar

possiveis produtos de degradacédo (SHABIR, 2003).

1.4. Linearidade e faixa linear de trabalho

Linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentracao do analito em amostras, em uma dada faixa de
concentragdo. A quantificagdo requer que se conheca a dependéncia entre a resposta medida
e a concentracdo do analito. A linearidade é obtida por padronizagdo interna ou externa e
formulada como expressdo matematica usada para o calculo da concentragcao do analito a ser
determinado na amostra real (INMETRO, 2007). A equacdo da reta que relaciona as duas
variaveis é:

y = ax + b (equacéo I)

Onde:
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y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentragao;

a = inclinacdo da curva de calibracéo = sensibilidade;

b = intersecdo com o eixo y, quando x = 0.

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados dos
ensaios em funcdo da concentracdo do analito ou entdo calculada a partir da equacdo da

regressao linear, determinada pelo método dos minimos quadrados.

O coeficiente de correlagéo linear (r) é freqlientemente usado para indicar o quanto

pode ser considerada adequada a reta como modelo matematico (INMETRO, 2007)

A faixa linear de trabalho corresponde ao intervalo entre o valor superior e inferior da
substancia em exame, que atenda aos requisitos de precisdo, exatiddo e linearidade do
método. A faixa de trabalho € a faixa de concentragcdo que precisa ser linear na curva analitica
e €, normalmente, expressa na mesma unidade do resultado obtido pelo método e depende do
uso em questdo (SWARTZ & KRULL, 1998).

1.5. Precisao

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos, de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢Bes
definidas (THOMPSON et al., 2002). A precisdo é expressa pelo desvio observado entre os
resultados ou o desvio dos resultados em relagdo a sua média.

Tal desvio pode ser expresso através do intervalo de confianca da média, que € uma
faixa de valores dentro da qual existe uma determinada probabilidade de se encontrar certo
valor de uma variavel continua. E uma expressdo que estabelece que a média verdadeira

esteja & determinada distancia do valor médio experimental.

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem mdaltipla de uma mesma amostra (BRASIL, 2003). As duas
formas mais comuns de expressar a precisdo de um método analitico sdo por meio da
reprodutibilidade e a repetitividade, sendo usualmente expressas pelo desvio padrédo
(INMETRO, 2007).

1.6. Limite de Deteccéao

E a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectada,
porém ndo necessariamente quantificada, sob as condi¢des experimentais estabelecidas
(INMETRO, 2007).

Jemima Daniela Dias Moraes



29

1.7. Limite de Quantificacao

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com

preciséo e exatiddo aceitaveis, sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas.

Para determinar os valores de LD e LQ, sdo realizados os calculos conforme as
Equacdes Il e IV (BRASIL, 2003; INMETRO, 2007).

Equacéo Ill: LD = DPx3/IC
Equacdo IV: LQ = DPx10/IC

Em que: DP = desvio padréo do intercepto com o eixo do y de, no minimo, 3 curvas analiticas

construidas contendo concentra¢des do analito préximas ao suposto limite de quantificacdo.
IC = inclinac¢do da curva analitica.

1.8. Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre o valor verdadeiro dos resultados
individuais ou um resultado individual encontrados em um determinado ensaio e um valor de
referencia aceito como verdadeiro (THOMPSON et al., 2002). E importante observar que um
valor exato ou verdadeiro € o valor obtido por uma medicdo perfeita e este valor é

indeterminado por natureza (ISO, 1993).

A exatiddo € sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de
confianca (ou seja, aparece sempre associada a valores de precisdo). Estes limites podem ser
estreitos em niveis de concentracdo elevados e mais amplos em baixos niveis de
concentragdo. O numero de ensaios varia segundo a legislagao ou diretriz adotada e também
com caracteristicas da pesquisa. RIBANI, 2004, estabelece um minimo de nove determinacdes
envolvendo um minimo de trés diferentes niveis de concentracdo, por exemplo, ensaios em
triplicata para trés niveis de concentracdo. Esta recomendacdo € também adotada pela
ANVISA (2003).

Qualquer que seja o processo utilizado para avaliar a exatidao, ela sera expressa pela
média ().
Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método séo:
e Materiais de referéncia;
e Comparacao de métodos;

e Ensaios de recuperacéo;

e Adicdo de analito.

1.9. Robustez
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De acordo com a ANVISA (2003) e o INMETRO (2007), a robustez de um método
mede a sensibilidade que apresenta face as pequenas variagdes (temperatura do ambiente,
marca de solvente utilizada, pH). Um método é robusto quando ele ndo é afetado por uma
pequena e deliberada modificacdo em seus parametros. As mudancas introduzidas refletem as
alteracdes que podem ocorrer quando um método € transferido para outros laboratérios,
analistas ou equipamentos (HEYDEN, 1994).

Na verificacdo da robustez do método para uma Unica modificacdo deliberada, é
possivel aplicar o teste t (student) (BARROS NETO et al., 2001; MILLER & MILLER, 1988)
emparelhado e comparar com o valor sem a modificagdo. Se ndo houver uma diferenca
estatisticamente significativa a um nivel de confianca de 95% por exemplo, é possivel dizer que
este parametro ndo afeta o método, apresentando robustez para esta modificacdo (INMETRO,
2007).

Para determinar a robustez de um método para véarias modifica¢cdes, o INMETRO
(2007) recomenda o teste de Youden. E um teste que permite ndo so6 avaliar se uma pequena
e deliberada modificacdo no método pode refletir em uma diferenca estatisticamente
significativa como, também, ordenar se uma ou a combinagdo das influéncias podem causar
diferencas significativas nos resultados finais.

2.0. Objetivo

Validacdo do método analitico para quantificacdo do &cido alfa-lipdico.
3.0. MATERIAL E METODOS
3.1. Material

Material: Material de referéncia certificado acido alfa-lipéico (USP Rockville, MD LOT F01018)

e matéria prima 4cido alfa - lipdico (DEG®).

Solventes: etanol PA (Synth), acido cloridrico PA (Synth), etanol PA (Merck), acido cloridrico
PA (Hexis), dgua destilada.

Acessdrios: espatula de metal, funil de vidro, baldo de fundo redondo, béqueres, tubos de

ensaio, baldes de diluicao, pipetas graduadas e pipetador manual.

Equipamentos: balanca analitica (GEHAKA, BG 2000), agitador magnético (MARCONI, MA
085), espectrofotbmetro (UV-VIS, Hewlett Packard® KAIAK-XA-modelo 8453), cubeta de

quartzo e capela de exaustao.

3.2. Métodos

3.2.1. Identificacdo do acido alfa — lipbico por espectrofotometria no
UVIVIS
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As amostras de éacido alfa-lipéico material de referéncia e a matéria prima foram
analisados pela leitura de absorbancia a 334 nm utilizando etanol PA e HCI a 0,01 N como
branco.

3.2.2. Obtencdo da curva analitica do material de referéncia do 4cido alfa -
lipdico

A curva analitica foi obtida utilizando as concentra¢bes teéricas de 0,1, 0,2, 0,4, 0,6,
0,8, 1,0, 1,2, e 1,4 mg /mL do material de referéncia do acido alfa - lipbico e as absorbancias

representativas das concentraces foram determinadas por espectrofotometria a 334 nm.

Os ensaios foram realizados sete vezes.
3.2.3. Precisao

O teste de precisdo foi realizado pelo ensaio de repetitividade intradia e interdia, ou
seja, repeticdes ao longo do mesmo dia e em dias consecutivos, respectivamente. Para isso
foram analisadas sete amostras, de concentracao teérica conhecida de 1,0 mg/mL do material
de referéncia do acido alfa — lipico no mesmo dia e durante dois dias consecutivos
(INMETRO, 2007).

3.2.4. Exatiddo

Foram transferidos para trés balées volumétricos de 10 mL denominados de Xi, X,, X3, a
guantia de 100,00 mg de uma das emuls@es formuladas, sendo que a escolhida foi a emulsdo
B 1. Em seguida, foram adicionados 2,0, 10,0 e 12,0 mg de material de referéncia do acido alfa
— lipdico nos baldes e o volume de cada baldo foi completado para 10 mL com etanol PA e
solucdo de HCI a 0,01 N, sendo obtidas concentracdes tedricas de 0,2, 1,0 e 1,2 mg/mL do
material de referéncia. Estas solu¢des foram colocadas em tubos falcon e levadas a centrifuga,
onde foram centrifugadas a 900 g durante 2 minutos. O sobrenadante foi analisado e as
concentragdes determinadas, para avaliar a recuperacao do acido alfa — lipéico adicionado. A
média das percentagens de recuperacdo foi determinada e comparada com a legislacdo
(INMETRO, 2007). A percentagem de &cido alfa - lipdico recuperado (R%) foi calculada

Utilizando a Equacéo II.
Equacéo II: %R = [(Cf-Ca)/Cr]x100

Em que: Cf = Concentracdo da solugcdo contendo emulsdo O/A adicionada de material de

referéncia (mg/mL)
Ca = Concentracdo da solucao de material de referéncia presente na emulsdo O/A (mg/mL)

Cr = Concentracdo ou volume teérico da quantidade de material de referéncia do &cido alfa -

lipdico adicionado (mL).
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3.2.5. Robustez

Para este ensaio foi preparada uma solucdo estoque com material de
referéncia de &cido alfa-lipdico, onde foram exatamente pesados 100 mg de &cido e
solubilizados em 50 mL de etanol PA resultando em uma solu¢cédo estoque de concentragdo
tedrica final de 2 mg/mL. Desta solugéo estoque foi retirada uma aliquota de 5 mL, colocada
em um baldo volumétrico de 10 mL e completado o volume com etanol PA e solucdo de HCl a

0,01 N, resultando em uma solugéo de concentragdo tedrica igual a 1,0 mg/mL.

Para este ensaio foram feitas modificacdes da marca do solvente e HCI ( marca Synth
— marca Hexys) utilizado para fazer as solu¢bes, mudancga na temperatura do ambiente (20 °c
-23 0C) durante o preparo das solucdes e mudanca do pH das solugfes de analise (6,5 — 6,0).

3.2.6. Limite de deteccédo (LD) e quantificacéo (LQ)

Foram preparadas solu¢gfes com baixas concentracdes do material de referéncia do
acido Alfa — lipéico e analisadas por espectrofotometria UV em 334 nm para determinar os

valores das absorbéncias e obtencéo das curvas analiticas.

Para a determinacdo do LD e LQ foram preparadas solu¢gdes com baixas
concentra¢cfes do material de referéncia do &cido alfa — lipbico onde foram submetidas a leitura
das absorbancias no espectrofotbmetro UV para a determinacdo das absorbancias, com

consequentemente obtencéo das curvas analiticas.

Para determinar os valores de LD e LQ, foram realizados os célculos conforme as
Equacdes Il e IV (BRASIL, 2003; INMETRO, 2007).

Equacéo lll: LD = DPx3/IC
Equacdo IV: LQ = DPx10/IC

Em que: DP = desvio padrdo do intercepto com o eixo do y de, no minimo, 3 curvas analiticas

construidas contendo concentra¢des do analito préximas ao suposto limite de quantificacéo.
IC = inclinacdo da curva analitica.
3.2.7. Seletividade

Para determinar a seletividade, foram comparados os perfis espectrofotométricos da
matéria prima de acido alfa — lipéico com o material de referéncia certificado, para evidenciar a
existéncia de impurezas presentes na matéria prima utilizada (BRASIL, 2003; CASEDEY,
2009).

3.3. Andlise estatistica

As anadlises estatisticas realizadas de variancia (ANOVA) e regressao linear foram

feitas utilizando o programa ORIGIN 7.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificagao do &cido alfa - lipdico por espectrofotometria no UV

Foi realizada uma varredura espectrofotométrica na regido do UV com o material de
referéncia padrdo USP e da matéria prima para a identificacdo do pico correspondente ao
acido alfa-lipdico. Foram constatados tanto para o material de referéncia certificado quanto
para a matéria - prima picos no comprimento de onde de 334 nm, resultado semelhante ao
descrito por SEGALL et al., (2004), (figuras 1 e 2).
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Figura 1. Identificacdo do material referéncia certificado do acido alfa — lipdico obtido por
espectrofotometria na regido do UV.

Figura 2. Identificacdo da matéria prima do acido alfa — lipdico obtido por espectrofotometria na
regido do UV.

4.2. Obtencao da curva analitica

A curva analitica foi obtida pela preparagdo das concentracdes crescentes do material

de referéncia certificado realizada em triplicata sendo que a absorbancia de cada concentragao
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foi obtida sete vezes. Com a obtencado das médias dos valores das absorbancias representada
pela Figura 1 e 2, foi determinada a curva e a equacao da reta representada pela Equacéo V,

com um valor de coeficiente de correlagdo igual a r = 0,99928.
Equagédo V:y =-0,01283 + 0,69284x

O material de referéncia certificado do acido alfa — lip6ico adquirido possui 99,1% de
pureza, portanto foi feita a convers@o dos valores das concentragfes tedricas sendo eles 0,1,
0,2,04, 0,6, 0,8, 1,0, 1,2 e 1,4 mg/mL para os valores de concentracdes reais, sendo eles
0,0991, 0,1982, 0,24775, 0,2973, 0,3964, 0,5946, 0,7928, 0,991, 1,1892 e 1,3874 mg/mL,
(figuras 3 e 4).

1,0

0,8 H

0,6 H

0,4 1

Absorbancia

0,2 H

0,0 H L

T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0.8 1,0 1,2 1,4
concentragdo mg/mL

Figura 3. Curva analitica do material de referéncia certificado do &cido alfa - lipdico nas
concentracdes de 0,0991, 0,1982, 0,3964, 0,5946, 0,7928, 0,991, 1,1892 e 1,3874 mg/mL
obtida por espectrofotometria UV.
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*Coeficiente de variac@o (CV) menor que 5%

Figura 4. Demonstracdo da faixa linear de trabalho do material de referéncia certificado
do acido alfa-lipéico.

4.3. Determinacgdo do teor real de 4cido alfa — lipdico presente na matéria —

prima adquirida a partir dos valores de concentracdo do material de referéncia

Para a determinacé@o do teor real de acido alfa — lipGico presente na matéria prima
foram construidas sete curvas analiticas com a matéria prima. Foram calculadas as médias dos
valores de absorbancia de cada concentracdo das sete curvas analiticas, os valores das
médias de absorbancia de cada concentragéo foi substituida pelo y na equacgao da reta obtida
do material de referéncia (y = - 0, 01283 + 0, 69284x), tendo sido obtidos os valores reais de
teor de acido alfa — lip6ico na matéria prima adquirida que a partir dai foi padronizada como um
padrdo secundario do acido alfa — lipdico. A partir desses resultados foi construida uma Unica
curva analitica com valores reais de concentracdo da matéria prima padronizada como padrdo
secundario.

A curva analitica da matéria prima (figura 5) foi obtida pela preparacdo das
concentragdes crescentes da matéria prima realizada sete vezes sendo que a absorbancia de
cada concentracao foi lida também sete vezes. Foi determinada a curva e a equacao da reta

representada pela Equacao VI, com um valor de coeficiente de correlacédo igual ar = 1.

Equacédo VI:y =-0,01283 + 0,69287x
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Figura 5. Curva analitica da matéria - prima do &cido alfa — lipbico padronizada nas
concentragdes de 0,0251, 0,17396, 0,34881, 0,53538, 0,73834, 0,95121, 1,15338 e 1,36594
mg/mL obtida por espectrofotometria UV.

O valor do coeficiente angular da reta obtida pela matéria prima é igual a 0,69287 muito
proximo ao valor do coeficiente angular do material de referéncia certificado, que foi igual a
0,69284. Pela comparacao desses valores e em resultados de ensaios realizados pelo nosso
grupo de pesquisa, pode ser sugerido que a matéria prima possui um teor muito semelhante ao

material de referéncia certificado.

A partir dos valores tedricos e reais de concentracdo da matéria prima, foi construido
um novo grafico mostrando a massa tedrica pesada contra massa real determinada de acido
alfa — lipdico.

Os valores das massas reais determinadas foram subtraidos dos valores das massas
tedricas pesadas pela equacao (y — yg), onde y = massa determinada e y, € a massa tedrica
adicionada. Os valores de massa tedrica pesados foram 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, 1,2, e 1,4
mg e os valores de massa real determinada foram 0,0251, 0,17396, 0,34881, 0,53538,
0,73834, 0,95121, 1,15338 e 1,36594 mg. Os valores obtidos mostram a diferenca entre a
massa tedrica pesada e a massa real determinada. Quando a diferenca entre os valores ndo é
expressiva é possivel também constatar a linearidade do método, mostrando que os valores

encontrados estdo muito préximos entre si, como € mostrado no grafico da figura 6.
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Figura 6: Linearidade da curva analitica do acido alfa-lipéico.

4.4, Precisao

Os valores das absorbancias obtidas por espectrofotometria na regido do UV do
material de referéncia do &cido alfa — lipdico estdo expressos nas Tabelas | (ensaio intradia) e
Il (ensaio interdia), juntamente com os valores do coeficiente de variacdo dos ensaios, intradia
e interdia. Foram obtidos valores dos coeficientes de variacao inferiores a 5%, que é o limite
permitido para produtos farmacéuticos (INMETRO, 2007), comprovando, assim, que o método

analisado é preciso.
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Tabela I. Valores obtidos no ensaio de precisao intradia do material de referéncia
certificado do acido alfa — lipéico

Valores de Média dos DP* DP total CV**(%) CV** total (%)
absorbancia valores de

em duplicatas absorbancia

0, 67566; 0, 67652 0, 67609 0, 000608 0, 089945
0, 67665;0,67584 0, 676245 0, 000573 0, 084697
0, 67649; 0, 67741 0, 67695 0, 000651 0, 000518 0, 096098 0, 076609
0, 67716; 0, 67692 0, 67704 0, 00017 0, 025066
0, 67589;0,67528 0, 675585 0, 000431 0, 063846
0, 67608; 0,67651 0, 676295 0, 000304 0, 044959

DP* = desvio padrdo / CV** = coeficiente de variacdo
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certificado do acido alfa — lipéico
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material de referéncia

Valores de Valores de Média dos DP* DP total CV**(%) CV** total
absorbancia  absorbéancia valores de (%)
em em duplicatas absorbancia
duplicatas dia 2
dial
0, 67368; 0, 670487; 0, 671727 0, 002161 0, 321749
0, 67283 0, 66991
0, 67241, 0, 67102; 0, 672165 0, 001669 0, 248268
0, 67428 0, 67095
0, 67236; 0, 67203; 0, 672388 0, 000986 0, 146703
0, 67381 0, 67135 0, 270763
0, 67288; 0, 66897, 0, 67078 0, 002242 0, 334167
0, 67185 0, 66942
0, 67360 0, 67021, 0, 671465 0, 001669 0, 248527
0, 67169 0, 67036
0, 67235 0, 66892; 0, 670868 0, 002181 0, 325165
0, 67247 0, 66973

DP* = desvio padrdo / CV** = coeficiente de variacdo.

4 5. Exatidao

O ensaio realizado para determinar a exatidao do método foi o de recuperacao (tabelas

Il e IV). Depois da adicdo das massas tedricas de material de referéncia do acido alfa — lipdico

(2,0, 10,0 e 12,0 mg) nos baldes volumétricos de 10 mL contendo em cada 500 mg da emulséo

O/A classificada como B 1, os volumes nos balées foram completados com etanol PA e

solucéo de HCI a 0,01N, resultando nas concentracdes tedricas de acido alfa — lipdico de 0,2;

1,0 e 1,2 mg/mL encontradas nos baldes X3, X, e X3 respectivamente, de acordo com a Tabela

V.
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Balbes Concentracéao Concentracéo tedrica do Concentracéao
tedrica de material de referéncia final (Cf)
material de adicionado (Cr) (mg/mL) (mg/mL)

referéncia na
emulséo O/A
(mg/mL)
X1 0,2 0,2 0,37
X2 0,2 1,0 1,15
X3 0,2 1,2 1,38

A percentagem de material de referéncia recuperado (R%) foi calculada de acordo com

a Equacao VII, sendo que o valor de (Ca) usado na equacdo foi calculado tendo sido obtido o

valor de 0,18 mg/mL. Os valores obtidos no teste de recuperacdo estdo apresentados na

Tabela V.

Equacao VII: %R = [(Cf-Ca)/Cr]x100

Tabela IV. Valores obtidos no ensaio de recuperacédo do acido alfa - lipdico

Balbes Concentracdo  Concentracéo % de acido Média Coeficiente
tedricado final (Cf) alfa - lipbico (R%) de variacdo
material de (mg/mL) recuperado (R%)
referéncia (Cr) (R%)
(mg/mL)
Xy 0,2 0,37 95,00
X2 1,0 1,15 97,00 97,33 2,59
X3 1.2 1,38 100,00

Para uma metodologia ser considerada exata, a ANVISA (2003) permite que o0s

resultados obtidos a partir da equac¢éo da exatiddo tenham uma flutuacdo de 5% em relacéo a
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média tedrica, ou seja, de 95 a 105%. Os resultados obtidos foram satisfatérios, pois a média
das recuperacdes foi de 97,33%; portanto, todas as concentracdes analisadas estéo de acordo

com as normas estabelecidas pelo INMETRO, 2007.
4.6. Robustez

Os valores do teste de robustez estdo expressos na Tabela V, obtidas quando

realizadas pequenas alteracdes nas condicdes de analise.

Tabela V. Valores obtidos no ensaio de Robustez do &cido alfa — lipdico.

Alteracbes Valores de absorbancia CV% CV%
correspondente a total
concentracado de 1,0 mg/mL

de acido alfa-lipbico

Mudanca na marca do etanol PA 0, 65189; 0, 64823; 0, 64821 0, 17

0, 64782; 0, 65041, 0, 64758

Mudancga na marca do HCI PA 0, 65241; 0, 65187; 0, 65232 0, 13
0, 65066; 0, 65123; 0, 65047 0, 15
Mudancga na temperatura do ambiente 0, 64925; 0, 64965; 0, 64863 0, 15

durante o preparo das solu¢des
0, 64826; 0, 65087; 0, 65014

Mudanca do pH da solugéo 0, 65127; 0, 65233; 0, 65171 0, 16

0, 65082; 0, 65212; 0, 64952

A robustez do método foi determinada pela comparacdo dos resultados obtidos por
pequenas variagdes nos métodos de analise. Os valores obtidos estdo dentro do especificado
(BRASIL, 2003a)

4.7. Limite de deteccao (LD) e quantificacao (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados através das Equagoes Il e
IVrespectivamente, e os valores encontrados foram LD de 0,003 mg/mL e LQ de 0,099 mg/mL.
Estes valores apresentam as menores concentracdes possiveis de serem detectadas e

quantificadas pelo método desenvolvido.
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4 8. Seletividade

Os resultados obtidos com a matéria prima foram muito semelhantes ao do material de
referéncia do acido alfa - lipdico, portanto o método foi considerado exato, evidenciando que a
matéria prima nao possui impurezas ou outros compostos capazes de interferir na identificagcao
da substancia de interesse.

5. Concluséo parcial

Através dos parametros adotados para a validacdo do método analitico para a
identificagdo e quantificagcdo do &cido alfa-lipdico, é possivel concluir que o método validado
mostrou-se linear na faixa de 0,15 a 1,4 mg/mL, preciso, exato, robusto e seletivo segundo as

normas e exigéncias estabelecidas pelo INMETRO.
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CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO E ESTUDO DA ESTABILIDADE DAS
EMULSOES CONTENDO ACIDO ALFA-LIPOICO

6. REVISAO DA LITERATURA

6.1. Cosméticos & Cultura

O uso de produtos cosméticos teve origem nas antigas civilizagées, com o intuito de
atender aos conceitos culturais da época. A literatura faz referéncias a maquiagem destinada
para cobrir a face, os labios e a area dos olhos, uma das primeiras a ser utilizada, pois olhos
grandes e vistosos era sinal de beleza (BALSAM & SANGARIN, 1972). A pratica da
cosmetologia ja foi usada pelos antigos Egipicios que fizeram do mel, 6leos vegetais e
essenciais, argilas, ervas e sais, seus produtos para cosméticos. Compartilharam com os
Egipicios, os Romanos e o0s Gregos, que acrescentaram algumas substancias néo
convencionais e toxicas para a pele como os sais de chumbo e mercurio (WITKOWSKI &
PARISH, 2001).

A palavra cosmético vem do grego Kosmein, relativo a adorno, pratica ou habilidade
em adornar. A agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) na Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 211, de 14 de julho de 2005, define produtos de higiene pessoal,
cosméticos e perfumes como sendo preparagfes constituidas por substancias naturais ou
sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas,
labios, Orgdos genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o
objetivo exclusivo ou principal de limpa-lo, perfuma-los, alterar sua aparéncia e ou corrigir

odores corporais e ou protegé-los ou manté-los em bom estado (ANVISA, 2005).

Para o Food and Drug Administration (FDA) cosméticos sdo produtos que, quando
aplicados no corpo humano, limpam, embelezam, promovem atratividade ou modificam a
aparéncia da pele e cabelos ou do corpo, sem afetar a sua estrutura ou funcédo. Produtos
identificados como cosméticos, mas que tratam ou previnem doencas ou, ainda, que afetam a
estrutura ou funcdo da pele humana sdo considerados como drogas, e devem seguir a
legislagdo de medicamentos. Esses produtos, conhecidos como Over the Counter (OTC),
integram alguns produtos considerados cosméticos na Europa e Brasil. O termo “Over the
Counter” significa “sobre o balcédo”, e se refere a produtos considerados medicamentosos que

podem ser comercializados sem a necessidade de prescricdo médica (ANVISA, 2003).

No Brasil e em outros paises é comum, quando um produto cosmético altera de alguma
maneira a funcionalidade da pele, € denominado de cosmecéutico, termo criado por Kligman
h& cerca de 30 anos, e que consiste ha mistura das palavras cosmético e farmacéutico (cosme
+ céutico). Todavia, o produto final é, primariamente, um cosmético, mas com promessa de
beneficios como um produto farmacéutico. O cosmecéutico tem mecanismo de acao

conhecido e eficacia comprovada. Apesar da palavra ser frequentemente empregada, nao
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existe legalmente a categoria de produtos cosmecéuticos para a legislacdo cosmética do
Brasil, bem como para outros paises, como os Estados Unidos, por exemplo, onde o FDA
enquadra os produtos tépicos em medicamentos, cosméticos ou “Over the Counter” (RIBEIRO,
2010)

A Cosmetologia pode ser definida como sendo uma ciéncia que estuda 0s cosméticos,
desde a concepcao de conceitos até a aplicacdo dos produtos elaborados. Entre estes dois
extremos pode ser encontrada a pesquisa de novas matérias primas, tecnologias,
desenvolvimento de formulacdes, producdo, comercializacdo, controle de qualidade,
toxicologia, eficacia de produtos e matérias primas e legislacéo, junto aos 6rgaos sanitarios, de
empresas, produtos e processos. E uma atividade multidisciplinar envolvendo conhecimentos
de fisica, quimica, biologia e algumas areas humanisticas. A cosmetologia trabalha com a
beleza, correcdo, preservacao, fantasia e sonho. Mistura o real com o imaginario. Ndo tem
finalidade curativa ou de tratamento, pois ndo é medicamento, mas sim de prevencdo e

melhora de alteragfes inestéticas na pele e cabelos (RIBEIRO, 2010).
6.2. Envelhecimento cutaneo

A pele € um 6rgédo complexo no qual interacé@o celular e molecular reguladas de modo
preciso governam muitas das agressdes provindas do meio ambiente. E constituida por varios
tipos de células interdependentes responsaveis pela manutencdo da sua estrutura normal
(HIRATA, SATO & SANTOS, 2004)

Com o envelhecimento cronoldgico cutaneo, ocorre a modificacdo do material genético,
alteracBes protéicas e a proliferacdo celular decresce. Conseqlientemente, o tecido perde a
elasticidade, a capacidade de regular as trocas aquosas e a replicacdo do tecido se torna
menos eficiente. OxidagBes quimicas e enziméticas envolvendo a formacdo de radicais livres
gue aceleram esse fendmeno de envelhecimento (HIRATA, SATO & SANTOS, 2004; RIEGER,
2007)

O processo de envelhecimento é um dos mais complexos fendmenos bioldgicos que se
conhece. Inevitavelmente, todos os organismos sofrem deterioracdo progressiva em suas
funcBes e, com o decorrer do tempo, aumento concomitante na incapacidade para superar
desafios e estresse. Sob o conhecimento atual, é dificil definir precisamente a natureza
bioguimica destes processos, mas as hipoteses modernas mais inequivocas associadas ao
envelhecimento e a processos patogénicos celulares estdo ligadas a génese e atuacéo dos
radicais livres, inter-relacionados a outros mecanismos de leséo cutanea, com a ocorréncia de
ligacbes cruzadas em fibras da matriz dérmica extracelular (GARCIA, 1996; RIEGER, 2007).

Uma das primeiras areas de interesse e conhecimento cientifico atuais, a teoria do
envelhecimento devido aos radicais livres, foi notabilizada como a de maior credibilidade dentre
todas as teorias ja apresentadas. Em paralelo a formacédo dita endégena, ndo existe davida de
que a exposicdo da pele a situacdes que levem ao aumento da formacdo de radicais livres

altera os mecanismos e acelera o declinio das fungdes fisiolégicas e o envelhecimento,
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originando precocemente os sinais das alteracdes funcionais e estruturais da pele. Em adicdo a
fatores intrinsecos, o envelhecimento é acelerado por alteracdes degenerativas devidas a
exposicdo da pele a condi¢cdes que levam ao aumento de radicais livres, como as radiacdes
actinicas (fotoenvelhecimento). As bases da programacdo genética da longevidade celular
ainda ndo se encontram bem esclarecidas e, concomitantemente a introdugdo de varias
etiologias ao processo de envelhecimento, ha um consenso crescente e um acimulo de
evidéncias bioguimicas de que os efeitos deletérios da geracao de radicais livres — associados
aos processos metabdlicos celulares — sejam os principais responsaveis pelas alteracdes e
deterioracdo fisioldgica nos processos homeostéticos de regulacdo, essenciais para a
manutenc¢do das func¢des celulares adequadas (GARCIA, 1996; WALTER & MAIBACH, 2008;

DI MAMBRO et al., 2005).

Os radicais livres s@o espécies quimicas constituidas de um &tomo ou associacdo de
atomos, possuindo um elétron desemparelhado na sua 6érbita mais externa. Essa situacao
implica em alta instabilidade energética e cinética, e para se manterem estaveis precisam doar
ou retirar um elétron de outra molécula. A formacdo de radicais livres conduz ao estresse
oxidativo, processos no qual serd iniciada uma cadeia de reacg@es, originando alteracfes em
proteinas extracelulares e a modificagfes celulares. O maior dano causado pelo estresse
oxidativo é a peroxidacdo dos acidos graxos constituintes da dupla camada lipidica que, em
Ultima instancia, leva a morte celular. Para evitar esse processo de deplecao celular, a pele
possui seu proprio mecanismo de defesa tais como: enzimas, vitaminas e agentes quelantes
de ions metalicos. Entretanto, a capacidade protetora desse mecanismo diminui com o
envelhecimento, entdo, compostos exdégenos como enzimas, antioxidantes e compostos
fendlicos reforcam a protecdo natural pela limitacdo das reacfes oxidativas (HIRATA, SATO &
SANTOS, 2004; DI MAMBRO et al., 2005).

Dois grupos de teorias tentam explicar o complexo processo do envelhecimento. O
primeiro grupo inclui as teorias que postulam um determinado programa genético e cronoldgico
para a gradual mudanca no fenotipo. O segundo grupo assume a exposicao repetitiva as
influéncias danosas, as quais sdo a explicagdo para as mudancas que levam ao
envelhecimento (PODDA & KOLLMANN, 2001; HIRATA, SATO & SANTOS, 2004)

O envelhecimento cronolégico (intrinseco) afeta a pele de maneira similar a outros
orgdos. Devido a deficiéncias durante a replicagdo do DNA, os teldbmeros continuamente
perdem parte de suas sequéncias, e pode ser suposto que esta perda seja um fator de
limitac@o para a capacidade replicativa celular, e um mecanismo de contagem, o relégio interno
do envelhecimento (VIGLIOGLIA & RUBIN, 1997; JENKINS, 2002). Porém, as principais
mudancas na pele, relacionadas ao envelhecimento, séo as altera¢Bes da matriz e mudancgas
no padréo da expressao dos fibroblastos que, na derme, permanecem em fase estacionaria por
um longo periodo de tempo e somente precisam proliferar quando existe estimulagédo, néo

ocorrendo o encurtamento dos teldmeros. Os fatores derivados dos fibroblastos sdo essenciais

Jemima Daniela Dias Moraes



46

para o normal crescimento e diferenciacdo dos queratindcitos, sendo, estes sim, afetados pela
perda telomérica (WLASCHEK et al., 2001).

Sobrepondo a esse processo inato, o envelhecimento extrinseco esta relacionado a
danos ambientais, principalmente a inducdo por raios ultravioleta no tecido conectivo dérmico
da pele por exposicdo solar cronica (fotoenvelhecimento), o qual é responsavel por 90% das
mudancas que ocorrem na pele (ZOUBOULIS & BOSCHNAKOW, 2001; WLASCHEK et al.,
2001; JENKINS, 2002).

Ha evidéncias que esses processos de envelhecimento, intrinseco e extrinseco,
possuem mecanismos bioldgicos, bioquimicos e moleculares, em parte sobrepostos. Mudangas
celulares como alteracbes quali e quantitativas das proteinas da matriz extracelular estdo
envolvidas, resultando na perda da capacidade de retracdo e do poder tensor com a formacao
de rugas, aumento da fragilidade e diminuicdo da cicatrizacdo de feridas. As desordens
pigmentares aparecem, a pele perde a firmeza e as suas propriedades mecénicas; células
cutaneas se proliferam na epiderme dando aparéncia irregular, hd menos colageno e fibras
elasticas, resultando na diminuicdo da elasticidade da pele; os fibroblastos e os queratinécitos
se reproduzem mais lentamente, a atividade do fibroblasto é diminuida, com sintese lenta de
coladgeno, o qual sofre ligacédo cruzada pela glicose no fendbmeno da glicacao (HIRATA, SATO
& SANTOS, 2004)

A teoria de que o envelhecimento é resultado de danos causados por radicais
livres é creditada a Denham Harman que, em 1956, baseou-se na observacdo de que a
irradiacdo em seres vivos levava a inducéo da formacao de radicais livres, os quais diminuiam
o tempo de vida desses seres e produziam mudancas semelhantes ao envelhecimento
(WICKENS, 2001). De acordo com esta teoria, o lento desenvolvimento de danos celulares
irreversiveis leva ao envelhecimento. Oxida¢Bes quimicas e enziméticas envolvendo a
formacéo de radicais livres aceleram o fenbmeno do envelhecimento por danos ao DNA e por
atuarem na desidrogenacao, hidroxilacdo e na glicacdo protéica. A Ultima reacdo envolve a
perda das funcdes biologicas de proteinas, como o colageno e proteoglicanas, que resultam
em alteragbes da estrutura da membrana celular e aumento da flacidez da pele (JAY et al.,
1998).

A fonte desses radicais livres pode ser enddgena, associada a reagdes metabolicas
(reacéo de oxidacdo na mitocOndria, fagocitose durante o processo de inflamacgéo, ativacao do
metabolismo do &cido araquidbnico) e exdgena (devido a radiacao ultravioleta —em especial o
Ultra Violeta do tipo A (UVA) que reage com fotossensibilizadores e com cromoforos da pele
como a melanina), com fatores ambientais — pesticidas, poluicdo, fumacga de cigarro,
medicamentos antitumorais e estilos de vida ndo saudaveis (DATTNER, 1999; HIRATA, SATO
& SANTOS, 2004).

A principal fonte de radicais livres em sistemas biol6gicos € a molécula de oxigénio

que, no entanto, € fundamental para o metabolismo celular e para a producdo de energia.
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Sendo assim, a mais abundante fonte enddgena geradora sdo as mitocondrias (que usam
cerca de 90% do O* oxigénio usado pelo corpo humano) onde o oxigénio é reduzido em
etapas sequenciais para produzir agua; ou seja, ele participa da cadeia de transporte de
elétrons da mitocéndria, onde é reduzido pela citocromo oxidase em agua e o NADH ¢é oxidado
a NAD+, para que haja a producdo de ATP. Para a completa reducdo de uma molécula de
oxigénio em duas moléculas de agua, quatro elétrons séo transportados dentro da membrana
mitocondrial interna. Entretanto, 1 a 2% desses elétrons séo perdidos durante o transporte,
levando a formacao de superéxido (02') e, subseqiientemente, a outras numerosas espeécies
reativas de oxigénio (ERO) como o perdxido de hidrogénio (H,O,) e radicais hidroxila (OH)
(Figura 7).

Em concentracdes apropriadamente elevadas, as EROs tém a capacidade de oxidar e
danificar componentes celulares, enquanto que em concentragbes medianas agem como
mediadores e como moléculas de mediacéo de transducado, exercendo o papel de reguladores
celulares (XU & FINKEL, 2002; HIRATA, SATO & SANTOS, 2004).

e a e e
0, > 0, > H,0, > OH ~— H,0

Figura 7: Formacg&o de espécies reativas de oxigénio (EROS) durante o transporte de elétrons
na mitocondria. O superoxido (02"), peréxido de hidrogénio(H,0,) e radicais hidroxil (OH) s&o
formados como resultado da sucessiva transferéncia de elétrons isolados.

Dentre as varias fontes exdgenas de radicais livres, o fotoenvelhecimento é a mais
importante causa do envelhecimento, especialmente pela luz ultravioleta, que produz radicais
livres (DI MAMBRO et al., 2005). As radiac6es ultravioleta A e B sdo componentes essenciais
da luz solar que geram severo estresse oxidativo nas células cuténeas via interacdo com
croméforos intracelulares e fotossensibilizadores, resultando em danos genéticos transitérios e
permanentes e na ativacéo de atalhos de sinais citoplasmaticos de transducao relacionados ao

crescimento, diferenciacdo, senescéncia replicativa e degradacéo do tecido conectivo.

O fotossensibilizador excitado reage com o oxigénio, resultando na geracdo de ERO e
oxigénio singleto (O,"). Estes podem também ser produzidos por neutréfilos que estdo em
namero aumentado na pele fotodanificada e contribuem para o estado pré-oxidante geral
(WLASCHEK et al., 2001). A atividade dos radicais livres também mostra a capacidade de

oxidar e fazer ligaces cruzadas com proteinas.

Em particular, os residuos aminoacidos protéicos sdo altamente susceptiveis ao ataque
oxidativo. O DNA é altamente susceptivel ao ataque por radicais livres. A reacéo de um radical
oxigénio com o DNA pode retirar uma base ou causar uma quebra na dupla fita, o qual possui

potencial para produzir um evento prejudicial ou até mesmo letal. LesBes oxidativas no DNA
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nao se acumulam com a idade e parecem ser uma importante contribuicdo para o processo de
envelhecimento (WICKENS, 2001).

Na figura 8, é possivel observar a intensidade de penetracdo das radiacdes UVA e
UVB através da pele.

Figura 8: Radiacdo UVA e UVB penetrando na pele
(fonte: http://www.annapegova.com.br/gp.aspx?id=103&amp%3Ba=pegotan-fps-60)

Os raios ultravioleta correspondem a 5% da luz solar terrestre e representam uma
pequena parte do espectro eletromagnético. Outras regibes desse espectro incluem:
microondas, ondas de radio, radiacdo infravermelha, luz visivel, raios-x e radiacdo gama

(DIFFEY, 2002) O comprimento de onda de cada tipo de radiagdo é o que define suas

caracteristicas.

Os raios ultravioleta sdo divididos em: UVA: 400-320 nanémetros (nm), UVB: 320-
290nm, UVC: 290- 200nm (DUARTE et al., 2006).

Tanto UVB como UVA agem sobre os queratinécitos. A partir da absorgdo da luz UV
pelos nucleotideos, ha formacéo de fotoprodutos do DNA, sobretudo as bases pirimidinicas.
Comecam, entdo, as reac¢fes fotoquimicas que levam as alteracdes bioquimicas nos tecidos,
como a inducdo da atividade de algumas enzimas, secrecdo de citoquinas e reparo de
estruturas. Isso vai depender do comprimento de onda da luz utilizada. As moléculas que
absorvem a luz na pele sdo chamadas de cromoforos (HONIGSMANN, 2001). O croméforo
mais importante € a melanina que absorve tanto UVA como UVB. O DNA é 0 mais importante
cromoforo para resposta fotobiolégica na escala UVB. Triptofano, 7-deidrocoslesterol, acido
urocanico, piridolina (colageno) e desmosina (elastina) também séo croméforos para UVB. Co-
fatores NAD e FAD séo cromoforos para UVA.
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As principais respostas induzidas pela radiacdo ultravioleta sobre a pele (DUARTE et
al., 2006) séo :

a) Efeito antiinflamatério / imunossupressor

a) Alterando a producdo de citocinas como Interleucina 10 (IL-10), Interferon-gama (INF-g).)

interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF-a).

b) Inducéo na producdo de prostaglandina E pelos queratindcitos, levando a diminui¢édo da
expressdo molecular na superficie das células apresentadoras de antigeno e, por

consequéncia, diminuindo a ativacéo dos leucotrienos (LT).

c) Acdo nos receptores de superficie dos queratindcitos e nas células apresentadoras de

antigeno, alterando a liberagéo das moléculas de adeséo (ICAM-1).
b) Efeito antiproliferativo

a) UVB e UVA levam a formacéo de fotoprodutos de DNA, acarretando reducéo da sintese de

DNA e, em consequiéncia, diminuicdo da proliferacéo celular.

b) Outro mecanismo pelo qual UVB e UVA tém acgéo antiproliferativa € a inducdo de apoptose

dos queratinécitos.
6.3. Acido alfa-lipdico e atividade antioxidante

Ao longo da Ultima década pesquisas tém demonstrado uma crescente importancia do
acido alfa-lipdico (1,2-dithiolane-3-pentanoic acid) como sendo um potente antioxidante,
eficiente no combate aos radicais livres. O acido alfa-lipéico (ALA) é um composto sulfidrilico
naturalmente encontrado em praticamente todas as espécies vegetais e animais, em células
procariontes e eucariontes (TEICHERT et al.,2005). No corpo humano ele esta vinculado com
residuos de lisina e atua como cofator em diferentes multicomplexos enzimaticos (BIEWENGA,
HAENEN & BAST, 1997).

O &cido alfa-lipoico é sintetizado nas mitocondrias das células (MORIKAWA, YASUNO
& WADA, 2001) e covalentemente ligado através de residuos de lisil a complexos de &cido alfa
- ceto desidrogenase. O ALA ligado € um cofator da enzima e, juntamente com o acido
dihidrolipdico (DHLA), seu derivado através de reducgdo, serve como um par carregador de
elétrons a partir do substrato da enzima ao NADp. Apesar do fato de que normalmente ha
pouco ou nenhum acido alfa-lipdico livre em tecidos (HERMANN et al., 1996). Foi proposto
como um antioxidante para aplicac@o tépica para proteger a pele contra os raios ultravioleta,
incluindo protecdo contra fotoenvelhecimento e céncer de pele (PODDA et al., 2001)
Encontrado em todas as células do organismo, o acido alfa — lipdico possui elevado poder
antioxidante, sendo capaz de potencializar os efeitos antioxidantes de outras vitaminas, como o
acido ascorbico.

O acido alfa — lipdico apresenta caracteristicas hidro e lipossoluveis, influenciando o

metabolismo celular na eliminacdo de residuos téxicos. Auxilia na recuperacdo de lesdes, na
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absorcdo de nutrientes, na quelacdo de metais de transicdo e na inibicdo da ativacdo do fator
NFk-B (Nuclear Factor Kappa Beta) que induz a produgéo de citocinas e a quimiotaxia, inibindo
a resposta inflamatéria. Ainda, impede e/ou reverte as reacdes entre o colageno e a glicose
(MAGALHAES., 2000). ALA tem provado ser um composto antioxidante singular, muito
poderoso no combate aos radicais livres (PACKER, WITT & TRITSCHLER, 1995). Este acido
ou a sua forma reduzida, acido dihidrolipéico (DHLA), podem capturar diversos EROs, incluindo
radicais superéxido, radicais hidroxila, acido hipocloroso, radicais peroxila e o oxigénio singleto
(PACKER, WITT & TRITSCHLER, 1995).

Estudo in vitro (PERRICONE, 1998) mostrou que o ALA é o antiinflamatério e
antioxidante protetor das células mais potente ja descoberto . Em um trabalho desenvolvido por
PODDA et al., 1998, usando 3% de ALA em uma base de lecitina, mostrou que reduziu um
eritema induzido por exposi¢cdo a UVB duas vezes mais rdpido do que a pele tratada com a

base de lecitina sem o ALA.

Outro trabalho desenvolvido por (BIEWENGA, HAENEN & BAST, 1997) mostrou que
houve a absorcdo do ALA pela pele em um teste in vivo utilizando ratos sem pélo, sendo que a
absorcéo foi constante durante 30 minutos e atingindo uma concentracdo maxima em 2 horas.
Nos estudos de PODDA e colaboradores, em 1998, o 4cido alfa—lip6ico foi aplicado na pele e
sua penetracdo foi observada. Apés 30 minutos de sua aplicacdo, uma quantidade apreciavel
de ALA marcado com C,4 foi observada na gordura subcuténea. Portanto, ele atravessa toda a
epiderme, derme e a gordura subcutanea em 30 minutos e 0s niveis continuam a aumentar
durante as 4 horas seguintes. O pico de concentracdo ocorre perto das glandulas sebéaceas,
indicando que o ALA é tanto hidrofilico como lipofilico. Ao contrario de outros antioxidantes,
ALA é facilmente absorvido e transportado através das membranas celulares. Por isso, é
amplamente utilizado na prevengdo de véarias doengas cronicas associadas ao estresse

oxidativo e é administrado diariamente como suplementos de dieta antienvelhecimento,

diabetes e doencas cardiovasculares (KOFUJI et al., 2008).
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Figura 9: Representacdo da molécula do &cido alfa-lipdico em sua forma oxidada e reduzida

(fonte: http://Ipi.oregonstate.edu/infocenter/othernuts/la/lastructure.html)
6.4. Acido alfa-lipoico além da perspectiva cosmética

Em 1951, o &cido alfa-lipdico atraiu o interesse de cientistas que se especializaram em
elucidar as fun¢des das vitaminas do complexo B, por causa de sua acdo como uma coenzima
essencial. Uma coenzima € uma substancia que combina com uma proteina para formar uma
enzima completa. Uma enzima é uma proteina que acelera reagdes que ocorrem no corpo
(PACKER et al, 1995).

A maioria das coenzimas humanas sado produzidas a partir de algumas vitaminas do
complexo B, o &cido alfa-lipdico parecia ser um membro do complexo vitaminico B, parecia
estar destinado a se tornar a primeira vitamina lipossoltvel do complexo B. Mas, o acido alfa-
lipico ndo é uma vitamina; porque o0 corpo pode prover o suficiente para prevenir uma
deficiéncia reconhecida (embora ndo suficiente para realizar todas as suas fung¢fes), Como
uma coenzima, o0 acido alfa-lipéico tem uma vantagem sobre as vitaminas. Recentes
descobertas sobre a funcéo do acido alfa-lipbico sugerem que ele é um catalisador com alta
atividade biologica necessaria para a oxidacdo de carboidratos e acidos graxos que leva a
geracado de ATP.

Um catalisador € um elemento ou composto que facilita uma reacdo que ndo poderiam
ocorrer de forma significativa sem a sua ajuda. As enzimas sdo catalisadores que o corpo
necessita para realizar os milhares de rea¢des bioquimicas no corpo, necessario para controlar
0 processo da vida. A geracdo de ATP é critica para o organismo. A energia pode ser
armazenada de varias formas, fisica e quimicamente. O corpo armazena energia em ATP e
libera quando necessario. Foi percebido bastante cedo que o acido alfa-lipéico também serviu
como um antioxidante biolégico, quando os pesquisadores descobriram que prevenia o
escorbuto em animais com deficiéncia de vitamina C e, em 1988 ele comegou a emergir como

um antioxidante universal, com muitas propriedades. Por fim, foi observado que o acido lipdico
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entrou em conjunto com a glutationa que protege 0s componentes celulares contra a
peroxidacdo lipidica. Isto foi descoberto por A. Bast e Haenen G em 1988. Lester Packer, da
Universidade da Califérnia, em Berkeley é pioneiro na pesquisa sobre o acido alfa-lipéico como
antioxidante. Em 1991, ele descobriu que o acido alfa-lipbico é uma parte importante de uma
rede de antioxidantes que incluem a vitamina C, vitamina E a glutationa. Em 1993, Packer e
colaboradores descobriram que o &cido alfa-lipdico também tinha fun¢des de proteger um fator
chave em nivel nuclear que esta envolvido na expressao e regulacdo dos genes. Assim, como
todos os antioxidantes metabdlicos, o &cido alfa-lipico é multifuncional. E essencial para a
producdo de energia e, desde que disponivel o suficiente no corpo, ele pode agir como um
poderoso antioxidante (PACKER et al.,1995; WHOLE, 1996).

Os cientistas ainda hoje se interessam muito em conhecer ainda mais sobre o acido
alfa-lipdico, o componente chave para a producdo de energia nos musculos e um importante
antioxidante (SNELL et al, 1937).

O &cido alfa-lipéico direciona as calorias para produgdo de energia. A energia
produzida ndo esta disponivel apenas para movimentar o misculo esquelético, mas para tudo
0 que precisamos fazer. Quando n6s melhoramos a nossa eficiéncia na producdo de energia,
podemos melhorar a nossa capacidade de executar tarefas. O &cido alfa-lipoico normaliza os
niveis de aclcar no sangue, pois 0 aglcar em altos niveis pode danificar os componentes
cruciais do organismo. Este dano leva ao envelhecimento precoce, doengas cardiacas e os
efeitos adversos da diabetes. Apesar de existirem centenas de estudos ha mais de quarenta
anos revelando como o acido alfa-lipdico potencializa o metabolismo, a motivagdo por novas
descobertas sobre esse nutriente pode ser visto em muitos estudos recentes que focalizam
como melhora do fisico, combate aos radicais livres, protege 0 nosso material genético, retarda
o envelhecimento, ajuda a proteger contra doencas cardiacas, cancer e muitas outras doencas
(SNELL et al, 1937).

Ambos os diabéticos insulinodependentes e néo-insulino dependente devem saber
que o acido alfa-lipéico tem sido usado por quase trinta anos na Europa para tratar a
neuropatia diabética, ajudar a regular o agiicar no sangue e prevenir a retinopatia diabética e
cardiopatias. O acido alfa-lipdico ndo s6 protege o sistema nervoso, mas pode estar envolvido
também na regeneracdo de nervos. Também estd sendo estudado no tratamento das doencas
de Parkinson e Alzheimer. O acido alfa-lipdico também tem sido usado ha décadas para
proteger o figado e desintoxicar o corpo de poluentes como os metais pesados. Um dos
estudos mais interessantes é que o acido alfa-lipdico parece ajudar a retardar a progressao da
infeccdo pelo HIV. Isso ndo é importante apenas para as pessoas HIV - positivo, mas para
todos, como o tratamento da AIDS acrescenta bilhdes de ddélares para os custos de saude
(PACKER et al, 1995).

O acido alfa-lipéico é também um nutriente antioxidante condicionalmente essencial.
Condicionalmente essencial significa simplesmente que é essencial & vida. A funcéo

Z

antioxidante do &cido alfa-lipéico é de grande importancia, uma vez que 0s nutrientes
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antioxidantes ajudam a proteger o organismo contra os danos que podem ser causadas por
doencas cardiacas, cancer, envelhecimento e outras doencas. Esse dano é causado por
subprodutos indesejaveis do metabolismo. Ele nos protege contra os efeitos nocivos dos
subprodutos do metabolismo. O A&cido alfa-lipdico tanto interage com seus parceiros
antioxidantes; vitamina E e vitamina C, quanto ajuda a conserva-los. Quando o corpo é
deficiente em acido alfa-lipéico, os outros antioxidantes nado trabalham em conjunto. O &cido
alfa-lipéico também protege o figado e desintoxica os tecidos de metais pesados como ferro e
cobre, e 0s metais toxicos cadmio, chumbo e merclrio. E surpreendente que um (nico
nutriente tenha tantas fungdes. O acido alfa-lipico é um antioxidante universal que direta e
indiretamente ajuda a proteger todos os componentes do corpo dos danos do estresse
oxidativo. (PACKER et al, 1995; WHOLE, 1996; SNELL et al, 1937; GUIRARD et al, 1946;
REED et al, 1951 e REED. L. J, 1974).

6.5. Sistemas emulsionados e estudo de estabilidade

Emulsbes sao preparacdes cosméticas obtidas pela dispersdo de duas fases imisciveis
ou praticamente imisciveis. De acordo com a hidrofilia ou lipofilia da fase dispersante, estes
sistemas sdo classificados em 6leo em éagua (O/A) ou agua em 6leo (A/O) (PINHO &
STORPIRTIS, 1998).

Os principais elementos sdo os que compdem a fase aquosa, fase oleosa e
emulsificantes, podendo ainda ser incorporados compostos com finalidades especificas (SILVA
& SOARES, 1996). Do ponto de vista médico/cosmético o produto deverd ser ndo irritante, ndo
se degradar, ser compativel com principios ativos e aditivos especiais (CARMINI & JORGE,
1989); portanto, em sintese, as emulsdes deverdo ter estabilidade, que é a capacidade que o
produto tem num determinado periodo de tempo, do inicio ao final de sua vida util, e numa
embalagem determinada, de manter as mesmas propriedades e caracteristicas que tinha no
momento em que finalizou a sua fabricacdo através de um procedimento padronizado
(D’LEON, 2001).

Variaveis relacionadas a formulagdo, ao processo de fabricagdo, ao material de
acondicionamento e as condi¢cdes ambientais e de transporte, assim como cada componente
da formulacéo seja ativo ou ndo, podem influenciar na estabilidade do produto. As alteracdes
podem ser extrinsecas, ou seja, relacionadas a fatores externos aos quais 0 produto esta
exposto (tempo, temperatura, luz, oxigénio, umidade, material de acondicionamento,
microrganismos e vibracdo) e intrinsecas, relacionadas a natureza das formulacdes e,
sobretudo, a interacdo de seus componentes entre si e ou com o material de acondicionamento
(D’LEON, 2001).

O estudo da estabilidade fornece indicacbes sobre o comportamento do produto, em
determinado intervalo de tempo, frente a condi¢des ambientais a que possa ser submetido,
desde a fabricacéo até o término da validade (Brasil, 2004). Para os testes de estabilidade, as

condicdes de armazenagem mais comuns sdo: temperatura (elevada, do ambiente e baixa),
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exposicdo a luz e ciclos de congelamento e de descongelamento. A temperatura ambiente
devera ser monitorada, sendo aceita variagéo de até + 2 °C e as temperaturas elevadas devem
obedecer aos limites mais freqlientemente praticados, em estufas a 37, 40, 45 e 50 °C, sendo
aceita variacdo de até + 2 °C. Os limites de temperaturas baixas mais utilizados sdo em
geladeira a 5 °C e em freezer de -5 a —10 °C (ISAAC et al., 2008a).

Para avaliar a estabilidade de produtos cosméticos, a Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, ANVISA, segundo o Guia de estabilidade de produtos cosméticos realizado em 2004

(BRASIL, 2004), preconiza alguns testes:
1. Ensaios organolépticos: aspecto, cor, odor e sabor.

2. Ensaios fisico-quimicos: potencial hidrogenionico (pH), materiais volateis, teor de agua,
viscosidade, comportamento reolégico, andlise da distribuicdo do tamanho de particulas,
centrifugacdo, densidade, granulometria, condutividade elétrica, espectrofotometria e

cromatografia.
6.5.1 Estudo reoldgico de sistemas emulsionados

O primeiro uso da palavra reologia foi feito por Eugene C. Bingham em 1928 que a
descreveu através de trabalhos de Heraclitus, grego pré-socratico 500 a.C. que dizia: tudo flui
(REINER, 1964). A resisténcia & fluidez dos sistemas emulsionados é provavelmente uma das
mais importantes propriedades, tanto do ponto de vista pratico como tedrico. Consideracdes
praticas aparecem do fato que uma emulsdo comercial sé pode ser comercializada a uma
viscosidade especifica (BECHER, 1972). Isaac Newton foi o primeiro a descrever o
comportamento de fluxo de um liquido ideal ao relacionar o gradiente de deformacéo (taxa de
cisalhamento) como diretamente proporcional a forca (tenséo de cisalhamento) aplicada, sendo
a proporcionalidade dada por uma constante intrinsecamente dependente da natureza do
fluido.

Essa constante é o coeficiente de viscosidade, que representa o atrito mecanico entre
as camadas (Equacéo VIII). A tensdo de cisalhamento é uma forca aplicada tangencialmente
em uma area, sendo a interface entre a placa superior e o liquido abaixo, gerando um fluxo na
camada liquida. A velocidade do fluxo pode ser mantida com uma for¢ca constante controlada
pela resisténcia interna do liquido, a viscosidade (SCHRAMM, 2006). A tensdo de cisalhamento
provoca um fluxo, cuja velocidade méaxima se encontra na camada superior do liquido e diminui

atravessando o corpo (Figura 10).
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Figura 10: Representacdo de um fluxo entre duas placas paralelas
F — forca aplicada. A — &rea em que € aplicada a forca. H — altura. N — deslocamento do fluxo,
(SCHRAMM, 2006).

T=n.y Equacdo VIl (LEIl DE NEWTON)

Onde: T = tensao de cisalhamento (Pa); y = taxa de cisalhamento (s™); n = viscosidade (Pa.s)

Os fluidos podem ser classificados como Newtonianos e ndo newtonianos. Os
newtonianos sdo aqueles em que a viscosidade ndo é afetada por mudancas da taxa de
cisalhamento. Para um fluido newtoniano ideal, a tensao de cisalhamento € uma funcéo linear
da taxa de cisalhamento e a constante de proporcionalidade para esta relagao n € chamada de
viscosidade Newtoniana. No fluido Newtoniano somente ocorrem efeitos de atrito mecénico e o
nivel energético dessas interacdes esta proxima do nivel energético para ruptura e formagao
de pontes de hidrogénio em um liquido (SCHRAMM, 2006).

Para um fluido Newtoniano o valor da viscosidade caracteriza o fluido e esse valor ndo
varia com a tensado aplicada (STEFFE, 1996). Liquidos simples (como a &gua), solugdes de
baixa massa molecular, dispersdes diluidas e solu¢des poliméricas diluidas apresentam um
comportamento newtoniano (SHARMA, MULVANEY & RIZVI. 2000).

Todos os outros fluidos que ndo apresentam esse comportamento sdo chamados de
ndo newtonianos. Os ndo newtonianos podem ainda ser divididos, por exemplo, em
pseudoplasticos, onde a viscosidade diminui com o aumento da taxa de cisalhamento e sua
estrutura € recuperada quando a taxa de cisalhamento retorna a zero; dilatante, em que a
viscosidade aumenta com o aumento da taxa de cisalhamento; e pseudoplastico com tenséo
inicial (materiais plasticos ou de Bingham) onde o valor de cedéncia é caracterizado pela

tensdo de cisalhamento minima necessaria para produzir o escoamento. (Figura 11).
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Figura 11: Comportamento de fluxo de um fluido, (SHARMA, MULVANEY & RIZVI. 2000).

Um material ndo newtoniano ndo tem relag&o proporcional direta entre a taxa e tenséo
de cisalhamento. O inicio do escoamento pode ocorrer ou ndo, s@ apos certa pressao minima
exercida (valor de cedéncia) e a velocidade de cisalhamento ndo aumenta proporcionalmente
com a elevacdo da tensdo ou agitagdo que cria 0 escoamento. Em geral a viscosidade de um
liquido diminui com o aumento da temperatura, sendo que emulsdes, cremes, dispersées, géis
e lo¢des apresentam comportamento ndo newtoniano (LEONARDI & MAIA CAMPOS, 2001).

Alguns materiais tém ainda a viscosidade dependente do tempo de aplicacédo da taxa
de cisalhamento. Isso ocorre quando o fluido é deformado a velocidade constante. Com isso,
podem ser distinguidos dois tipos de comportamento: tixotropia, que é a diminuicdo da
viscosidade com o tempo de cisalhamento e antitixotropia, que é o aumento da viscosidade
com o tempo de cisalhamento.(ALMEIDA & BAHIA, 2003).

A tixotropia pode ser representada quantitativamente pela area de histerese entre as
curvas ascendentes e descendentes de um grafico que representa a relagdo velocidade de
cisalhamento/tensao (ALMEIDA & BAHIA, 2003).
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Tixotropico
Reopéctico

o (Pa)

-1
¥(57)
Figura 12: Curvas de fluxo para fluidos dependentes do tempo, (SHARMA, MULVANEY &
RIZVI. 2000).

Na reologia de cosméticos, podem ser avaliadas propriedades de escoamento e
deformacgéo do produto sob a acéo de forcas, para que se possa descrever as relacdes entre
as tensdes e deformacdes, através das leis constitutivas ou de comportamento de fluxo
(CORREA, 2005; ALMEIDA & BAHIA, 2003).

O estudo do comportamento reolégico também faz parte do processo de
desenvolvimento. E muito util na determinacéo de propriedades que devem ser consideradas
na fabricacéo, estocagem e aplicacdo de produtos de uso topico, e portanto, de cosméticos. A
determinacdo do comportamento reolégico da formulagdo auxilia na avaliacdo da natureza
fisico-quimica do veiculo de tal forma que torna possivel detectar sinais precoces de
instabilidade fisica, possibilitando o controle de qualidade dos constituintes, formulacdes teste e
produtos finais. Caracteristicas sensoriais e performance do produto sdo freqiientemente
relacionados as suas propriedades reolégicas, principalmente as propriedades de fluxo, que
determinam a consisténcia e espalhabilidade facil e sem escoamento excessivo do produto
(BARRY,1993; MASSON, 2005).

A caracterizacao reoldgica completa de um sistema pode, entdo, ser (til desde o
desenvolvimento de produto cosmético até a determinagdo do prazo de validade, incluindo a
relacdo direta com testes sensoriais, que auxiliam verificar a aceitacdo do consumidor (BARRY,
1993). Na avaliagdo de novas formulacdes, é importante que se faca a caracterizacdo
reoldgica, pois séo propriedades relevantes a serem consideradas na fabricagdo, estocagem e

aplicacéo de produtos de uso topico.
6.5.2. Cristais liquidos

Os cristais liquidos sdo conhecidos desde 1889, quando Lehmann descreveu a

existéncia de um estado intermediario da matéria entre solido e liquido. Em 1922, G. Friedel
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usou o termo estado mesomorfico (mesos = intermediario, morphé = forma) e, portanto, a partir
de entdo, os cristais liquidos sdo também denominados como fases mesomorficas,
mesomorficas cristalina ou para-cristalinas, apresentando propriedades e caracteristicas de
sélidos e liquidos ( FERRARI, 2003; TYLE, 1989).

Esta fase intermediaria possui ordem estrutural, rigidez e ligagGes definidas como os
sélidos e mobilidade, regides desordenadas e fluidas como os liquidos, portanto esta mesofase
possui propriedades mecanicas tipicas do estado liquido, fluidez e tensédo de superficie, mas
certa ordem molecular e dessa forma constitui uma fase fluida ordenada ou cristal liquido. A
mesofase cristal liquido exibe ainda propriedades Opticas tipicas do estado cristalino,
anisotropia (direcao éptica) e birrefringéncia (BEVAQUA et al., 1991; NESSEEM, 2001).

Materiais que formam cristais liquidos pela adi¢do de solventes sdo chamados cristais
liquidos liotrépicos, enquanto cristais liquidos termotrdpicos tém sua estabilidade dependente
da temperatura (HYDE, 2001).

A classe liotrépica depende da concentracdo de um material, um solvente que tenha
papel ativo e critico na estrutura destes cristais liquidos e ndo simplesmente um veiculo para

as moléculas de tensoativos; ao contrario, € mais propriamente integrante da estrutura
cristalina liquida (BEVAQUA et al., 1991).

A classe termotrdpica dos cristais liquidos € formada pela influéncia da temperatura do
sistema e sao poucos estaveis. Sdo substancias organicas com estrutura molecular
simbolizada pelos ésteres colestéricos (TYLE, 1989). Os termotropicos sado classificados em
nematicos ou esméticos. Os nematicos tém estruturas como linhas quando observado no
microscopio, e as moléculas mantém arranjo paralelo ou aproximadamente paralelo. A
estrutura dos esméticos é estratificada, com as moléculas arranjadas em camadas e seus eixos

longos dispostos paralelos uns aos outros (TYLE, 1989).

Alguns tensoativos catidnicos e nao-ibnicos sao capazes de formar fases anisotrépicas
quando sdo tratados com solventes, e em particular com agua. Destas, as fases mais
importantes e comumente observadas sdo as fases lamelar (neat phase), haxagonal (middle
phase) e cubica (cubic phase) (TYLE, 1989).

A fase lamelar (designada La) é formada por camadas paralelas e planares de
bicamadas de tensoativo separadas por camadas de solvente, formando uma rede
unidimensional. As cadeias hidrocarbdnicas encontram-se no estado liquido e as bicamadas
anfifilicas estdo separadas por camadas de agua. Na fase hexagonal, os agregados séo
formados pelo arranjo de cilindros longos formando estruturas bidimensionais. Na fase H, (fase
normal), as moléculas do tensoativo se agrupam em micelas cilindricas circulares, com agua
preenchendo o volume entre os cilindros, enquanto que na fase H, (fase reversa), os cilindros
contém canais de agua circundado pelas cabegas polares do tensoativo e a porcdo oleosa

localizada ao redor dos cilindros. Fases cubicas liotrépicas apresentam estruturas mais
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complexas e séo visualizadas com maior dificuldade quando comparada com as outras fases.
Ha dois tipos de fase cubica, a primeira € a cubica bicontinua (V,) que consiste no dominio
continuo de agua dividindo-se em duas bicamadas continuas de tensoativo; a segunda é a
cubica micelar (l) que consiste em micelas de tensoativo arranjadas em forma cubica e
separadas por uma fase aquosa continua. (FERRARI et al., 2003; BRINON et al., 1999).

Nas figuras 13, 14 e 15 observa-se os diferentes tipos de formas obtidas de mesofases
liquido cristalinas liotropicas.

Figura 13: Representacgédo do cristal liquido na fase lamelar (LOCHHEAD, 1994; TYLE, 1989)

Figura 14: Representacdo do cristal liquido na fase hexagonal (LOCHHEAD, 1994; TYLE,
1989)
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Figura 15: Representacao do cristal liquido na fase cubica (LOCHHEAD, 1994; TYLE, 1989)

Dentre os tipos de cristais encontrados nos produtos cosméticos, os liotropicos séo os
mais predominantes e formam-se espontaneamente em muitos tipos de sistemas
emulsionados. Quando presentes, por exemplo, na interface de uma emulsdo A/O, aumentam
a estabilidade da emulsdo, pois promovem aumento na rigidez da membrana interfacial. A
utilizacdo de cristais liqguidos em cosméticos apresenta vantagens funcionais relacionadas ao
fato de estabilizarem emulsbes; promoverem liberagdo controlada de ativo; incorporacdo de
ativos em matrizes cristalinas liquidas ou mesmo em formulacdes que os contenham, pois 0s
cristais liquidos protegem as substancias ativas sensiveis a degradacdo térmica ou
fotodegradagdo; promovem aumento da retencdo de agua no estrato cérneo proporcionando
aumento na hidratacdo cutdnea (FERRARI et al., 2003; BEVACQUA et al., 1991).

6.5.3. Microscopia de luz polarizada

Dentre as vérias técnicas fisico-quimicas usadas para identificar as fases
mesomorficas, tais como difragcdo de raios X, reologia, ressonancia magnética nuclear e

calorimetria, a mais amplamente usada é a microscopia de luz polarizada (TYLE, 1989).

O microscépio de luz polarizada, também conhecido como microscépio petrografico,
utiliza luz polarizada (produzida por uma lamina Polaroid — polarizador), sendo que este tipo de
luz é denominado de luz polarizada plana (PPL). Para determinadas propriedades, é
empregado um segundo tipo de lamina chamada analisador, representado como luz polarizada
cruzada (XPL). Este microscopio é projetado para observar e fotografar estruturas que sao
principalmente visiveis devido ao seu carater optico anisotropico. Com a finalidade dessa
tarefa, o microscopio deve ser equipado com um polarizador posicionado no trajeto da luz,
antes do material analisado e um analisador (um segundo polarizador) localizado no caminho
Optico entre a abertura traseira da objetiva e os tubos de observacdo ou o ponto da camera. O
contraste da imagem € originado da interacdo da luz plano-polarizada com a substancia
birrefrigente para produzir dois componentes individuais da onda, sendo cada um polarizado
em planos mutuamente perpendiculares (DAVIDSON & ABRAMOWITZ, 2003).
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A microscopia de luz polarizada é uma técnica muito usada para a verificacdo de
estruturas internas de um sistema e esta fundamentada em um campo elétrico de raio luminoso
polarizado que uma substancia birrefrigente é capaz de provocar. A luz polarizada também é
muito utilizada por geélogos e mineralogistas para o estudo das caracteriticas naturais de
rochas e minerais e na industria para a caracterizacdo de materiais ceramicos. A técnica é
também empregada no estudo de transicdo de fase e texturas exibidas por cristais liquidos
(DAVIDSON & ABRAMOWITZ, 2003)

Através do microscopio com luz polarizada podem ser observados dois tipos de
arranjos internos, o hexagonal e o lamelar. O arranjo cubico se apresenta isotrépico, somente
sendo detectado com outras técnicas de analise, como a difracdo de raios X a baixo angulo
(DAVIDSON & ABRAMOWITZ, 2003)

O arranjo hexagonal apresenta uma forma chapada tipica, que distingue facilmente do
lamelar, quando observado ao microscépio de luz polarizada. Os agregados de tensoativo
estdo organizados em cilindros, que podem se empacotar formando uma fase fluida
bidimensional. Ja o arranjo lamelar pode ser com varias camadas (lamelas) sobrepostas,
formando espécies de ondas e estruturas denominadas “cruzes-de-malta” que sdo observadas

ao microscépio com luz polarizada (FERRARI et al., 2003).
6.5.4. Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

A técnica de espalhabilidade de raios x a baixo angulo (SAXS) fornece informacdes
sobre tamanho, forma, quantidade e arranjo dos objetos espalhadores da amostra. Em um
sistema diluido, onde as particulas estéo isoladas umas das outras e ndo ha interagédo entre
elas, a intensidade espalhada é descrita unicamente pelo fator de forma P(q) das diferentes
particulas. Em um sistema concentrado, as particulas espalhadoras sdo numerosas e estdo em
intensa interacdo entre si e 0 espalhamento medido refletird sua geometria e o arranjo entre
elas; portanto, se as particulas estéo correlaciondas, S(q) caracteriza o arranjo e contém todas

as informacdes sobre as intera¢des entre as particulas.

Ao irradiar uma amostra bifasica numa plaqueta relativamente fina, com um feixe de luz
monocroméatico (luz visivel, raios-x, néutrons, elétrons), pode ser observado o espalhamento da
radiagdo na vizinhanca angular proxima a do feixe transmitido. O espalhamento de raios X
ocorre devido as heterogeneidades na densidade eletrébnica das estruturas do sistema.
Considerando uma particula de tamanho e forma qualquer, a intensidade espalhada I(q) é
proporcional ao fator de forma P(g) desta particula, em que q é o vetor de espalhamento
(NIELSEN et al., 1993).

E possivel observar diferentes regides na curva de intensidade do feixe espalhado em
funcdo do vetor de espalhamento g, as quais sdo exploradas na técnica de SAXS, como a
regido de Porod para altos valores de g, e para valores em baixos limites de q € a regido de

Guinier. Nessas regifes é onde ocorre o espalhamento de raios X a baixo angulo, que fornece
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informacBes a respeito da morfologia e mecanismos de agregacao estrutural (CHIAVACCI,
1996).

Num sistema diluido, em que as particulas séo isoladas uma das outras e nédo
interagem entre si, a intensidade espalhada é descrita unicamente pelo fator de forma P(q) das
diferentes particulas. A intensidade resultante € a soma das contribuicfes de cada particula, de
modo que para n particulas distribuidas ao acaso, o valor da intensidade pode ser calculado

como:

I(q) = > P,(q)

(equacao IX)

As particulas espalhadoras sdo numerosas e interagem entre si; logo, o espalhamento
sera decorrente das caracteristicas geométricas de cada particula e do arranjo espacial
formado pelo conjunto. Nesse caso, a intensidade espalhada por um conjunto com N particulas

€ escrita da seguinte forma, segundo LECOMTE, 1988:

1(g) = N'PEGE'S(Q) )
(equacéo X)

Entretanto S(q) pode assumir formas muito variadas, de acordo com o arranjo das
entidades espalhadoras e serd dificil separar as contribuicdes de P(q) e S(g). De modo geral,
guando a curva de espalhamento apresenta um maximo de espalhamento a baixos angulos,
pode relaciona-la com a presenca de correlagdes entre as posi¢des dos centros espalhadores.
E possivel deduzir uma distancia média d, entre duas goticulas ou planos vizinhos, a partir do
valor da posicdo do vetor de espalhamento quando a intensidade é maxima (gmax),

empregando a relacéo:
27
QIHE’D{

d

(equacao XI)

O comportamento assintomatico das curvas de SAXS, I(q), para g—» *, produzido por

um sistema de duas densidades eletronicas, é dado pela lei de Porod:

I(q)="++B

q

(equacéo XII)
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Onde A é proporcional a area da interface entre as particulas e a matriz liquida e B é a
contribuicdo das flutuagbes da densidade eletrOnica na matriz e nas particulas (GLATTER,
1982)

No caso particular de agregados com estrutura fractal, a intensidade I(q) é proporcional
a g, onde D é a dimens3o fractal. Esta lei de poténcia é valida para valores intermediarios de
g, cuja localizacdo e extensdo dependem do tamanho das particulas primarias e de seus

agregados.

A figura 16 apresenta um exemplo de curva de espalhamento obtida a partir de
medidas de SAXS, onde é possivel observar diferentes regifes. A regido de Porod (altos
valores de q) fornece informacdes sobre a superficie das particulas. A regido de Guinier
fornece informag6es sobre o tamanho das particulas maiores ou agregados e a regido de q
intermediaria a respeito da existéncia e da natureza de estruturas fractais. Na regido de Bragg,
ocorre o fendmeno de difragéo dos raios X (BRINKER & SCHERER, 1990).

LIMIT ‘ GUINIER ' POROD I BRAGG
SN
X
log | qa=1
qR=1
-1
log a(A )

Figura 16: Diagrama esquematico de SAXS (BRINKER & SCHERER, 1990)
A intensidade do espalhamento produzida por amostras contendo multiplos (n) niveis
estruturais pode ser descrito por uma equagdo semi-empirica proposta por BEAUCAGE (1995),

gue descreve a tendéncia assintética das regides de Guinier e Porod e leva em consideracao

os efeitos da correlacéo:

(equacéo XIlII)
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Onde Rg € o raio de giro do objeto espalhador e os parametros G, B e P dependem da

densidade eletrénica, tamanho e forma dos objetos, respectivamente.

A funcgdo de estrutura S(g) para nano-objetos esféricos, onde a correlacdo resulta da

interacao entre esferas duras € dada por :

S(qg)=1/(1+k6)
(equacao XIV)

Sendo k = SV/V,, o fator de empacotamento ou compacidade, onde V é o volume
médio disponivel para cada esfera e Vy € 0 volume médio efetivamente ocupado por cada
esfera. O fator 6 depende da distancia média de correlacdo entre esferas (d), sendo: 6=
3[sem(qgd)-qdcos(qd)] / (qd)3.

O interesse na utilizacdo da técnica de SAXS na caracterizagdo de sistemas €
explicado pelo fato de existir a possibilidade de exploracdo dos dados na determinacdo do
tamanho médio e da distancia entre os objetos espalhadores, como goticulas e micelas. Além
disso, essa técnica permite avaliar a estrutura de objetos espalhadores mesmo que eles ndo
estejam organizados. Oferece a vantagem de caracterizar materiais que tem distancia entre
objetos espalhadores além do limite de trabalho da difracdo de raios-x (GLATTER, 1982;
LECOMTE, 1988).

E uma técnica que permite caracterizar particulas entre 10 e 1000 A. Assim sendo,
permite caracterizar uma grande variedade de amostras como vidros, coldides e proteinas
(WILLIAMS et al., 1993)

7. Objetivo

Desenvolver uma emulsdo cosmética contendo &cido alfa-lipbico e avaliar sua
estabilidade e peculiaridades através da realizacdo dos ensaios de centrifugagdo, testes
preliminares e acelerados de estabilidade fisico quimica, microscopia de luz polarizada,

espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) e comportamento reoldgico completo.
8. MATERIAL E METODOS

8.1. Material, acessoérios e equipamentos

Material: Behenyl Alcool, Poliglyceryl-10 Pentastearate, Sodium Stearoyl Lactylate
(Nikkomulese 41 (Nikkal)), Caprilyc Capric Triglyceride (triglicérides do acido caprico/caprilico),
Octyl Stearate (estearato de octila), Dibutyl Adipate (adipato de dibutila), Isopropyl Myristate
(miristato de isopropila), Propylene Glycol (propilenoglicol), Carbomer (Carbopol), EDTA
(EDTA), Methylparaben (metilparabeno), Propylparaben (propilparabeno), Triethanolamine
(trietanolamina), BHT (butilhidroxitolueno), Sodium Metabisulfite (metabissulfito de sédio), Aqua

(dgua), Lipoic Acid (4cido alfa-lipGico), Ceteareth-20 (&lcool cetoestearilico etoxilado 200E),

Jemima Daniela Dias Moraes



65

Cetearyl Alcohol (&lcool cetoestearilico), Dimethicone Copoliol (fluido de silicone), Cetil

Palmitate (palmitato de cetila), PEG-75 lanolin (lanolina etoxilada) e etanol PA.

Acessarios: Béqueres, bastdes de vidro, espatulas, termdmetro, fonte de aquecimento, tubos
para centrifuga tipo falcon, pipetas, provetas, bal6es de diluicdo, laminulas, laminas para
microscopia, grades para tubos, cubeta de quartzo, embalagens de plastico e pisseta.

Equipamentos: balanca analitica (Gehaka, BG 2000), peagdmetro digital (MARCONI),
rebmetro (Haake RS-1), centrifuga (Fanem-Baby), freezer (Eletrolux Prosdocimo, double D44),
microscopio luz polarizada (Carl Zeiss — Axioskop - 40), estufa de secagem e esterilizagao
(Famen, 315 SE), espectrofotdmetro (UV-VIS, Hewlett Packard® KAIAK-XA-modelo 8453) e
SAXS do laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS), cuja linha é equipada com um
monocromador do tipo Si (111), com comprimento de onda (A) de 1.608 A , uma camara de

ionizacdo e um detector vertical localizado a 776 mm das amostras.

8.2. METODOS

8.2.1. Desenvolvimeto da emulsao

Foram propostas quatro emulsdes (A, A1, B e B 1). As emulsBes do tipo O/A foram
preparadas de acordo com técnica usual de preparacdo de emulsdes. Foi aquecida a fase
aguosa até 75 = 2° C e a fase oleosa com os componentes oleosos da formulacao até a fusao.

A fase aquosa foi transferida sobre a oleosa e a agitacéo foi realizada até o resfriamento.
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International Nomenclature

Cosmetics Ingredients (INCI)

Nomenclatura

(portugués)

% % % %

Behenyl Alcool, Poliglyceryl-10

Pentastearate, Sodium Stearoyl

Lactylate
Caprilyc Capric Triglyceride

Octyl Stearate
Dibutyl Adipate
Propylene Glycol
Carbomer 940

EDTA
Methylparaben
Propylparaben

Sodium Metabisulfite
Triethanolamine q.s.p pH 6
BHT
Ceteareth-20

Cetearyl Alcohol
Dimethicone Copoliol
Cetil Palmitate
Isopropyl Myristate
PEG-75 lanolin 50%
Agqua g.s.p
Lipoic Acid

nikkomulese 41 (Nikkol)

triglicérides do &cido
caprico/caprilico
estearato de octila
adipato de dibutila
propilenoglicol
polimero carboxivinilico
(disperséo a 2%)
EDTA
metilparabeno
propilparabeno
metabissulfito de sodio
trietanolamina
butilhidroxitolueno
alcool cetoestearilico
etoxilado 20 OE
alcool cetoestearilico
fluido de silicone
palmitato de cetila
miristato de isopropila
lanolina etoxilada
agua
acido alfa-lipéico

2 2 - -

3 3
50 50 - -
01 01 - -

0,18 0,18 0,18 0,18
0,02 0,02 0,02 0,02
0,15 0,15 - -

01 01 0,05 0,05
- - 3 3

O 4cido alfa-lipéico na concentragdo de 2% (matéria prima) foi primeiro solubilizado

separadamente no propilenoglicol utilizado na emulsé@o e essa solugéo foi vertida na emulséo

logo apds seu preparo, até a homogeneizagao total e resfriamento da emulséo.

8.2.2. Teste de centrifugacao

Para o teste de estabilidade a centrifugacéo, aliquotas de aproximadamente 5 g da

amostra foram pesados e acondicionados em tubo de centrifuga graduado. As amostras foram

submetidas a centrifugagdo na velocidade de 3000 rpm. O procedimento foi realizado em 3

ciclos de 30 minutos (BRASIL, 2004). Apés cada ciclo, foi avaliado visualmente qualquer sinal

de instabilidade da amostra.
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8.2.3. Estudo de estabilidade

A definicdo do estudo de estabilidade foi baseada nas recomendagfes constantes no
Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos, descrito pela ANVISA - Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria e ISAAC et al. (2008a).

As preparacdes foram estocadas em geladeira a (5 + 2° C), em temperatura ambiente
(27 + 2° C), exposta a luz indireta, em estufa termostatizada a (45 + 2° C) e em freezer a (-5 +
2° C). Além destas condigdes, as emulsdes também foram submetidas a avaliacdo
macroscopica e do pH, durante 15 dias consecutivos (teste de estabilidade preliminar). Os
testes de viscosidade foram realizados no dia 1 para a amostra estocada em temperatura
ambiente (27+ 2° C) e nos dias 7 e 15 para todas as amostras. Para a realizac&o dos ciclos de
congelamento e descongelamento, as amostras foram submetidas a condicées extremas de
temperaturas, alternando 24 horas em temperaturas elevadas (45 + 2° C) e 24 horas em

temperaturas baixas (-5 + 2° C), durante 15 dias seguidos.

Para a realizacdo do teste de estabilidade acelerada, os ensaios (avaliacdo
macroscopica, do pH e da viscosidade) foram realizados nos intervalos de 1, 7, 15, 30, 45, 60,
e 90 dias de analise. A variagdo dos resultados ndo deve ser maior que 10% (BRASIL, 2004),

para a emulsdo ser considerada estavel.

O teste de estabilidade foi realizado para as formula¢gfes base A e para as formulacdes
contendo acido alfa-lipéico A1 e B1. A emulsdo base B foi preparada, mas nao foi submetida
aos testes tanto preliminar quanto acelerado e nem aos ensaios reolégicos realizados neste
trabalho, pois estes estudos foram realizados por ISAAC, 1998, que constatou que a emulsdo

apresentou estabilidade frente aos testes aos quais foi submetida.
8.2.4. Avaliagcdo macroscopica

Durante a avaliagdo macroscopica foram observadas caracteristicas como cor, odor e
aparéncia das emulsGes. Também foi avaliada a existéncia ou ndo de separacao das fases das

amostras.

Segundo o Guia de estabilidade de Produtos Cosméticos da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitéria, os seguintes critérios podem ser considerados:

e aspecto: o produto deve manter-se integro durante todo o teste, mantendo seu
aspecto inicial em todas as condi¢cfes, exceto em temperaturas elevadas, freezer ou

ciclos em que pequenas alteracdes sdo aceitaveis.

e cor e odor: devem permanecer estaveis por, no minimo, 15 dias a luz solar. Pequenas

alteracdes sdo aceitaveis em temperaturas elevadas.
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Tabela VII. Critérios de avaliagdo de pardmetros organolépticos da emulsdo cosmética

aspecto N - normal sem alteracéo
L - levemente ou ligeiramente modificado
M — modificado

| - intensamente modificado

cor N - normal sem alteracéo
L - levemente ou ligeiramente modificado
M — modificado

| - intensamente modificado

odor N - normal sem alteragao
L - levemente ou ligeiramente modificado
M — modificado

| - intensamente modificado

Fonte: BRASIL, 2004
8.2.5. Determinacéo do valor de pH

Para a determinacao do valor de pH, foi preparada uma dispersdo aquosa a 10% (p/p)
das amostras em agua recém destilada, submetida a avaliacdo em peagdmetro digital. O
eletrodo foi inserido diretamente na dispersao aquosa (DAVIS, 1977). O valor compativel com o
pH cutaneo, entre 5,5 e 6,5 foi usado como critério no teste de estabilidade e a variacdo dos

resultados néo deve ser maior que 10% (ISAAC, 2008).
8.2.6. Determinacdo da viscosidade

O teste para determinar a viscosidade das emulsbes submetidas as condigdes de
estresse foi realizado pelo ensaio reolégico de curva de fluxo, tendo como parametros uma
faixa de taxa de cisalhamento de 0-100 s™ para a curva de subida no periodo de 120 segundos
e de 100-0 s™ para a curva de descida também por 120 segundos. O reograma foi avaliado
quanto & viscosidade (Pa.s) em relacdo a taxa de cisalhamento. O teste foi realizado a 32° C e
em triplicata e de acordo com MORAES et al., 2010, a variacdo dos resultados ndo deve ser
maior que 10% (ISAAC, 2008).

8.2.7. Doseamento do acido alfa-lip6ico incorporado na emulsédo por

espectrofotometria

O doseamento do acido alfa-lipéico incorporado na emulsao desenvolvida foi realizado
coletando aliquotas de 0,5 g do cosmético nas cinco condi¢cbes de estresse em que foi
submetido (geladeira a 5 + 2° C, em temperatura ambiente a 27 + 2° C, exposta a luz indireta e
em estufa termostatizada a 45 + 2° C e em freezer a -5 + 2° C, dissolvidos em etanol PA e
transferidos para um bal@o volumétrico de 10 mL, atingindo uma concentracéo final de 1,0

mg/mL. Essa solucéo foi transferida do baldo volumétrico para tubos de centrifuga de 10 mL e
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centrifugada a 3000 rpm durante dois minutos. O sobrenadante foi recolhido e analisado em
espectrofotbmetro UV-VIS, Hewlett Packard® KAIAK-XA-modelo 8453 no comprimento de
onda de 334 nm adaptando a metodologia descrita por SEGALL et al., 2004.

8.2.8. Determinagao do comportamento reoldgico

As amostras tiveram seu comportamento reolégico avaliado através de mensuracdes
estaticas e dindmicas em redmetro utilizando um sensor cone/placa (C35/20 Ti) e os dados

analisados pelo software Rheowin 3.5.

Foi determinado o comportamento reolégico das emulsdes, realizando 0s ensaios de
curva de fluxo utilizando para isso uma faixa de taxa de cisalhamento de 0 a 100 Pa/s™ para a
rampa de subida durante 120 segundos e de 100 a 0 Pa/s™ para a rampa de descida durante
120 segundos. Foi determinada em qual tensdo de cisalhamento a amostra apresentou limite
de escoamento, ou seja, sofreu deformacéo, através do teste de rampa de tensdo com limite
de escoamento com uma faixa de tensdo de 0 a 10 Pa durante 120 segundos (MORAES et al.,
2010).

Os ensaios reoldgicos de varredura de tensdo e varredura de freqiiéncia foram
realizados para analisar a viscosidade dinamica (n*) e o modulo elastico (G’) e o modulo
viscoso (G”) da amostra.

Para o teste de varredura de tenséo, foi utilizada uma faixa de tenséo de cisalhamento
de 0 a 50 Pa e frequéncia de 1 Hz. O teste de varredura de frequéncia foi realizado utilizando
uma faixa de frequéncia de 0,01 a 10 Hz a uma tenséo de 1 Pa para as emulsbes Ae A1e 0,5
Pa para a emulsdo B 1 (MORAES et al., 2010). Deste modo, foram determinados o modulo

elastico (G’) e o modulo viscoso (G”).

O ensaio de fluéncia e relaxacao foi realizado para determinar a viscoelasticidade da
amostra utilizando, para isso, tensdo de cisalhamento de 1 Pa para as emulsbes Ae A1e 0,5
Pa para a emulsdo B 1 durante 300 segundos para fluéncia e 300 segundos para a relaxacao.
Todos os ensaios foram realizados a 32 + 0,5° C e utilizando cerca de 1 g de amostra para
cada teste. Todos os experimentos foram realizados em triplicata (RIBEIRO, 2004).

8.2.9. Microscopia de luz polarizada

Uma quantidade de amostra referente as formulacdes A, A 1, B e B 1 foi colocada de
modo que se formasse uma camada muito fina sobre as laminas de vidro as quais foram
cobertas com uma laminula. Em seguida as formula¢des foram analisadas no microscépio de
luz polarizada (Carl Zeiss — Axioskop - 40), para ser avaliada a presenca de anisotropia ou

isotropia.
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8.2.10. Espalhamento de raios X a baixo &ngulo (SAXS)

A técnica de SAXS foi utilizada para a obtencdo de informag¢des mais precisas sobre a

forma estrutural das emulsdes A, A 1, B e B 1 estudadas neste trabalho.

O ensaio de SAXS foi realizado no laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS), em
Campinas-SP. A linha é equipada com um monocromador do tipo Si (111), com comprimento
de onda (A) de 1.608 A, uma camara de ionizagéo, um detector vertical localizado a 776 mm da

amostra e um analisador multicanal para registrar a intensidade do espelhamento.

O interesse na utilizacdo da técnica de SAXS na caracterizacdo de sistemas
emulsionados é explicado pelo fato de existir a possibilidade de exploracdo dos dados na
determinacé@o do tamanho médio e da distancia entre os objetos espalhadores, como goticulas
e micelas. Além disso, essa técnica permite avaliar a estrutura de objetos espalhadores mesmo
que eles ndo estejam organizados. Oferece a vantagem de caracterizar materiais que tem

distancia entre objetos espalhadores além do limite de trabalho da difra¢éo de raios X.

Assim sendo, da curva de espalhamento de raios X, é possivel obter informacdes sobre

o tamanho, a forma, a quantidade e o arranjo dos objetos espalhadores (KLEIN, 2007)
8.3. Analise estatistica

Foi realizada utilizando a analise de variancia (ANOVA) no programa Microsoft Excel,
versao 2009.

9. RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1. Desenvolvimento da emulsao

Foram desenvolvidas emulsdes O/A. As emulsfes A (emulsdo base sem &cido alfa-
lipdico) e Al (contendo 2% de &cido alfa-lipéico).

Na emulsao A e Al foi utilizada disperséo a 2% de Carbomer (polimero carboxivinilico),
considerado excelente espessante hidrofilico, que pode ser empregado no preparo de
emulsbes de fase externa aquosa (O/A), uma vez que contribuem para o aumento da
viscosidade do sistema e, portanto, proporcionam a estabilidade da emulsdo. Este espessante

também pode modificar as caracteristicas reoldgicas das formulacdes (CORREA, 2010).
9.2. Teste de centrifugacéao

O procedimento de centrifugacdo é eficaz na determinacdo da instabilidade dos
produtos emulsificados, ja que a simulacdo de aumento da forca de gravidade pode promover
separagdo de componentes de diferentes densidades, com nas fases 6leo e agua. Diversos
valores de rotacdo e tempo de centrifugacdo sdo citados na literatura (SILVA, 1996),

entretanto, o uso da ultracentrifugacdo ndo € recomendado. Velocidades de rotacéo
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moderadas entre 2000 e 5000 rpm, durante curto periodo sao muito Uteis para verificar o

comportamento das goticulas emulsionadas frente a for¢a da gravidade (RIEGER, 1996).

As emulsbes A, Al e B1 apés serem submetidas a centrifugagdo por trés ciclos de 900
g durante 30 minutos em cada ciclo, ndo apresentaram instabilidade, caracterizada pela
separagdo das fases, mesmo ap0s 24 horas da manipulagdo; por isso, foram escolhidas para o

desenvolvimento deste trabalho.
9.3. Teste de estabilidade

A determinacéo da estabilidade de emulsdes nem sempre pode ser avaliada através de
métodos rapidos e sensiveis. Assim, é necessario que se acelere a instabilidade submetendo o
produto as condi¢des de estresse como calor, exposicdo a luz, variagdo térmica, entre outros
(MONTAGNER & CORREA, 2004).

Uma vez estabelecidas as caracteristicas do produto e as especificacdes que precisam
ser mantidas, devem ser realizados testes de controle de qualidade. Existem muitos testes
importantes de estabilidade que sdo empregados em formulacdes (ANSEL et al., 2000), sendo
alguns deles: o teste quimico — onde cada ingrediente ativo deve reter a sua integridade
quimica e poténcia indicadas na embalagem, dentro de certos limites especificados; e o teste
fisico — é a propriedade que os produtos apresentam de reter de forma inalterada as
caracteristicas fisicas que apresentam apds a sua fabricac@o. Dentre as caracteristicas fisicas
a nado separacao das fases é fundamental, pois se isto ocorrer todas as demais especificacdes
de uma emulsdo serdo afetadas (SANCTIS, 1999). Aspectos como cor, odor, textura,
consisténcia, sensacdo de tato e comportamento reoldégico sdo também consideradas

propriedades fisicas.

O teste de estabilidade foi realizado nas emulsdes A, Al e B1, pois ndo apresentaram

separacéo de fases quando submetidas ao teste de centrifugacgéo.
9.3.1 Teste de estabilidade preliminar das formulagdes

Para uma formulacdo ser considerada estavel, deve manter suas caracteristicas, que
sdo avaliadas periodicamente, durante o tempo de estudo da estabilidade preliminar,
realizando testes ja estabelecidos (BRASIL, 2004).

9.3.1.1. Avaliacdo macroscépica

Para este teste foram construidas tabelas com parametros como cor, aspecto e odor
que foram avaliados nas emulsdes A, Al e B1, durante o teste de estabilidade preliminar nas

diferentes condig8es as quais as emulsdes foram submetidas, (tabelas VI, IX e X).

Neste teste a emulsdo base A permaneceu estavel em todos os critérios avaliados, a
emulsdo A 1 ndo apresentou mudancas quando foram avaliados aspecto e cor, mas em

relacdo ao odor, sofreu alteracéo progressiva no decorrer dos dias.
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A emulsdo B 1 permaneceu estavel em todos os critérios avaliados durante a

estabilidade preliminar.
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A durante a estabilidade preliminar.
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9.3.1.2. Determinacéo do valor de pH

As Figuras 17, 18 e 19 apresentam os graficos construidos com os valores de pH das
formulacBes A, Al e B 1 durante 15 dias. A estabilidade pode ser confirmada nas Tabelas XI,

Xl e Xl gue mostram os valores dos desvios padrdo e variancia das medias de valores de pH.

Figura 17: Grafico das medias dos valores de pH nas condicBes de estresse em que a
emulsédo A foi submetida durante a estabilidade preliminar.

Figura 18: Gréafico das medias dos valores de pH nas condicdes de estresse em que a
emulséo A 1 foi submetida durante a estabilidade preliminar.
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Figura 19: Grafico das medias dos valores de pH nas condi¢cdes de estresse em que a
emulséo B 1 foi submetida durante a estabilidade preliminar.

A medida que as emulsdes se tornam instaveis, suas caracteristicas fisico quimicas
variam. Para verificar tais variagcbes € possivel determinar, por exemplo, o valor médio do pH,
entre outros (ANVISA, 2004).

Qualquer componente presente na formulacdo pode alterar sua estabilidade, sendo
estes considerados fatores intrinsecos. As incompatibilidades fisicas e quimicas, incluindo, pH,
reacfes de oxi-reducdo e hidrdlise, interacdo entre os componentes da formulagdo e com o

material de embalagem sdo consideradas fatores intrinsecos.

As formulacdes A, A 1 e B 1 (tabela XI, XII e XIlIl) apresentaram valor médio de pH
compativel ao pH cutaneo (5,5 — 6,5). Em todas as condi¢8es foram observados desvio padrao
inferiores a 0,70 nas medias dos valores de pH medido diariamente, ou seja, uma variagdo ndo
significativa, mostrando a estabilidade da emulsdo quanto a este fator intrinseco avaliado
(BRASIL, 2004).
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Tabela XI. Valores de pH da emulséo A, durante a estabilidade preliminar

Dia ambiente ciclo estufa freezer geladeira Iluz DP VAR
1 5,8 5,81 5,79 5,68 5,72 5,75 0,053 0,003
2 5,82 5,75 5,74 5,74 5,68 5,71 0,049 0,002
3 5,78 5,78 5,77 5,72 5,76 6,44 0,277 0,076
4 5,81 5,78 5,77 5,82 5,7 5,75 0,043 0,002
5 5,82 5,71 5,76 5,84 5,74 5,69 0,057 0,003
6 5,81 5,79 5,73 5,76 5,73 57 0,043 0,002
7 5,81 5,72 5,76 5,84 5,68 5,73 0,058 0,006
8 5,77 5,71 5,80 5,88 5,76 571 0,066 0,007
9 5,79 5,71 5,72 5,91 5,81 5,72 0,079 0,001
10 5,82 5,77 5,67 5,92 5,74 5,77 0,085 0,002
11 5,70 5,69 5,75 5,72 5,70 5,72 0,021 0,001
12 5,68 5,73 571 5,73 5,61 5,68 0,046 0,004
13 5,64 5,73 5,65 5,70 5,65 565 0,035 0,001
14 5,70 5,69 5,72 5,84 5,79 5,79 0,061 0,248
15 5,65 5,67 5,71 5,71 5,67 571 0,027 0,004

DP 0,055 0,079 0,042 0,066 0,188 0,043 - -
VAR 0,003 0,006 0,018 0,004 0,035 0,002 - -

* Media de trés leituras. Coeficiente de variacdo (CV) menor que 10%
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Tabela XII. Valores de pH da emulsdo A 1, durante a estabilidade preliminar

dia ambiente ciclo estufa freezer geladeira luz DP VAR
1 5,82 571 5,71 5,80 5,80 5,75 0,049 0,002
2 5,81 574 5,69 5,78 5,83 57 0,057 0,003
3 5,79 5,74 5,74 5,79 5,86 5,76 0,046 0,002
4 5,82 577 5,71 5,82 5,83 5,78 0,044 0,002
5 5,82 569 5,72 5,83 5,83 5,74 0,063 0,004
6 5,79 5,68 5,78 5,84 5,86 5,72 0,070 0,005
7 5,75 571 5,73 5,79 6,04 5,69 0,129 0,017
8 5,70 569 5,73 5,91 5,88 5,73 0,095 0,009
9 5,71 5,69 5,89 5,8 5,85 57 0,085 0,007
10 5,72 5,67 5,77 5,77 5,81 5,68 0,056 0,003
11 5,74 5,69 5,80 5,77 5,76 5,68 0,049 0,002
12 5,67 5,71 5,71 5,77 5,72 5,69 0,035 0,002
13 5,69 5,76 5,68 5,76 5,81 5,76 0,049 0,001
14 5,70 5,69 5,80 5,66 5,69 5,72 0,049 0,002
15 5,58 565 5,68 5,63 5,66 5,61 0,035 0,002
DP 0,067 0,035 0,057 0,067 0,088 0,043

VAR 0,004 0,001 0,003 0,005 0,007 0,002

* Media de trés leituras. Coeficiente de variagcao (CV) menor que 10%
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Tabela XIll. Valores de pH da emulséo B 1, durante a estabilidade preliminar

dia ambiente ciclo estufa freezer geladeira luz DP VAR

1 6,10 6,13 5,71 5,69 6,09 5,78 0,209 0,043
2 6,11 6,01 5,73 5,75 6,31 6,01 0,229 0,052
3 5,95 6,02 5,71 5,72 5,02 6,02 0,358 0,128
4 6,06 6,05 5,74 571 6,09 581 0,174 0,030
5 5,95 5,68 5,73 5,70 6,25 5,79 0,218 0,047
6 6,05 5,77 5,75 5,74 6,09 582 0,161 0,025
7 5,96 584 581 5,66 6,09 5,82 0,146 0,021
8 5,93 583 5,76 5,68 5,95 5,77 0,105 0,011
9 5,77 5,81 5,82 5,77 5,96 5,72 0,082 0,007
10 6,01 586 5,78 5,75 6,00 5,78 0,115 0,013
11 5,9 5,71 5,72 5,68 6,09 5,72 0,090 0,008
12 5,72 5,72 5,63 5,63 5,81 582 0,084 0,007
13 5,83 562 5,64 5,65 5,88 584 0,119 0,014
14 5,88 5,65 5,62 5,65 5,78 589 0,123 0,015
15 5,81 569 5,63 571 5,94 571 0,109 0,012
DP 0,296 0,042 0,064 0,119 0,049 0,160 - -

VAR 0,088 0,002 0,004 0,014 0,002 0,026 - -

* Media de trés leituras. Coeficiente de variacdo (CV) menor que 10%

9.3.1.3. Determinagao da viscosidade

A viscosidade € um termo comumente conhecido que descreve as propriedades de
escoamento de um fluido, ou seja, o atrito das camadas internas dentro do fluido que imp&e
resisténcia a fluir (SCHRAMM, 2006).

Nas figuras 20, 21, 22 e na tabela XIV pode ser observado que a viscosidade da
emulsdo base A permaneceu praticamente sem alteracbes durante todos os tempos que foi
avaliada, A emulsdo A 1 apresentou uma perda de viscosidade significativa em todos os
tempos e condicdes em relacdo a emulsdo A, ou seja, o acido alfa-lipéico pode ter contribuido
para a perda significativa de viscosidade da emulsdo A 1 devido a presenca de carbopol que
sofreu uma queda brusca de viscosidade na presenca do acido. A emulsdo B 1 apresentou
valores de viscosidade ainda mais inferiores em relacdo a emulsdo A e A 1, 0 que era
esperado pois a formulagdo B 1 apresentou aspecto menos viscoso apés ser formulada em

relacdo as outras formulacdes.
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Figura 20. Grafico das medias dos valores de viscosidade (Pa.s) nas condi¢cdes em que a
emulséo A foi submetida durante a estabilidade preliminar.

Figura 21. Grafico das medias dos valores de viscosidade (Pa.s) nas condicdes em que a
emulséo A 1 foi submetida durante a estabilidade preliminar.
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Figura 22. Gréfico das medias dos valores de viscosidade (Pa.s) nas condi¢des em que a

emulsdo B 1 foi submetida durante a estabilidade preliminar.

Tabela XIV. Valores de viscosidade (Pa.s) das emuls@es A, Al e B1 durante a estabilidade

preliminar
emulséo dias ambiente ciclo estufa freezer geladeira Luz
1 4,92 4,92 4,92 4,92 4,92 4,92
A 7 477 4,25 5,25 4,88 4,71 4,32
15 4,74 3,95 5,49 4,99 5,15 5,05
1 2,53 2,53 2,53 2,53 2,53 2,53
Al 7 2,53 2,11 2,33 2,40 2,36 2,23
15 2,62 2,27 2,81 2,49 2,26 2,14
1 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
81 7 0,24 0,79 0,48 0,15 0,34 0,38
15 0,26 0,78 0,53 0,26 0,44 0,26

* Media de trés leituras. Coeficiente de variacdo (CV) menor que 10%

A viscosidade determinada neste estudo pode ser denominada como viscosidade

aparente maxima (figuras 23 a 40), pois os valores de viscosidade apresentados foram obtidos

quando a emulsao foi submetida a maxima taxa de cisalhamento (95+5 1/s), ou seja, a maior

deformagéo, com o objetivo de determinar a viscosidade da emulsédo préxima ao maior nivel de

estresse aplicado. Por apresentar comportamento ndo-Newtoniano, a emulsdo analisada

apresentou diminuicdo do valor de viscosidade com o aumento da tensdo aplicada.
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Figura 23. Reograma da viscosidade da Figura 24. Reograma da viscosidade da
formulacdo A mantida a 27 + 2°C nos dias formulacdo A mantida a 45 + 2°C nos diasl
(preto), 7 (vermelho) e 15 (verde) dias 1 (preto), 7 (vermelho) e 15 (verde)
Figura 25. Reograma da viscosidade da Figura 26. Reograma da viscosidade da
formulagdo A mantida a 5 + 2°C nos dias formulacdo A mantida ao ciclo nos diasl
(preto), 7 (vermelho) e 15 (verde) dias 1 (preto), 7 (vermelho) e 15 (verde)
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Figura 27. Reograma da viscosidade da Figura 28. Reograma da viscosidade da
formulacdo A mantida a - 5 + 2°C nos dias formulagdo A mantida a luz indireta nos dias1
(preto), 7 (vermelho) e 15 (verde) dias 1 (preto), 7 (vermelho) e 15 (verde)
Figura 29. Reograma da viscosidade da Figura 30. Reograma da viscosidade da
formulacdo A 1 mantida a 27 + 2°C nos dias formulagdo A 1 mantida a 45 + 2°C nos diasl
(preto), 7 (vermelho) e 15 (verde) dias 1 (preto), 7 (vermelho) e 15 (verde)
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Figura 31. Reograma da viscosidade da Figura 32. Reograma da viscosidade da
formulacdo A 1 mantida a 5 + 2°C nos dias formulagdo A 1 mantida ao ciclo nos diasl
(preto), 7 (vermelho) e 15 (verde) dias 1 (preto), 7 (vermelho) e 15 (verde)
Figura 33. Reograma da viscosidade da Figura 34. Reograma das viscosidades da
formulacdo A 1 mantida a - 5 + 2°C nos dias formulacdo A 1 mantida a luz indireta nos
diasl (preto), 7 (vermelho) e 15 (verde) dias 1 (preto), 7 (vermelho) e 15 (verde)
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Figura 35. Reograma da viscosidade da Figura 36. Reograma da viscosidade da
formulagdo B 1 mantida a 27 + 2°C nos dias formulagdo B 1 mantida a 45 + 2°C nos dias1
(preto), 7 (vermelho) e 15 (verde) dias 1 (preto), 7 (vermelho) e 15 (verde)
Figura 37. Reograma da viscosidade da Figura 38. Reograma da viscosidade da
formulacdo B 1 mantida a 5 + 2°C nos dias formulagdo B 1 mantida ao ciclo nos diasl
(preto), 7 (vermelho) e 15 (verde) dias 1 (preto), 7 (vermelho) e 15 (verde)

Jemima Daniela Dias Moraes



87

Figura 39. Reograma da viscosidade da Figura 40. Reograma da viscosidade da
formulacdo B 1 mantida a— 5 + 2°C nos dias formulacdo B 1 mantida a luz indireta nos
diasl (preto), 7 (vermelho) e 15 (verde) dias 1 (preto), 7 (vermelho) e 15 (verde)

9.3.2. Teste de estabilidade acelerada das emulsdes

O teste de estabilidade acelerada foi realizado apos o teste de estabilidade preliminar e
indicado para avaliar as caracteristicas das emulsdes durante 90 dias quando submetidas as
condicbes de estresse. Foram avaliados o0s parametros: avaliacgio macroscopica e

determinacao dos valores de pH e viscosidade.
9.3.2.1. Avaliagdo macroscopica

Para este teste foram construidas tabelas com critérios como cor, aspecto e odor que
foram avaliados nas emulsbes A, Al e Bl (tabelas XV, XVI e XVII), durante o teste de

estabilidade acelerada nas diferentes condi¢es as quais as emulsdes foram submetidas.

Neste teste, a emulsdo base A permaneceu estavel em todos os critérios avaliados, a
emulsdio A 1 apresentou mudancas em seu aspecto nas condicbes de ciclo
congelamento/descongelamento, estufa e geladeira, no que diz respeito a formacédo de
pequenos grumos dispersos na emulsdo. No aspecto odor, sofreu alteracdo progressiva e

intensa em quase todas as condi¢des de estresse durante o periodo de andlise.

A emulsdo B 1 permaneceu estavel, na maioria dos critérios avaliados, durante a
estabilidade acelerada, com excecédo do critério aspecto avaliado na condi¢do de estufa onde
apresentou ligeira modificagédo, no que diz respeito a formacdo de alguns grumos isolados e

dispersos na emulséo.

Jemima Daniela Dias Moraes



Sa0.40yy SDIQ DJ21UDQ DI L

OpeOLIPOW SlUsBWIBSUSIUl — | / OPRILIPOW — |\ / OPBIIIPOW Sluswelall] No 8lusWaAs| -7 / [ewiou — N

N N N N N N N N N N N 1 N N N N N N 06
N N N N N N N N N N N 1 N N N N N N 09
N N N N N N N N N N N 1 N N N N N N 1% .M_
N N N N N N N N N N N 1 N N N N N N (015 \M/.
N N N N N N N N N N N 1 N N N N N N a1 @v\
N N N N N N N N N N N N N N N N N N L0
N N N N N N N N N N N N N N N N N N 10
Jjopo 109 ‘dse | Jjopo 102 dse | Jopo 100 dse | lopo 100 ‘dse | Jopo 100 ‘dse | Jopo 10D ‘dse
zn7 elldpe|2D lazaal4 eJn1s3y 0]21D aluaIquy

"epels|ade apepl|igqeIss e ajueinp Y oes|nwa ep eaidoosoioew oedeleny AX elagel

88



Sa0.40yy SDIQ DJ21UDQ DI L

opeoijipow  {usBwWesuU[  — |/ opeayipow — |/ oOpeoyipow  sawelabll no  8usweAsl -7 / Jewlou — N
I N N W N 1 N N N I N 1 I N 1 I N N 06
I N N W N 1 N N N I N 1 I N 1 I N N 09
I N N W N 1 1 N N I N 1 I N 1 I N N 1% .M_
I N N 1 N 1 1 N N I N 1 I N 1 I N N (013 \W
N N N 1 N N N N N I N 1 W N N N N N ST @v\
N N N N N N N N N N N N 1 N N 1 N N 10
1 N N N N N N N N 1 N N N N N N N N T0

Jopo 109 ‘dse | Jopo 109 ‘dse | Jopo 100 ‘dse | lopo 100 ‘dse | lopo 10D ‘dse | lopo 10D ‘dse

zn ellope|ao lazeal4 ejnis3y 0]21D aluaIquy

"epels|aor apepl|IgelIsa e ajueinp T v oes|nwsa ep ealdoasoidoew ogdeleAy (IAX ejagel

68



Sa0.40yy SDIQ DJ21UDQ DI L

opeoiipow  {uBWeSU[  — |/ opeayipow — N/ opeoyipow Swawelabll no  8usweAs| -7 / Jewlou — N
1 N N N N N N N N N N 1 N N N N N N 06
1 N N N N N N N N N N 1 N N N N N N 09
1 N N N N N N N N N N 1 N N N N N N 1% .M_
N N N N N N N N N N N 1 N N N N N N (015 \M/.
N N N N N N N N N N N 1 N N N N N N a1 @v\
N N N N N N N N N N N N N N N N N N L0
N N N N N N N N N N N N N N N N N N 10

Jjopo 109 ‘dse | Jjopo 102 dse | Jopo 100 dse | lopo 100 ‘dse | Jopo 100 ‘dse | Jopo 10D ‘dse

zn7 elldpe|2D lazaal4 eJn1s3y 0]21D aluaIquy

"epeJajade apepl|igelss e ajueinp T g oes|nwsa ep ealdodsoioew oedeleay [IAX elaqel

06



91

9.3.2.2. Determinacéo do valor de pH

As figuras 41, 42 e 43 apresentam os graficos construidos com os valores de pH das
formulac6es A, Al e B 1 durante o periodo da estabilidade acelerada. A estabilidade pode ser
confirmada nas Tabelas XVIII, XIX e XX que mostra os valores dos desvios padrédo e variancia
das medias dos valores de pH.

Figura 41:. Grafico das médias dos valores de pH nas condi¢cdes de estresse em que a
emulsdo A foi submetida durante a estabilidade acelerada.
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Figura 42:. Grafico das médias dos valores de pH nas condi¢cdes de estresse em que a
emulséo A 1 foi submetida durante a estabilidade acelerada

Figura 43: Grafico das médias dos valores de pH nas condicBes de estresse em que a
emulséo B 1 foi submetida durante a estabilidade acelerada

Jemima Daniela Dias Moraes



Tabela XVIII. Valores de pH da emulséo A, durante a estabilidade acelerada

Dia ambiente ciclo estufa freezer geladeira luz DP VAR
1 5,8 5,81 5,79 5,68 5,72 5,75 0,053 0,003
7 5,81 5,72 5,76 5,84 5,68 5,73 0,058 0,006
15 5,65 5,67 5,71 5,71 5,67 571 0,027 0,004
30 5,62 5,66 5,54 6,67 6,4 553 0,498 0,248
45 5,54 5,57 5,44 6,60 6,38 549 0,513 0,263
60 5,51 5,52 5,53 5,56 5,53 552 0,022 0,001
90 5,55 5,67 5,63 5,63 5,58 5,61 0,042 0,002
DP 0,123 0,098 0,132 0,473 0,369 0,111 - -

VAR 0,015 0,009 0,017 0,224 0,136 0,012 - -

* Media de trés leituras. Coeficiente de variagédo (CV) menor que 10%

Tabela XIX. Valores de pH da emulséo A 1, durante a estabilidade acelerada

Dia ambiente ciclo estufa freezer geladeira Iluz DP VAR
1 5,82 571 5,71 5,80 5,80 5,75 0,049 0,002
7 5,75 571 5,73 5,79 6,04 569 0,129 0,017
15 5,58 565 5,68 5,63 5,66 561 0,035 0,002
30 5,62 553 5,555 5,63 5,62 5,57 0,042 0,002
45 5,58 561 5,558 5,58 5,61 558 0,014 0,001
60 5,63 556 5,54 5,56 5,87 5,63 0,130 0,017
90 5,61 559 5,62 5,61 5,78 5,61 0,082 0,007
DP 0,064 0,070 0,075 0,099 0,154 0,064 - -
VAR 0,004 0,005 0,006 0,009 0,024 0,004 - -

* Media de trés leituras. Coeficiente de variagcao (CV) menor que 10%

93
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Tabela XX. Valores de pH da emulséo B 1, durante a estabilidade acelerada

Dia ambiente ciclo estufa freezer geladeira luz DP VAR
1 6,1 6,13 571 5,69 6,09 5,78 0,209 0,044
7 5,96 584 581 5,66 6,09 582 0,146 0,021
15 5,81 569 5,63 5,71 5,94 571 0,109 0,012

30 5,77 5,73 5,79 5,91 577 5,68 0,076 0,006

45 5,76 5,73 5,65 5,88 5,68 5,63 0,000 0,008

60 5,65 5,53 5,65 5,86 5,97 565 0,162 0,026

90 5,66 555 5,64 5,83 5,86 571 0,117 0,014

DP 0,162 0,201 0,075 0,099 0,153 0,067 - -
VAR 0,026 0,040 0,006 0,009 0,024 0,004 - -

* Media de trés leituras. Coeficiente de variacao (CV) menor que 10%

No periodo de estudo da estabilidade acelerada, as formulagbes A, A 1 e B 1
apresentaram valor médio de pH compativel ao pH cutaneo (5,5 — 6,5). Todas as condi¢bes
apresentaram coeficiente de variacdo menor que 10% nas médias dos valores de pH medidos,
ou seja, uma variacdo nao significativa, mostrando a estabilidade da emulsdo quanto a este
fator intrinseco avaliado (BRASIL, 2004).

9.3.2.3. Determinacéo da viscosidade

Nas figuras 44, 45 e 46 e na tabela XX| pode ser observado que a viscosidade da
emulsdo base A permaneceu praticamente sem alteracbes durante todos os tempos de
analise, A emulséo A 1 apresentou uma perda de viscosidade significativa em todos os tempos
e condicBes em relacdo a emulsdo A, mas em relacédo a ela mesma nao apresentou variacdes
significativas nos valores de viscosidade medidos no periodo da estabilidade acelerada ou seja
0 acido alfa-lipéico pode ter contribuido para a perda significativa de viscosidade da emulsao A
1, mas a dispersdo a 2% do polimero Carbopol utilizado na emulsdo fez com que a mesma
permanecesse sem alteracBes significativas nos valores de viscosidade, o que confirma a
afirmativa de CORREA 2010, de que o Carbopol auxilia na estabilizacdo de sistemas
emulsionados.

Jemima Daniela Dias Moraes
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Figura 44. Grafico das médias dos valores de viscosidade nas condi¢cdes em que a emulséo A
foi submetida durante a estabilidade acelerada.

Figura 45. Grafico das médias dos valores de viscosidade nas condigfes em que a emulséo
A 1 foi submetida durante a estabilidade acelerada.
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Figura 46. Gréfico das médias dos valores de viscosidade nas condi¢cdes em que a emulséo
B 1 foi submetida durante a estabilidade acelerada.
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Tabela XXI. Valores de viscosidade (Pa.s) da emulsdo A, A 1 e B 1 durante a estabilidade

acelerada
emulséao dias ambiente ciclo estufa freezer geladeira Luz
1 4,92 4,92 4,92 4,92 4,92 4,92
A 7 4,77 4,25 5,25 4,88 4,71 4,32
15 4,74 3,95 5,49 4,99 5,15 5,05
30 4,77 4,99 5,41 5,15 5,15 5,14
45 4,67 4,88 5,26 4,92 4,97 4,91
60 5,03 5,03 5,23 4,85 51 4,54
90 5,01 5,01 5,23 4,81 4,94 3,81
1 2,53 2,53 2,53 2,53 2,53 2,53
Al 7 2,53 2,11 2,33 2,40 2,36 2,23
15 2,62 2,27 2,81 2,49 2,26 2,14
30 2,43 2,24 2,29 2,29 2,54 2,17
45 2,42 2,23 3,58 2,46 2,46 2,1
60 2,49 2,59 2,73 2,36 2,65 2,23
90 2,46 3,05 2,71 2,39 2,56 2,04
1 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
B1 7 0,24 0,79 0,48 0,15 0,34 0,38
15 0,26 0,78 0,53 0,26 0,44 0,26
30 0,27 0,27 0,51 0,76 0,27 0,42
45 0,29 0,42 0,34 0,51 0,29 0,74
60 0,3 0,39 0,35 0,3 0,3 0,81
90 0,30 0,08 0,34 0,30 0,30 0,85

* Media de trés leituras.

A viscosidade determinada neste estudo pode ser denominada como viscosidade
aparente maxima (figuras 47 a 64), pois os valores de viscosidade apresentados foram obtidos
quando a emulsdo foi submetida a maxima taxa de cisalhamento (9545 1/s), ou seja, a maior
deformagédo, com o objetivo de determinar a viscosidade da emulsdo préxima ao maior nivel de
estresse aplicado. Por apresentar comportamento nao-Newtoniano, a emulsdo analisada

apresentou diminui¢do do valor de viscosidade com o aumento da tenséo aplicada.

Diferentes trabalhos tém demonstrado a preferéncia pelos polimeros como alternativa
para a melhor estabilizacdo dos sistemas emulsionados, devido a sua conformacao,
mecanismos de estabilizagcdo, boa compatibilidade com a pele, e também, pela baixa
concentragdo de uso (EXEROWA, et al., 2007; TADROS, 2006; SIMOVIC et al., 1999) Em um
trabalho desenvolvido por LIMA et al., (2008) o Carbopol foi utilizado na composicdo de
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emulsbes do tipo O/A auxiliando na estabilizacdo dos sistemas emulsionados. Outros
polimeros também exercem o mesmo papel do Carbopol na estabilizacdo de sistemas
emulsionados, como por exemplo 0 Pemulen TR1®, um polimero do &cido acrilico modificado
(C10-C30) por cadeias longas de alquil acrilato, e o0 mecanismo de estabilizacdo da emulséo
por essa classe é chamado de estabilizagdo eletroestérica (HEMKER, 1990; LOCHEAD et al.,
1986).

Na presenca da fase oleosa, as cadeias hidrofébicas alquil migram para a superficie
das particulas de 6leo, formando interagdes hidrofébicas (SIMOVIC et al., 1999). Ao mesmo
tempo, a longa cadeia hidrofilica, hidratada e carregada negativamente, forma uma rede de
microgéis ao redor das particulas de 6leo dispersas, prevenindo a coalescéncia (BEMECKER
et al., 1992). Outra vantagem desse polimero é a possibilidade de ser disperso, tanto na fase
oleosa (método indireto), quanto na fase aquosa (método direto) das emulsdes (PEMULEN,
1999).

A emulsdo B 1 apresentou valores de viscosidade mais inferiores em relagdo a
emulsdo A e A 1 durante todo o periodo da estabilidade acelerada, sendo a formulacdo que
sofreu maiores variacdes nos valores de viscosidade. I1sso pode ser justificado principalmente
pela auséncia de um polimero que poderia garantir uma maior estabilidade a emulséo B 1.

Figura 47. Reograma da viscosidade da Figura 48. Reograma da viscosidade da
formulagdo A mantida a 27 + 2°C nos dias formulacdo A mantida a 45 + 2°C nos

1 (rosa), 7 (azul), 15 (vermelho), dias 1 (rosa), 7 (azul), 15 (vermelho),

30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto) 30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto)
e 90 (marrom) e 90 (marrom)
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Figura 49. Reograma da viscosidade da
formulacdo A mantida a 5 + 2°C nos dias
(rosa), 7 (azul), 15 (vermelho),

30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto)
e 90 (marrom)
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Figura 50. Reograma da viscosidade da
formulagdo A mantida ao ciclo nos dias 1
1 (rosa), 7 (azul), 15 (vermelho),

30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto)
e 90 (marrom)
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Figura 51. Reograma da viscosidade da
Formulagdo A mantida a - 5 + 2°C nos
dias 1 (rosa), 7 (azul), 15 (vermelho),

30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto)
e 90 (marrom)

Figura 52. Reograma da viscosidade da
Formulacdo A mantida a luz nos dias

1 (rosa), 7 (azul), 15 (vermelho),

30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto)
e 90 (marrom)
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Figura 53. Reograma da viscosidade da Figura 54. Reograma da viscosidade da
formulacdo A 1 mantida a 27 + 2°C nos dias formulacdo A 1 mantida a 45 + 2°C nos
1 (rosa), 7 (azul), 15 (vermelho), dias 1 (rosa), 7 (azul), 15 (vermelho),
30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto) 30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto)
e 90 (marrom) e 90 (marrom)
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Figura 55. Reograma da viscosidade da Figura 56. Reograma da viscosidade da
formulacdo A 1 mantida a 5 + 2°C nos dias formulacdo A 1 mantida ao ciclo nos dias 1
(rosa), 7 (azul), 15 (vermelho), 1 (rosa), 7 (azul), 15 (vermelho),

30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto) 30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto)

e 90 (marrom) e 90 (marrom)

Jemima Daniela Dias Moraes



101

1000000

100000

10000

1000

7 [Pas]

0 20 40 60 80 100
il

Figura 57. Reograma da viscosidade da
Formulagéo A 1 mantida a - 5 + 2°C nos
dias 1 (rosa), 7 (azul), 15 (vermelho),

30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto)
e 90 (marrom)
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Figura 59. Reograma da viscosidade da
Formulag&o B 1 mantida a 27 + 2°C nos
dias 1 (rosa), 7 (azul), 15 (vermelho),

30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto)
e 90 (marrom)

Figura 58. Reograma da viscosidade da
Formulacdo A 1 mantida a luz nos dias
1 (rosa), 7 (azul), 15 (vermelho),

30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto)
e 90 (marrom)

Figura 60. Reograma da viscosidade da
Formulacdo B 1 mantida a 45 + 2°C nos
dias 1 (rosa), 7 (azul), 15 (vermelho),

30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto)
e 90 (marrom)
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Figura 61. Reograma da viscosidade da
formulagdo B 1 mantida a 5 + 2°C nos dias
(rosa), 7 (azul), 15 (vermelho),

30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto)

e 90 (marrom)
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Figura 62. Reograma da viscosidade da
formulagdo B 1 mantida ao ciclo nos dias 1
1 (rosa), 7 (azul), 15 (vermelho),

30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto)

e 90 (marrom)
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Figura 63. Reograma da viscosidade da
Formulagéo B 1 mantida a - 5 + 2°C nos
dias 1 (rosa), 7 (azul), 15 (vermelho),

30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto)
e 90 (marrom)

Figura 64. Reograma das viscosidades da

Formulacdo B 1 mantida a luz nos dias
1 (rosa), 7 (azul), 15 (vermelho),

30 (amarelo), 45 (azul claro), 60 (preto)
e 90 (marrom)

9.3.2.4. Doseamento do &cido alfa-lipdico incorporado naemulsdo AleB

1 por espectrofotometria

O doseamento do 4cido alfa-lipéico nas emuls@es A 1 e B 1 foi realizado com o objetivo

de avaliar a estabilidade do produto final, ou seja, quantificar sua concentracdo na formulagéo
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por espectrofotometria, nos dias 1, 7, 15, 30, 45, 60 e 90 dias de andlise quando submetido as
condicdes de estresse. Foi observado que, quando submetido a luz indireta, estufa (45°C + 2°
C) e ao ciclo de congelamento/descongelamento, a concentracdo de acido alfa-lipéico tanto da
emulsdo A 1 quanto B 1 diminuiu significativamente, com variagdo maior que 10% apds o 15°
dia de andlise (Figuras 65 e 66). A concentracédo acido alfa-lipéico incorporado as emulsdes foi
calculada utilizando a Equacéo V obtida através da curva analitica do material de referéncia do

acido apresentada no item 4.2. do Capitulo 1 deste trabalho.

Equacédo V: y =-0,01283 + 0,69284x
Com os resultados obtidos neste ensaio (tabelas XXII e XXIIl) foi possivel afirmar que o
acido alfa-lipéico foi degradado em um curto prazo de tempo em condi¢cdes de temperatura
elevada (45° C) e luz indireta. Portanto, para que o cosmético tenha uma vida util maior é
recomendado o acondicionamento em local apropriado na auséncia de luz, calor e variacbes

bruscas de temperatura.

Figura 65. Gréafico do doseamento do acido alfa-lipéico ha emulséo A 1 realizado pelo periodo
de 90 dias de analise
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Figura 66. Grafico do doseamento do &cido alfa-lipdico na emulsao B 1 realizado pelo periodo
de 90 dias de andlise

Tabela XXII. Concentra¢do do acido alfa-lipico na emulséo A 1 realizado pelo periodo de 90

dias quando submetida as condi¢c8es de analise.

dias

1
7
15
30
45
60
90

Concentracdo do acido alfa-lipéico na emuls&o A 1 em (mg/mL)

ambiente ciclo estufa freezer geladeira luz
0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
0,97 0,98 0,96 0,96 0,96 0,75
0,96 0,91 0,95 0,95 0,95 0,74
0,94 0,78 0,93 0,95 0,93 0,74
0,93 0,77 0,91 0,94 0,93 0,67
0,91 0,74 0,79 0,91 0,91 0,49
0,92 0,73 0,54 0,92 0,91 0,46

* Media de trés leituras.
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Tabela XXIll. Concentragao do acido alfa-lipéico na emulséo B 1 realizado pelo periodo de 90

dias quando submetido as condicdes de analise.

Concentracédo do acido alfa-lipéico na emulséo B 1 em (mg/mL)

dias
ambiente ciclo estufa freezer geladeira luz
1 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
7 0,98 0,97 0,93 0,98 0,97 0,95
15 0,97 0,97 0,91 0,97 0,96 0,91
30 0,97 0,97 0,88 0,96 0,95 0,88
45 0,96 0,85 0,83 0,94 0,93 0,80
60 0,94 0,80 0,61 0,94 0,93 0,76
90 0,92 0,56 0,55 0,93 0,91 0,37

* Media de trés leituras.

9.4. Determinagdo do comportamento reoldgico

9.4.1. Curva de fluxo

A importancia das analises reolégicas foi baseada na capacidade de avaliar a
estabilidade fisico quimica da emulsdo provendo dados pertinentes a estrutura do produto e de

acompanhar as modificagBes decorrentes dos processos de instabilidade (TADROS, 2004).

Mudancas nas propriedades reoldgicas de cremes representam importantes alertas
precoces de instabilidade do produto (KORHONEN, 2001). O objetivo deste estudo foi
examinar a influéncia do tempo e as condi¢cbes de armazenamento sobre as propriedades

reoldgicas de uma emulsao cosmética.

Foi possivel observar através do teste de curva de fluxo, representado nas Figuras 67 a
69 que as emulsdes apresentaram caracteristica nao-Newtonianas, ou seja, as amostras
sofreram deformacdo quando submetidas a tensdo de cisalhamento, ndo apresentando,
portanto, viscosidade constante. Essa caracteristica, ou seja, a ndo proporcionalidade entre a
tensdo e a taxa de cisalhamento é tipica de um comportamento nao-Newtoniano (SCHRAMM,
2006). As emulsdes A 1 e B 1 foram caracterizadas como tixotrOpicas, pois apresentaram
diminuicdo da viscosidade com o cisalhamento e valor da area de histerese evidenciado na

tabela XXIV.

As propriedades de fluxo influenciam cada etapa do processo de desenvolvimento, tais
como mistura, envase e retirada do produto da embalagem, além de definir o seu

comportamento in vivo (sensorial) (LEE, 2009).

A mudanca tempo-dependente na viscosidade permite que as formulagbes exibam
flexibilidade reolégica, a qual subsequentemente afeta o perfil de liberacdo de drogas, por

exemplo, em formula¢des farmacéuticas. Portanto, é essencial delinear as propriedades de
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fluxo e seus fatores de influéncia na eficacia de formulacBes tixotropicas, especialmente

emulsbes, coldides e géis (LEE, 2009).

O comportamento tempo-dependente € devido a ruptura de fortes intera¢des formadas
durante prolongado repouso entre as particulas sélidas. Outros mecanismos podem ser
responsaveis pela tixotropia, como a desorganizagéo de cada uma das particulas em materiais
granulares, a deformacédo e desorganizacdo individual das goticulas mudando da forma
esférica para eliptica, a orientacdo das cadeias poliméricas ao longo do campo de velocidade,
bem como a sua ruptura (ALEXANDROU et al., 2009).

A tixotropia descreve o comportamento de substancias que mudam do estado gel de
alta viscosidade para o estado sol de viscosidade muito baixa, como resultado de um alto
cisalhamento por um periodo de tempo relativamente longo. Um importante critério da
tixotropia € o processo reversivel de reespessamento da substéncia quando deixada em
repouso. O tixotropismo pode ser atribuido & presenca de ligacbes de hidrogénio entre as
micelas coloidais e que, uma vez rompidas pela agitacdo, voltam a se formar no sistema em
repouso (SHARMA, 2000).

Quanto mais tixotropica a amostra maior sua deformacdo, possibilitando maior
espalhabilidade do produto quando aplicado na pele, e o inverso é verdadeiro. Apos a
aplicacdo, a emulsdo com carater tixotropico recupera sua viscosidade, o que evita que o
produto escorra. Além disso, o produto tixotropico tende a ter maior vida de prateleira, pois
durante o armazenamento, apresenta viscosidade constante, o que dificulta a separacéo dos
constituintes da formulag&o (CEFALI, 2009).

As emulsfes A (emulséo base sem acido alfa-lipdico) e Al (contendo 2% de acido alfa-
lipéico) apresentaram pequena area de histerese frente a ensaio reolégico preliminar de curva
de fluxo que foi aplicado. A emulsédo B1 (contendo 2% de acido alfa-lipéico) apresentou grande
area de histerese quando submetida a ensaios preliminares de curva de fluxo. O objetivo de
terem sido empregadas emulsdes com caracteristicas reoldgicas diferentes foi estudar e
comparar o comportamento de liberacdo e permeacdo do acido alfa-lipdico veiculado em
emulsdes com caracteristicas reologicas diferentes. Os resultados obtidos no ensaio de
liberacdo e permeacdo apresentados no capitulo 3 deste trabalho mostram que as
caracteristicas reoldgicas de ambas as emulsdes foi um dos fatores que influenciaram na

liberacé@o e permeacao do acido alfa-lipdico.
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Figura 67. Reograma da curva de fluxo da emulséo A (triplicata).

Figura 68. Reograma da curva de fluxo da emulséo A 1 (triplicata).
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Figura 69. Reograma da curva de fluxo da emulséo B 1 (triplicata).

Tabela XXIV. Valores da area de histerese das emulsées

amostras area de histerese (Pa/s)
A 563,9
Al 106,6
B1 1617,5

* Media de trés leituras. Coeficiente de variacdo (CV) menor que 10%

A modelagem do comportamento reolégico de fluidos prové meios para representar
uma larga quantidade de dados reol6gicos em termos de uma simples expressao matematica.
Muitas formas de equacdes sdo possiveis, no entanto, um modelo geral que se aplique a todas

as situacfes ndo existe.

As curvas de escoamento foram ajustadas pelo modelo reoldgico de Herschel Bulkley.
Esse modelo de ajuste foi escolhido por representar a equacdo geral dos fluidos n&o
newtonianos (STEFFE, 1996) e por contemplar o valor de limite de escoamento, presente na
emulsdo cosmética estudada. Segundo SCHARAMM (2006), o ajuste de curvas reoldgicas
permite definir as faixas de tolerdncia em torno dos coeficientes padrdo de regressdo ao invés
de comparar curvas padrdes com um fluxo em particular e, dessa forma, € possivel definir se o

material testado esta dentro ou fora das especificacbes

Conforme o modelo de Herschel Bulkley foram obtidos os parametros reolégicos de

limite de escoamento (Ty), indice de comportamento de fluxo (n) e indice de consisténcia (K) e
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estatistico de coeficiente de correlacdo (r). O coeficiente de correlacéo foi superior a 0,99 para
todas as curvas ajustadas, o que mostrou a adequabilidade do modelo utilizado. O indice de
correlagdo mede a proporcéo da variacdo total da média explicada pela regressdo. Os dados

reolégicos ajustados com o modelo de Herschel-Bulkley estédo apresentados na tabela XXV

Todas as emulsbes foram descritas pelo modelo de Herschel Bulkley's, como
apresentado na equacgdo XVI e os valores mateméaticos para cada emulsé@o estdo expressos na
tabela XXV

T=To+ K ¥ " (equacio XVI)

Tabela XXV. Parametros matematicos que descrevem cada emulséo pelo modelo de Herschel
Bulkley’s

Emulsdes T, (Pa) K n r
A -3,66 119,7 0,306 0,99
Al -18,18 82,57 0,171 0,99
B1 -3,973 21,45 0,251 0,99

* Media de trés leituras.

E possivel dizer também que as emulsdes cosméticas exibiram comportamento
tixotropico, devido aos valores do indice de comportamento de fluxo (n) terem sido menores

que um (n<1).

A tensdo de cisalhamento inicial (T () requerida para que as emulsdes comecarem a

fluir foi significamente baixa (apresentando valores negativos); portanto, as emulsées fluem
com bastante facilidade, provavelmente por apresentarem baixos valores de viscosidade, que

representa a resisténcia ao fluxo.
9.4.2. Limite de escoamento

A idéia de limite de escoamento é que existe uma tensdo limite abaixo da qual uma
amostra se comporta como um soélido: a tensdo deforma a amostra e essa deformacédo
desaparece uma vez retirada a tensdo. Acima do limite de escoamento a amostra realmente
comeca a fluir, levando a uma deformacéo ilimitada. A tensé@o € relacionada com a taxa de
deformacéo, sendo a viscosidade o fator de correlagdo (SCHRAMM, 2006). Alguns exemplos
de materiais que exibem limite de escoamento sdo produtos alimenticios (maionese, ketchup),
cosméticos (maquiagem, gel de cabelo, espumas de barbear, cremes), pastas, emulsdes, géis
poliméricos, suspensdes, tintas, fluidos de perfuracdo de petréleo, argilas entre outros
(ALEXANDROU et al., 2009).

Segundo ALEXANDROU et al., 2009 o limite de escoamento e os efeitos de tixotropia
estdo intimamente ligados e um ndo pode ser estudado sem os efeitos do outro, prova disto €
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que as emulsdes A e A 1 que apresentaram menores valores de area de histerese, também
apresentaram visivelmente uma resisténcia maior ao fluxo conforme pode ser visto nas figuras
(70 a 72), ou seja elas apresentaram menor desempenho de fluxo quando comparadas com a

emulsao B 1.

Figura 70. Reograma do limite de escoamento da emulséo A (triplicata).

Figura 71. Reograma do limite de escoamento da emulsédo A 1 (triplicata).
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Figura 72. Reograma do limite de escoamento da emulséo B 1 (triplicata).

9.4.3. Varredura de tenséao

A varredura de tensdo (figuras 73 a 75) foi realizada a fim de se encontrar a faixa de
viscoelasticidade linear, ou seja, a faixa na qual os médulos elastico e viscoso, permanecem
lineares. Em seguida, foi realizada a varredura de frequéncia, com a aplicacdo de uma tensao
definida pelo teste anterior. A tenséo de cisalhamento fixada foi de 1 Pa para as emulsfes A e

A1le0,5Paparaaemulséo B 1.

Jemima Daniela Dias Moraes



112

5=t 1)
- G =TT
- |7 = LT
ERRAS
= fIT
0000 4 — 7l = FOF 1000
G'=f¥
G =f 'I::|
— 7 =TT
™ ,
B “ Ty
- P
= qpoo =
m e
o, =
i
H\V\ o PO ‘_“/
100 T T r 100
o.o1 o.10 100 1000 100.00
¥ [Pa]
LHas ks Bieoinin 2.0 LEE

Figura 73. Reograma da varredura de tensdo da emulsdo A (G’ verde, G” azul, n* rosa)

(triplicata).

Figura 74. Reograma da varredura de tensdo da emulsédo A 1 (G’ verde, G” azul, n* rosa)

(triplicata).
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Figura 75. Reograma da varredura de tensdo da emulsdo B 1 (G’ verde, G” azul, n* rosa)

(triplicata).

A varredura de tensdo precede os testes de viscoelasticidade, sendo possivel
determinar a que valores de tensédo de cisalhamento, dentro de uma faixa de linearidade, a
amostra ndo sofre destruicdo. Foi observado que na faixa de 0 a 5 Pa, as amostras A e A 1 ndo
sofreram destruicdo, ja a amostra B 1 ndo sofreu destrui¢do na faixa de 0 a 1,0 Pa ou seja, 0s
valores de G’ (verde), G” (azul) e viscosidade n* (rosa) permaneceram nha faixa da
viscoelasticidade linear na tensdo de cisalhamento aplicada, podendo assim este valor ser

utilizado nos testes de varredura de freqiiéncia e fluéncia e relaxacgéo.
9.4.4. Varredura de frequéncia

A varredura de frequéncia (figuras 76 a 78) determina os valores de G’ (modulo de
estocagem) e G” (modulo de perda) das formulagcbes. Quando os valores de G’ sdo superiores

a G” é possivel dizer que a formulacao apresenta uma caracteristica estruturada.

Quando o material viscoelastico apresenta modulo de armazenamento ou elastico
superior ao modulo viscoso ou de perda, a energia de tensédo é temporariamente armazenada
durante o teste e pode ser recuperada mais tarde, como ocorre em geral em sistemas
emulsionados O/A (CEFALI, 2009).

A varredura de frequéncia mostrou que na faixa estabelecida (1 a 10 Hz) praticamente
ndo ha variacdo dos mddulos elastico e viscoso. Além disso, foi possivel observar um
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comportamento bem estruturado para toda a faixa de frequéncia aplicada, ja que os valores de
G’ (moédulo de armazenamento) séo superiores aos valores de G” (mddulo de perda).

No reograma da emulsao B 1, (figura 78) também é mostrado que os valores de G’ e
G” se cruzam, um fator chamado crossover com valor de 416,8 Pa. Este ponto determina a
mudanc¢a de comportamento da formulag&o, evidenciando que durante o cisalhamento houve

alteracdo do comportamento.

Figura 76. Reograma da varredura de frequéncia da emulsdo A (triplicata).
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Figura 77. Reograma da varredura de frequéncia da emulsdo A 1 (triplicata).

\

crossover

Figura 78. Reograma da varredura de frequéncia da emulséo B 1 (triplicata).
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9.4.5. Fluéncia e Relaxacéao

O teste de fluéncia e relaxagdo (figuras 79 a 82) determina a viscoelasticidade das
amostras, viscosidade e elasticidade s&do portanto, duas possibilidades de resposta dos
materiais a tensdo a que sdo submetidos, sendo que € importante a recuperagdo de sua
estrutura elastica quando esta tensdo cessa, facilitando, assim, o espalhamento durante a

aplicacéo topica.

Figura 79. Reograma da curva de fluéncia e relaxagédo da emulsédo A (triplicata).
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Figura 80. Reograma da curva de fluéncia e relaxacdo da emulsdo A 1 (triplicata).

Figura 81. Reograma da curva de fluéncia e relaxacdo da emulsdo B 1 (triplicata).
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Figura 82. Reograma da curva de fluéncia e relaxacao da emulsao A 1 (azul) e B 1 (vermelho)

(triplicata).

Foi observado nos reogramas representados pelas Figuras 79 a 82, que as emulsfes A
e A 1 foram resistentes a tensdo para comecar a fluir e ndo apresentaram uma grande
deformagéo em relacdo a emulséo B 1, que flui com maior facilidade e consequentemente
apresenta maior deformacdo. Em ambas as emulsdes ocorreu a recuperacao da parte elastica,
sendo que essa recuperacgdo fica mais evidente na emulsdo A. Essa resposta € bastante
comum em sistemas poliméricos. J4 na emulsdo B 1, figura 81, a recuperacédo foi praticamente

insignificante quando comparada com as emulsdes Ae A 1.
9.5. Microscopia de luz polarizada

As andlises microscopicas foram realizadas 24 horas apdés a manipulacdo das

emulsées, sendo que os resultados podem ser observados nas figuras 83 a 86.

Foi possivel observar, sob microscopia de luz polarizada, areas anisotropicas indicando
presenca de fases liquido-cristalinas do tipo lamelar.

A fase lamelar, ao se formar, apresenta um estado intumescido pelo fato da 4gua ser
adsorvida entre as camadas de tensoativo, formando o dominio hidrofilico do cristal liquido. A
agua situada entre as lamelas se ligam, devido as fortes intera¢des entre suas moléculas e os
grupos polares dos tensoativos. Isto ndo permite a perda de &agua por evaporacao,
necessitando de maior energia que a disponivel a temperatura da superficie cutanea para
evaporar (CHORILLI et al., 2009).
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A proporcao correta entre fase oleosa/tensoativo/fase aquosa é de extrema importancia
para a formagdo de sistemas liquido-cristalinos lamelares, uma vez que a interagao
Oleo/tensoativo/agua proporciona a formacgdo de cristais liquidos ao redor dos gldbulos,
aumentando a estabilidade das emulsdes no sentido de que previnem a unido das goticulas e
coalescéncia (TYLE, 1989).

Figura 83: Fotomicrografia da emulséo A Figura 84: Fotomicrografia da emulséo A 1

Figura 85: Fotomicrografia da emulséo B Figura 86: Fotomicrografia da emulsédo B 1
9.6. Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

As curvas de SAXS para sistemas liquido cristalinos (figuras 87 a 90) exibem picos,
Cujo numero e razao entre as distdncias de correlacdo permitem determinar o tipo de arranjo
que os atomos formam na matriz (OTTO et al., 2010)

Através da razdo entre as distancias € possivel definir o tipo de arranjo, mesofases
ordenadas como fase lamelar, as quais sdo compostas por micelas planares ou lamelas com
solvente entre elas, representadas por dois picos, cuja razdo entre as distancias deve ser 2
(OTTO et al., 2010).
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E possivel uma distancia média d, entre particulas vizinhas (ou dois planos paralelos) a

partir do valor de posigdo maximo (q max), empregando a relacao:

d_2;r

QIHQK

Os resultados das medidas de SAXS estdo coerentes com os resultados obtidos por

microscopia Optica de luz polarizada, identificando fase lamelar para todas as emulsGes

estudadas sendo elas A, A1,BeB 1.
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Figura 87: Grafico resultante do ensaio de SAXS da emulsdao A

Figura 88: Grafico resultante do ensaio de SAXS da emulsdo A 1
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Figura 89: Grafico resultante do ensaio de SAXS da emulsdo B

Figura 90: Grafico resultante do ensaio de SAXS da emulsdo B 1

10. Concluséao Parcial

As emulsdes apresentaram caracteristicas reoldgicas desejaveis para um produto
cosmético de aplicacdo topica, principalmente por apresentarem uma facil espalhabilidade,
uma caracteristica importante atribuida ao cosmético para uma melhor aceitacdo pelo
consumidor. Ficou comprovada a presenca de estruturas liquidos cristalinas nas emulsoes, 0

que atribui uma maior estabilidade as emulsées propostas.

Através dos resultados de estabilidade foi possivel concluir que a formulacdo A 1 ndo
se mostrou estavel em todos os requisitos avaliados nos testes de estabilidade, pois o odor da
emulséo foi modificado intensamente ao longo do tempo de realizac@o dos ensaios durante o

estudo da estabilidade acelerada, ou seja, provavelmente houve incompatibilidade do acido
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alfa-lipéico com os outros componentes da emulsdo, uma vez que na emulsdo A ndo foi
observado alterac6es no odor. A emulsdo B 1 permaneceu estavel na maioria dos requisitos
analisados, sendo assim foi eleita a melhor formulagdo para a incorporagdo do &cido alfa-
lipbico.
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CAPITULO 3 - ESTUDO DA LIBERACAO, PERMEACAO E RETENCAO
CUTANEA IN VITRO E TESTES DE CITOTOXICIDADE DO ACIDO ALFA —
LIPOICO EM CULTURA DE CELULAS

11. REVISAO DE LITERATURA

11.1. Pele

A pele é o maior 6rgao do corpo, sendo responsavel por mais de 10% da massa
corporal e possibilita o corpo interagir mais intimamente com o ambiente. A pele é composta
por quatro camadas: a camada cérnea (epiderme inviavel) e as restantes camadas da
epiderme (epiderme viavel), derme e subcutédneo. H4 também diversos apéndices associados:
foliculos pilosos, dutos de suor, glandulas apdcrinas e as unhas. Muitas das fun¢des da pele
podem ser classificadas como essenciais para a sobrevivéncia da maior parte dos mamiferos e
dos seres humanos em um ambiente relativamente hostil. Num contexto geral, essas funcdes
podem ser classificadas como de protecdo, manutencdo da homeostase ou perceber
mudancas do ambiente. A importancia do seu papel protetor e homeostatica da pele € ilustrada
em um contexto por sua propriedade de barreira. Isto permite a sobrevivéncia dos seres
humanos em um ambiente de temperatura variavel, teor de agua (umidade e banhos) e a
presenca de riscos ambientais, tais como produtos quimicos, bactérias, alérgenos, fungos e
radiagdo. A pele € um oOrgdo importante para a manutencdo da homeostase do corpo,
especialmente em termos de sua composicdo, regulacdo de calor, controle da presséo

sanguinea e fung@es excretoras (WALTERS, 2002).

A pele é um 6rgado sensorial importante em termos de influéncias ambientais, como
calor, pressao, dor, alérgeno e a entrada de microorganismos. Finalmente, a pele é um érgdo
gue estd em um estado continuo de regeneracao e de reparacdo. Para cumprir cada uma
dessas funcdes, a pele deve ser resistente, robusta e flexivel, com uma comunicacéo eficaz

entre cada um dos seus componentes intrinsecos (WALTERS, 2002).

Tem sido argumentado que a taxa metabdlica basal de animais diferentes em tamanho
deve ser dimensionado para a superficie do corpo para manter uma temperatura constante

através do controle da termorregulagdo da pele (NEVILL, 1994).

Muitas substéncias séo aplicadas sobre a pele, deliberadamente ou acidentalmente,
quer com resultados benéficos ou prejudiciais. O uso de produtos tOpicos era evidente nos
tempos antigos, e ha relatos dos beneficios sistémicos de agentes anti — infecciosos e
hormonais de uso tépico em 1940. A tecnologia moderna transdérmica foi introduzida no final
de 1970. Os principais interesses na avaliacdo de absorcdo cuténea sdo a aplicacdo de
compostos para a pele (a) para efeitos locais em dermatologia (por exemplo, corticéides para

dermatites), (b) para o transporte através da pele de efeitos sistémicos (por exemplo, adesivos
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de nicotina para fumantes), (c) para efeitos de superficie (por exemplo, protetores solares,
cosméticos e antiinfecciosos), (d) para atingir tecidos mais profundos (por exemplo,
antiinflamatorios nao - esferoidais [AINES] para inflamagao muscular) e (e) ndo desejados de
absorcdo (por exemplo, solventes no local de trabalho, produtos quimicos agricolas, ou
alérgenos) (WALTERS, 2002).

A pele se tornou popular como um local potencial para a entrada sistémica de
farmacos, isso foi pensado para (a) evitar os problemas de esvaziamento do estdmago, os
efeitos do pH e da desativacdo de enzimas associadas com a passagem gastrointestinal, (b)
para evitar o metabolismo de primeira passagem hepatica e (c) para permitir o controle da
dosagem, como exemplificado pelo término da absorcédo do farmaco através da remocédo do
dispositivo contendo o farmaco. Na pratica, a passagem de farmacos através da pele esta
associado com vérias dificuldades, tais como (a) a variabilidade da absor¢do percutanea
devido ao local da aplicacdo, doenca, idade e diferencas entre etnias, (b) do efeito do
metabolismo de primeira passagem da pele, (c) a capacidade de reserva da pele, (d) irritacéo e
toxicidade causadas por produtos de uso tépico, (e) e heterogeneidade da pele; (f) definicdo
inadequada dos critérios de bioequivaléncia e (g) uma compreensao incompleta das
tecnologias que podem ser utilizadas para facilitar ou retardar a absor¢cdo percutanea. No
entanto, a libera¢é@o controlada de farmacos através da pele continua a ser de interesse, com o
desenvolvimento de novas tecnologias (WALTERS, 2002; ROBERT & IRVIN, 1971).

Figura 91: Estrutura da pele (fonte: http://irmasgg.blogspot.com/2010/08/importancia-da-
pele.html).
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11.2. Estruturas da pele e suas fungdes

11.2.1. A epiderme

A principal funcéo da epiderme é a formagao do estrato corneo, a camada heterogénea
mais externa da epiderme e possui aproximadamente de 10 — 20 um de espessura. Esta
camada mais externa da epiderme apresenta células achatadas na forma hexagonal e
sobrepostas, e essas células conhecidas também como corneificadas ficam embebidas na
matriz extracelular lipidica. Cada célula é de aproximadamente 40um de didametro e 0,5 mm de
espessura. A espessura, no entanto, varia, pode ser de uma ordem de magnitude maior em
algumas areas como as palmas das maos e solas dos pés, areas do corpo associadas com a
interacdo direta e substancial fisica freqlente com o meio ambiente fisico. N&o
surpreendentemente, a absor¢cdo de algumas substancias, tais como salicilato de metila, é

mais lenta nestas regifes do que através da pele de outras partes do corpo (WALTERS, 2002).

O estrato cérneo tem propriedades de barreira e isso pode ser em parte relacionada a
sua alta densidade (1,4 g/cm3, no estado seco), sua superficie de pequena area permite a
passagem de substancias (que é agora reconhecido que a maioria das substéncias permeiam
a pele através de regides intercelulares do estrato cérneo com uma largura inferior a 0,1 um).
Cada célula do estrato cérneo é composto principalmente de queratina insoltvel (~ 70%) e
lipidios (~ 20%), contribuindo com cerca de 5% do peso do estrato corneo.

A regido intercelular consiste principalmente de lipidios e desmossomos 0s quais
promovem a coesdo dos cornedcitos. A funcdo de barreira é facilitada pela descamacéo
continua da camada cérnea ocorrendo uma vez a cada 2 ou 3 semanas. Assim, 0s agentes
muito lipofilicos, tais como protetores solares, podem ser menos absorvidos pelo organismo
uma vez aplicados sobre a pele. O estrato corneo também funciona como uma barreira para
evitar a perda dos componentes internos do corpo, especialmente perda de agua, para o
ambiente externo. Pode ser estimado que a eficacia desta barreira é de tal forma que a perda
de agua de perspiragdo ¢ limitada a 0,5 pL/cm*h™, ou seja, 250 mL de &gua por dia para um
adulto normal. Transtornos da epitelizacdo, como a psoriase, leva a uma descamagdo mais
rapida da pele, podendo ser em torno de 2 ou 4 dias, com inadequada formagdo do estrato
corneo e consequentemente inadequada funcédo de barreira (BENY, 2000).

As células do estrato corneo sdo originadas na epiderme viavel e sofrem muitas
alterac6es morfolégicas antes da descamacdo. Assim, a epiderme € constituida por vérias
camadas de células em diferentes niveis de diferenciacdo. As células da epiderme séo
originadas na lamina basal entre a derme e epiderme viavel. Nessa camada ha melandcitos,
células de Langherans, as células de Merckel, e dois grandes tipos de queratinécitos: primeiro
o funcionamento como células-tronco com capacidade de se dividir e produzir novas células, o
segundo para servir de suporte para a epiderme da membrana basal (BENY, 2000;

MORGANTI et al., 2001)
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11.2.2. Aderme

A derme é um componente critico do corpo, ndo sé fornece os sistemas de apoio
nutricional, imunoldgico, e outros para a epiderme, através de uma fina camada papilar
adjacente a epiderme, como também desempenha um papel de temperatura, pressao e
regulacdo da dor. O principal componente estrutural da derme é referido como grossa camada
reticular. A derme possui cerca de 0,1 - 0,5 cm de espessura e é constituida por 70% de fibras
colagenas, fornecendo um andaime de suporte e amortecimento, e do tecido conjuntivo
elastico, proporcionando elasticidade, em uma matriz de mucopolissacarideos. Em geral, a
derme tem uma populacdo de células esparsas. As principais células presentes sdo 0s
fibroblastos, que produzem os componentes do tecido conjuntivo de colageno, laminina,
fibronectina e vitronectina e mastécitos, que estdo envolvidas nas respostas imunes e

inflamatdrias, e melandcitos envolvidos na producgdo do pigmento melanina (WALTERS, 2002).

Junto da derme é encontrada uma extensa rede vascular, que prevé a nutricdo da pele,
reparo e respostas imunes e, para o resto do corpo, a troca de calor, a resposta imune e
regulacdo térmica. A taxa de fluxo de sangue para a pele € de cerca de 0,05 mL min™ cc?, os
vasos sanguineos da pele derivam do tecido subcutdneo, com uma rede arterial suprindo a
camada papilar, os foliculos pilosos, o suor e as glandulas apécrinas, a regido subcuténea,
bem como a prépria derme. Estas artérias suprem as arteriolas, os capilares, vénulas e, dali,
para as veias (WALTERS, 2002).

As mudancas no fluxo de sangue sdo mais evidentes na pele em relagdo a diversas
respostas fisiolégicas e incluem efeitos psicolégicos, tais como levar um “susto” ("pele torna-se
palida") e ficar envergonhado ("corar"); efeitos da temperatura e as respostas fisiolégicas ao

exercicio fisico, hemorragia e ao consumo de &lcool.

O sistema linfatico € um componente importante da pele na regulagcao de sua pressao
intersticial, na mobilizacdo de mecanismos de defesa, e na eliminacéo de residuos. Ele existe
como uma malha densa e lisa nas camadas papilares da derme e se estende até as regifes
mais profundas da derme. CROSS & ROBERTS (1993) mostraram que, enquanto o fluxo
sanguineo determina o afastamento de pequenos solutos, tais como agua e lidocaina, o fluxo
linfatico € um importante determinante na remocéao de grandes solutos da derme. Também
estdo presentes na derme diferentes tipos de fibras nervosas suprindo as necessidades da
pele, como a percepcdo de pressdo, dor e temperatura. (BENY, 2000; MORGANTI et al.,
2001).
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11.2.3. A hipoderme

E a camada mais profunda da pele chamada também tecido subcutaneo ou hipoderme.
A hipoderme atua como um isolante térmico, um amortecedor de choque, e uma regido de
armazenamento de energia. Esta camada é uma rede de células de gordura disposta em
I6bulos e ligados a derme através da interligacdo de coladgeno e elastina. Bem como as células
de gordura (possivelmente 50% da gordura do corpo), as outras células principais na
hipoderme séo fibroblastos e macrofagos. Uma das fungdes principais da hipoderme é levar o

sistema vascular e neural para a pele.

Também serve como uma ancora para a pele se ligar com o musculo subjacente. Os
fibroblastos e adipdcitos podem ser estimulados pelo acumulo de liquido intersticial e do
sistema linfatico dentro da pele e do tecido subcutaneo (WALTERS, 2002; BENY, 2000;
MORGANTI et al., 2001; SZUBA & ROCKSON, 1997).

11.2.4. Anexos da pele

Existem quatro anexos da pele: os foliculos pilosos associados com as glandulas
sebaceas, glandulas sudoriparas écrinas, as glandulas sudoriparas apocrinas e as unhas.
Cada apéndice tem uma funcdo diferente. Os foliculos pilosos séo distribuidos por toda a
superficie cutédnea, com exce¢do das solas dos pés, palmas das mdos e dos labios. A
musculatura lisa junto aos pélos eretores atribui o foliculo para a derme e permite que o cabelo
figue em “pé” em resposta ao medo. Cada foliculo esta associado a uma glandula sebacea,
que varia de tamanho entre 200-2000 ym de didmetro. O sebo secretado por esta glandula,
consistindo de triglicérides, acidos graxos livres e ceras protege e lubrifica a pele, bem como a
manuten¢do de um pH de cerca de 5,0. A area fracionada é ligeiramente superior a 1 / 1000 do
total da superficie da pele. Também as glandulas sudoriparas e glandulas apdcrinas,
respondem por cerca de dois - tercos e um - terco de todas as glandulas, respectivamente. As
glandulas écrinas sdo estruturas epidérmicas simples, como se fossem tubos enrolados
decorrentes de uma “bola” enrolada, de aproximadamente 100 um de diametro, localizados na
derme profunda. Ela segrega uma soluc¢éo diluida de sal com um pH de cerca de 5,0 , sendo
esta secrecao estimulada pela mudancga de temperatura corporal, tais como o exercicio fisico e
ambiente de alta temperatura, bem como o estresse emocional através do sistema nervoso
autbnomo (simpético). Estas glandulas tém uma superficie total de cerca de 1 / 10000 da
superficie total do corpo. As glandulas apocrinas séo limitados a regifes especificas do corpo e
também parecem tubos enrolados. Estas glandulas séo cerca de dez vezes o tamanho dos

ductos écrinos e permanecem emparelhadas com os foliculos pilosos.

A unha sob muitos aspectos pode ser considerada como vestigial em humanos. No
entanto, algumas funcdes de protecdo podem ser atribuidas. Certamente a composicdo da
placa ungueal, as camadas de células queratinizadas achatadas e densas, mas um pouco

elastica, vai proporcionar certa protecédo da falange terminal altamente sensivel. As células da
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ldmina ungueal originarios da matriz ungueal e distalmente crescem a uma taxa de cerca de
0,1 mm/ dia.

No processo de queratinizacdo as células sofrem mudancas semelhantes as vividas pelas
células epidérmicas que formam 0 estrato cérneo.
Isto ndo é surpreendente porque a matriz ungueal da membrana basal apresenta muitas
similaridades bioquimicas da membrana basal da epiderme. Assim, a expressao das integrinas
a,B: e azB; na matriz da unha e na membrana basal € indicativo de um tecido altamente
proliferativo. A estrutura das camadas queratinizadas € muito coesa, mas, ao contrario do
estrato cérneo, nao ocorre a esfoliagdo de células.
Dado que é uma estrutura epitelial cornificada, a composi¢do quimica da placa ungueal nédo é
singular, e existem muitas semelhancas com a do cabelo (BANDEN et al., 1973; GNIADECKA
et al., 1998). Assim, 0s principais componentes sao proteinas de queratina altamente dobraveis
(que contém muitas ligacdes dissulfeto), com pequena quantidade de lipidios (0,1 - 1,0%), este
ultimo provavelmente localizadas nos espagos intracelulares. O principal componente da

ldmina ungueal é a 4gua, que esta normalmente presente em uma concentracédo de 7-12%.

A lamina ungueal é composta por duas camadas principais (a camada intermediaria e
dorsal), com, eventualmente, uma terceira camada adjacente ao leito ungueal.
A lamina ungueal dorsal € mais resistente e mais fina do que a placa intermédia, o0 que sugere
gue existam diferencas na composi¢éo quimica das duas camadas, que sugerem ainda que os
medicamentos aplicados possuam diferentes tendéncias de separacdo entre as camadas. Este
ultimo é um aspecto particularmente importante para o tratamento tépico de infec¢des fungicas
das unhas (onicomicoses) e 0s mecanismos para aumentar a solubilidade e difusividade de
drogas dentro dessas camadas (KOBAYASHI et al., 1999).

11.3. A pele como meio de liberag&o de ativos

A absorcao percutanea de produtos farmacéuticos pode ser tanto local ou sistémica. A
liberacdo do ativo € um processo desejavel e pode ser alcancada pela combinacdo de
propriedades adequadas para a absorcdo de ativos pela pele com quantidade apropriada de
dosagem e forma farmacéutica (por exemplo, adesivos medicamentosos, géis, cremes e
pomadas). Substancias terapéuticas tém sido aplicadas sobre a pele por muitos séculos
(WALTERS, 2002) e, na verdade, muitos farmacos sob a forma de extratos vegetais ou animais
tém sido aplicadas para o alivio ou uma variedade de distdrbios locais. Nos Ultimos anos, a
absorcdo, sistémica através da via transdérmica tem levado ao desenvolvimento e
comercializacdo bem sucedida de varios medicamentos em forma de adesivos
medicamentosos (por exemplo, escopolamina, nitroglicerina, clonidina, estradiol, testosterona,
timolol, fentanil e nicotina). O ndmero de compostos para aplicacdo transdérmica esta
aumentando e esta sendo selecionado como um potencial no mercado farmacéutico
(MORGANTI et al., 2001)
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Outro topico de grande interesse na atualidade é o novo contexto em que a pele se
insere: a sua estreita relacdo com o sistema nervoso. A pele apresenta alto grau de
especificidade para reconhecer e integrar sinais, possuindo receptores para
neurotransmissores iguais aos do sistema nervoso central. O uso de substancias como 6leos
essenciais, fitoendorfinas, peptideos sintéticos, fito-horménio e produtos biotecnoldgicos tém
sido usados em formulagdes topicas com a finalidade de manter a pele saudavel e com um
bom aspecto, com base em a¢Bes de niveis neuronais e endécrinos, visando a sensacéo de
bem estar (SLOMINSKI, 2008; NAMJOSHI et al., 2007).
Os exemplos descritos anteriormente demonstram as grandes possibilidades de atuacdo de
substancias ativas na pele, salientando as variedades de produtos que podem ser estudadas

na dermatologia e na cosmética dermatoldgica.
11.4. Vantagens e desvantagens da via de absorc¢ao transdérmica

Em contraste com a tradicional via oral, o metabolismo de primeira passagem &
minimizado, o que muitas vezes pode limitar a tolerancia e eficacia de muitos farmacos por via
oral e parenteral. Além disso, alguns farmacos degradam no meio acido do estbmago, e outros
farmacos, tais como AINEs, podem causar hemorragia ou irritagdo gastrointestinal.
A mistura de medicamentos com alimentos no estbmago, e os impulsos estomacais, muitas
vezes erradicam a liberagédo do farmaco para o intestino levando a uma variabilidade no perfil
da concentracédo plasmatica. A via transdérmica oferece um controle maior da dosagem do
farmaco, método néo invasivo e de liberac@o controlada, com a vantagem adicional de ser
capaz de cessar a absorcdo em caso de superdose ou de outros problemas. Além disso, a
adeséo do paciente pode ser melhorada por causa da frequéncia reduzida de administracao de

medicamentos e o trauma associado a terapia parenteral.

Tal como acontece com as outras vias de administracdo de farmacos, a administracao
através da pele também esta associada com varias desvantagens, o principal inconveniente é
gque nem todos os compostos sdo adequados; as variagbes nas taxas de permeacdo pode
ocorrer entre pessoas, racas diferentes, e entre os idosos e os jovens. Além disso, a pele
doente bem como a extensdo da doenca também pode afetar as taxas de permeabilidade
(ROBERTS & WALTERS, 1998). A enzima metabdlica na pele também pode representar um
problema e alguns farmacos sdo quase completamente metabolizadas antes que eles atinjam a
vasculatura cutdnea. Outro problema que pode surgir, por vezes esquecido, é que alguns
farmacos podem sofrer particdo por bactérias que vivem na superficie da pele antes da

penetracdo através do estrato corneo (HOTCHKISS, 1998).
11.5. Estrato Corneo como uma barreira

A barreira do estrato corneo é agora reconhecida como o grande avanco limitante do
processo de difusdo de um farmaco para permear toda a pele. No entanto, como apontado por
SCHEUPLEIN & BLANK (1986), outros componentes da pele podem contribuir para a barreira

de resisténcia, especialmente para as substancias lipofilicas. SCOTT et al., (1986) mostraram
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gque a permeabilidade da agua in vivo e in vitro aumentou apds leves alteracdes superficiais na
epiderme. SCHAEFER et al., (1977) mostraram que na pele psoriatica, as concentragées do
farmaco (triamcinolone acetonide) na epiderme e derme eram da ordem de 3 a 10 vezes maior
do que na pele normal. Um aumento semelhante foi observado quando o SC foi removido por

decapagem antes da aplicacdo da droga.

O transporte através do SC é basicamente um processo passivo e, assim, as
propriedades fisico-quimicas de um permeante sdo um importante determinante da sua
capacidade de difusédo através dessa membrana. Existem trés vias consideradas e conhecidas
pelas quais os compostos podem difundir através do SC: transcelular, intercelular e através dos
anexos da pele (transapéndices). Uma vez que um composto é transportado através da
epiderme, o0 mesmo pode ser carregado pelo sangue presente na derme e ser transportado
para os tecidos mais profundos da pele. Portanto, devido a estrutura da pele, as propriedades
fisico- quimicas desejadas para um permeante sdo dependentes da via percorrida por este
para atravessar o SC (WALTERS, 2002).

11.6. O sebo produzido pela pele

A superficie da pele é o primeiro ponto de contacto para uma formulacdo aplicada
topicamente. Sob circunsténcias normais, este é coberto por uma camada irregular e
descontinua de 0,4 a 10 um de sebo, suor, bactérias e células mortas. A presenca desta
camada é considerada como um efeito insignificante sobre a absor¢éo percuténea, no sentido
de permitir que materiais polares e apolares penetrem na pele. Além disso, nenhuma
correlacdo foi encontrada entre o estado de hidratagdo da SC com o da remocdo da camada

de sebo retirada com solventes e a quantidade total de lipidios seborréicos ou sua composicao.

Assim, a contribuicdo desse material endégeno sobre a superficie da pele, para o
processo de transporte de substéncias através da pele é efetivamente desconsiderado.
Como afirmado anteriormente, a pele é uma barreira importante para a penetracdo de
compostos indesejaveis e uma via potencial de penetracdo de farmacos. Portanto é importante
compreender como as moléculas atravessam a pele e como esses processos podem ser
influenciados para melhorar a permeacédo (WALTERS, 2002; BENY, 2000).

11.7. Absorcao de formulacdes topicas

A maioria dos farmacos aplicados na pele possui acdo nas camadas mais profundas da
pele, portanto necessitam permear o estrato corneo para chegar ao seu local de agdo.
Considerando a constituicdo e o efeito protetor do estrato cérneo, varios farmacos podem
apresentar dificuldades em atravessar essa barreira e atingir seu sitio de agdo (Barry, 2004).

As maneiras gerais para os farmacos alcancarem a epiderme viavel sdo: via
transepidérmica ou via transapéndices. Pela via transepidérmica, o farmaco pode percorrer

dois caminhos: a via transcelular e a via intercelular. Por meio da via transcelular o farmaco
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passa pelas estruturas lipidicas do estrato cérneo (membrana celular) e pelo citoplasma dos

queratindcitos, encontrando estruturas lipofilicas e hidrofilicas, o que lhe dificulta a permeacgao.

A via mais comum de permeacdo € a via intercelular, em que o farmaco passa pela
matriz extracelular, de caracteristicas hidrofilicas, conforme a ilustracdo da Figura 92
(TROMMER, 2006).

O farmaco pode atingir a epiderme viavel passando pelos apéndices (glandulas e
foliculos pilosos). No entanto, a absorcdo por essa via ndo é significante j& que essas
estruturas ocupam uma pequena parte de toda a superficie da pele (TROMMER, 2006).

Diversas propriedades podem interferir na absor¢do de farmacos na pele. As
caracteristicas da molécula do farmaco (FORTENBACH & MAIBACH, 2008) as condi¢cGes
bioldgicas da pele e a composi¢cdo do veiculo usado (OTTO et al.,, 2009; GWAK & CHUN,
2002) para a incorporacdo da substancia ativa alteram significantemente a penetracao,
afetando a biodisponibilidade do farmaco. Dentre os principais fatores podemos destacar: dose,
estado da pele, como o comprometimento da fungéo barreira, sitios regionais da pele, idade,
hidratacao, composicao do veiculo e caracteristicas do farmaco.
Considerando que a passagem do farmaco pela barreira da pele é feita por difusdo, a
concentragdo do farmaco presente na formulagdo interfere significantemente na velocidade de
permeacdo. A situacdo ideal é que seja utilizada uma formulacdo saturada, permitindo que o

farmaco seja liberado mais facilmente da formulacéo (BARRY, 2005).

Transepidermal Via pores

intercellular  transcellular transglandular transfollicular

Corneocytes Hair papilla

Gland

Figura 92: llustracéo esquematica demonstrando diferentes maneiras de penetracédo de
farmacos no estrato cérneo. Extraido de: TROMMER, 2006.

11.8. Vias de transporte através do estrato cérneo

11.8.1. Via Transcelular

Originalmente os mecanismos de difusdo transcelular dominavam sobre o intercelular e
transapéndices durante a passagem de substancias através do SC. No entanto a via

transcelular envolveria a separa¢cdo da molécula da droga entre os compartimentos lipofilicos e
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hidrofilicos, incluindo a quase impenetravel matriz extracelular formado por cornedcitos,
queratina e queratohialina. SCHEUPLEIN & BLANK (1986) sugeriu ainda que substancias
polares e apolares permeiem o estrato cérneo por mecanismos diferentes. As substancias
polares se difundem através de uma via de alta energia envolvendo 4gua imobilizada préxima a
superficie externa de filamentos de queratina. Em contrapartida, as substancias lipossoluveis
se difundem através de vias apolares (intersticial), via lipidica. ROBERTS et al., (1978) sugeriu
que todos os solutos sdo transportados através de uma via lipidica, sendo este transporte
melhorado em alguns casos pelo efeito da agua imobilizada na camada da epiderme viavel,
como evidenciado por um decréscimo da energia de ativacéo para permeac¢do. SCHEUPLEIN
& BLANK (1986) também reconheceram que a derme contribuiu para a resisténcia de
substancias mais lipofilica. As evidéncias experimentais sugerem que o transporte através da

SC é pela via intercelular.
11.8.2. Via intercelular

Os espacos intercelulares do estrato cérneo foram descartados inicialmente como uma
via de difusdo potencialmente significativa devido ao pequeno volume que ocupam. Entretanto,
a estrutura fisica dos lipideos intercelulares € um fator significativo nas propriedades de
barreira da pele. Estudos de SQUIER, 1973; ELIAS & FRIEND, (1975) forneceram evidéncias
de que os lipidios intercelulares, e ndo a proteina cornedcito, foi a principal barreira de
permeabilidade da epiderme. CHANDRASEKARAN & SHAW, (1975) também concluiu que a
barreira lipidica € dominante. Prova teédrica, apresentada por ALBERY & HADGRAFT (1979),
sugeriu que o caminho tortuoso de difusdo intercelular em torno de queratindcitos foi a via
preferencial de penetracdo através do estrato cérneo, ao invés de difusdo através das células
queratinizadas (via transcelular). No entanto, € possivel reconhecer que, apesar de
consideracdes tedricas a favor desta via, existem dificuldades na elaboracdo de estudos de

difus@o adequados, para confirmar que esta rota é a via predominante (BUNGUE et al., 1999).

A maioria das evidéncias da existéncia da via de transporte intercelular lipidica vem da
estrutura microscoépica da organizacao da bicamada lipidica, uma vez observada a localizacdo
histologica das substancias presentes nestas bicamadas apés aplicacdo tépica e os efeitos da
deslipidizacao das bicamadas por solventes adequados. Estudos histoquimicos demonstraram
gue o0s espagos intracelulares do SC séo desprovidos de lipidios (WALTERS, 2002) e que por
causa de lipidios presentes em outras regides é altamente apolar, ndo ha estrutura adequada
para formar uma matriz lipidica de difusdo em torno dos filamentos de queratina intracelular. As
evidéncias experimentais utilizando precipitagdo dos compostos aplicados percutaneamente
levaram a visualizacdo da permeacdo através de via intercelular.

As lamelas lipidicas no SC desempenham um papel fundamental na funcdo de barreira
da pele. Os lipideos mais importantes sdo as ceramidas, o colesterol e &cidos graxos livres
(BOUWSTRA et al., 1999; ELIAS et al., 1992). Na realidade, a composicéo lipidica e disposi¢do
€ muito mais complexa. Por exemplo, os lipidios presentes na epiderme poderiam ser
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classificados como fosfolipidios, mono-hexosil ceramidas, ceramidas, colesterol, ésteres de
colesterol, colesterol sulfato, triglicérides e acidos graxos (WERTZ, 1992). Além disso, pelo
menos seis subclasses de ceramidas, tém sido descritos em experimentos com SC de suinos
(BOUWSTRA et al., 1998; BOUWSTRA et al., 1999 )

11.9. Determinacdo da liberacdo de sistemas emulsionados e absorcao

através da pele por técnicas in vitro

Os métodos de absorcdo percutdnea in vitro tem sido amplamente utilizado para
guantificar a liberacdo de ativos de sistemas emulsionados e a absorcdo de compostos que
entram em contacto com a pele. Avaliagbes de seguranca de produtos quimicos téxicos
freqientemente dependem de estudos in vitro para os dados de permeacdo em humanos. Os
dados em animais devem ser utilizados com cautela para estimar a absorcdo em humanos

devido a diferenca nas propriedades de barreira da pele humana e animal.

A compreensdo de como as moléculas da substancia ativa passam pelas membranas
sintéticas leva ao entendimento dos fatores que influenciam na liberagédo da substancia ativa, a
partir de sua matriz. Esta compreensdo pode ser elucidada por tratamento matematico dos
dados obtidos (AULTON, 2005). Por sua vez, ap6s sele¢cdo de um modelo matematico
adequado, é permitido a avaliacdo dos perfis em relacdo aos parametros derivados dos
modelos aplicados. Os exemplos mais comuns encontrados na literatura sdo: zero ordem,
primeira ordem, Hixon- Crowell, Higushi, quadratico, Weibull, entre outros (POLLI, 1996;
O’HARA et al., 1998).

Modelos que se fundamentam em estudos da cinética de dissolu¢do possibilitam
conclusbes a respeito do processo de dissolucdo de uma determinada formulagdo, uma vez
gue permitem conhecer: a velocidade do processo; a quantidade maxima dissolvida e pontos
nos quais podem ocorrer mudangas significativas da dissolugdo (O'HARA et al., 1998; POLLI et
al., 1996; MOORE & FLANNER, 1996).

Em um processo de zero ordem, é possivel relacionar a quantidade de massa m
difundida acumulada que passa por unidade de area pela membrana em funcdo do tempo,
como demonstra a Figura 93. O estado estacionéario (steady-state) € alcangado quando o
gréfico se torna linear e a extrapolagdo da porcao linear até o eixo do tempo, ou seja, para m =
0, tém se o valor de lag time L (AULTON, 2005).
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Figura 93 — Representacéo esquematica que traduz a curva de liberagdo in vitro de
substancias ativas que obedecem a cinética de zero ordem.

O tipo de ativo, a sua forma polimérfica, cristalinidade, tamanho de particula,
solubilidade e quantidade incorporada na forma farmacéutica podem influenciar a cinética de
liberagdo. (MANADAS, PINA & VEIGA., 2002).

Nos casos em que o veiculo funciona como um mecanismo controlador da velocidade
de cedéncia, a liberacdo da substéncia ativa do veiculo é a etapa limitante para sua posterior
acdo terapéutica no local de acdo. A Figura 94 demonstra o exemplo de liberacdo de uma
substancia que segue cinética de primeira ordem e a Figura 95 exibe o comportamento de
substancias que possuem cinética de liberacdo de pseudoprimeira ordem ou que atendem a
equacdo de Higuchi, isto é, a quantidade liberada € proporcional & raiz quadrada do tempo
(AULTON, 2005).

Figura 94 — Representacdo esquematica que traduz a curva de liberagdo in vitro de
substancias ativas que obedecem a cinética de primeira ordem.
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Figura 95 — Representacao esquematica que traduz a curva de liberagdo in vitro de
substancias ativas que obedecem a cinética de pseudoprimeira ordem (lei de Higuchi).

O sistema in vitro, permite o isolamento da pele para que o metabolismo do 6rgao
possa ser distinguido do metabolismo sistémico. Os testes de permeacédo cutdnea podem ser
realizados por técnicas in vitro. Entre os métodos mais empregados pode ser destacado o que

utiliza as células do tipo Franz, que esta demonstrada na Figura 96.

Area de dosagem — Disco de
da fase doadora vidro
Membrana
. Saida de
Solugéo amostragem
Receptora
Aguaa3r°c
. [ | [Saida auxiliar
Agitador |para aretira de
bolhas

Figura 96. Célula de difuséo do tipo Franz empregada nos estudos de permeacao cutanea in
vitro (BARRY, 1983; SASSON, 2006)

O sistema de difuséo utilizando as células do tipo Franz pode ser formado por 6 células
um ndmero capaz de avaliar a permeacao, compostas basicamente de compartimento doador,
onde o produto testado e depositado, compartimento receptor, contendo solu¢cdo na qual o
ativo sera difundido e a membrana que tem papel de barreira na absorcdo (FRANZ, 1975),
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como o0 equipamento utilizado para a realizacdo deste trabalho (HANSON RESEARCH
FLOWSCIENCE-POLYSCIENCE), conforme pode ser visualizado na Figura 97.

Figura 97. Fotografia do sistema de difusao composto de seis celulas do tipo Franz, conforme
o equipamento utilizado (HANSON RESEARCH FLOWSCIENCE-POLYSCIENCE)

A maioria dos projetos de célula estatica sdo baseadas em publicacdes por Franz em
meados dos anos 1970 (FRANZ, 1975, 1978). Também foram utilizados nos testes iniciais em
comparacdes para métodos in vitro - in vivo. Também é interessante notar que as informacgdes
podem ser obtidas através de outras membranas de pele, mas os resultados devem ser
tratados com cautela. Membranas de varios modelos foram utilizados, incluindo o acetato de
celulose (BARRY E EL EINI, 1976) e zedlitas (DYER et al., 1979). E evidente que a maioria das
informacgBes sobre os mecanismos de penetracdo foi obtida em estudos de permeacao in vitro

e de 1940 a 1980 ha um vasto conjunto de dados.

Ao longo das décadas, a atencao tem sido dada a penetrac@o de 4gua e é interessante
gue essa pequena molécula polar tenha uma profunda influéncia sobre as propriedades de
barreira da pele. E um intensificador, como a pele hidratada &, em geral, mais permeéavel do
que a pele ndo-hidratada, mas até hoje 0 mecanismo exato de acdo nado é claro. Varias
publicacbes analisaram a permeacédo da agua, sendo exemplos BENTLEY and GRICE (1967),
BLANK (1952, 1953), BURCH & WINSOR (1946), DELONG et al. (1954), IDSON (1973);
SCHEUPLEIN & MORGAN (1967).

Estudos tem demonstrado que as condi¢Bes experimentais no projeto de teste in vitro,
podem influenciar o valor preditivo do ativo in vivo. Varios estudos tém mostrado que as células
estaticas fornecem resultados comparaveis para as taxas de absorcéo da pele para uma série
de ativos permeantes, e ambos os tipos de células de difusdo sao consideradas aplicaveis
(JAKASA & KEZIC, 2008)
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Durante um estudo comparativo multicéntrico de absorcao cutanea in vitro do acido
benzéico, cafeina e testosterona nédo existiu relacdo consistente entre o tipo de célula de
difusdo e a absorgdo dos compostos testes (VAN DE SANDT et al., 2004) Em um outro estudo
multicéntrico com a intencdo de investigar a variagao inter-e intra-laboratorial de medidas de
difusdo de células in vitro usando uma membrana padrdo de silicone, constataram que nao

houve um padréo consistente de diferencas entre as células estaticas (CHILCOTT et al., 2005).

Um dos pré-requisitos para um fluido receptor apropriado é uma solubilidade adequada
da substancia de ensaio no fluido receptor. Além disso, o fluido receptor ndo deve alterar as
propriedades de barreira da membrana da pele. Para os compostos sollveis em agua, o fluido
receptor mais utilizado € a solucdo salina; compostos lipofilicos requerem o uso de um fluido
receptor que mais se assemelha as propriedades lipofilicas de sangue. Para melhorar a
solubilidade de compostos lipofilicos, solubilizantes, tais como albumina de soro bovino (BSA),
solventes ou surfactantes podem ser adicionados ao fluido receptor (DELANGE et al., 1994).
No entanto, a adicdo de solventes organicos e surfactantes podem levar a alteracdes na pele
(SARTORELLI et al., 2000) Embora a natureza do fluido receptor pareca ter mais efeito sobre
ativos lipofilicos, alguns estudos mostram que a existéncia de BSA (albumina sérica bovina) no
fluido receptor pode influenciar significativamente ativos hidrofilicos (WILKINSON & WILLIAMS,
2002).

11.9.1. Tipos de pele utilizados nos ensaios de permeacdo in vitro

Os testes in vitro séo realizados utilizando pele humana ou animal. As membranas da
pele humana séo geralmente preparadas a partir de mama e de pele abdominal, enquanto que
para a obtencdo de pele de animais, os locais mais utilizados sdo o flanco e parte traseira
(rato) ou o flanco e orelha (de porco) (JAKASA & KEZIC, 2008)
E de extrema importancia que durante o preparo da pele néo leve ao dano da barreira cutanea,
0 que pode ser enganosamente superestimada a absorcao. A integridade da amostra de pele
deve ser determinada antes dos experimentos de permeacdo, através da medicdo de uma
substancia marcadora como utilizando um tragcador radioativo, a &agua tritada ou por

determinacéo da perda de agua transepidérmica ou resisténcia elétrica transcutéanea.

Diferentes tipos de amostras de pele podem ser usadas em sistemas in vitro: pele de
espessura total, que integra o estrato corneo, epiderme viavel e derme; pele dermatomizada
(espessura parcial) em que a derme profunda foi removida e membranas epidérmicas,
incluindo a epiderme viavel e estrato corneo. Varias orientacdes especificam o intervalo de
espessura da pele que podem ser utilizados e afirmam que a espessura da pele deve ser

medida e reportado nos resultados.

Estudos tém demonstrado que o tipo do tecido da pele € o maior contribuinte para a
relativa e elevada variabilidade observada nos testes in vitro (KASTING et al.,, 1994).
Geralmente é reconhecido que a absorcdo de compostos lipofilicos no fluido receptor é

reduzido significativamente através da pele de espessura total em comparagdo com a pele de
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espessura parcial por causa da resisténcia de difusédo da derme para ativos hidrofilicos quando
comparados com ativos lipofilicos. A influéncia da espessura da pele (espessura total da pele
versus dermatomizada) foi investigada utilizando compostos quimicos com diferentes
coeficientes de particdo octanol-agua (P), incluindo a cafeina (logp -0,01), testosterona (logp
3,3), propoxur (logp 1,5) e butoxietanol (logr 0,83) (WILKINSON et al., 2006).

A espessura da pele pouco influenciou a absorgdo hidrofilica do acido benzéico e da
cafeina. J4 a taxa de absorcdo méxima de testosterona e butoxietanol foi drasticamente
reduzida através da pele de espessura total, em comparagcdo com a pele dermatomizada. As
taxas de reducéo da absorcgédo através da pele de espessura total para o butoxietanol altamente
hidrofilico foram surpreendentes, mostrando uma relagdo mais complexa entre a espessura da
pele, lipofilicidade, e principio ativo (PA). O efeito da espessura da pele para compostos
hidrofilicos também foi encontrado para o etoxietanol (loge -0,32). A reducdo da absor¢éo de
compostos quimicos lipofilicos por meio de pele de espessura total foi também relatada por
CNUBBEN et al., 2002, que descobriu que a permeagéo de a- fenilfenol (logr 3,28) através da
pele humana e de rato, de espessura total foi muito menor do que a permeacao através apenas
da epiderme. No caso de mais hidrofilico como o propoxur (loge 1,56), a dose absorvida e fluxo
maximo ficaram em boa concordéncia com os dados in vivo quando a pele de espessura total
foi utilizada. Os exemplos acima demonstram que a espessura da pele desempenha um papel
importante na absorgéo in vitro, e isso tem de ser considerada ndo apenas na avaliagdo de
risco, mas também quando se usa esses dados para o desenvolvimento de relacdes
guantitativas de estrutura-atividade (JAKASA & KEZIC, 2008).

11.9.2. Ensaios de toxicidade in vitro

A necessidade da realizacdo de ensaios utilizando animais tem sido seriamente
guestionada por camadas poderosas da sociedade, seja no ambito politico, social, ético ou
cientifico. Os grupos que argumentam a favor da abolicdo da experimentacdo animal tém
encontrado um suporte significativo na Europa e Estados Unidos, e suas idéias tém se
expandido por todo o mundo. Diante desse cendrio, € possivel dizer que diversos setores da
indUstria e mesmo os 6rgdos governamentais de regulamentacéo e controle da qualidade estao
sob crescente pressao para substituir ensaios in vivo por métodos alternativos que nao utilizem
animais (EUN & SUH, 2000).

Com o controle cada vez mais rigoroso em relacdo ao uso de animais de laboratério,
h& a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que possam detectar a toxicidade
de produtos para uso em seres humanos, principalmente aqueles de aplicacéo clinica, que nao

devem causar reacdes adversas e nem lesar o organismo do paciente.

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizacdo (International Standard
Organization), ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro é o primeiro teste para avaliar a

biocompatibilidade de qualquer material para uso humano e depois de comprovada a sua nado
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toxicidade é que o estudo da biocompatibilidade do produto pode ter continuidade realizando-

Se 0S ensaios necessarios em animais de laboratério.

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relagdo aos in vivo tais como poder
limitar o nUmero de variaveis experimentais, obter dados significativos mais facilmente além do

periodo de teste ser, em muitos casos, mais curto.

Assim sendo, justifica-se o incentivo e preocupacao de estudar modelos experimentais
in vitro que possam avaliar quantitativa e qualitativamente os efeitos dos produtos sobre a pele

ou na regido dos olhos, no sentido de serem obtidas formula¢cfes seguras.
11.9.3. Cultura de células

A primeira tentativa para realizar o cultivo celular de tecidos foi iniciada no século XIX,
quando em 1907 o pesquisador Ross Harrison implantou pequenos fragmentos de tubo neural
de rd em coagulos de linfa da mesma espécie e observou ao microscopio a migragdo de fibras
nervosas. Em 1912, o pesquisador Aléxis Carrel, observou que quando o plasma era
coagulado, era um excelente suporte para fragmentos de tecidos, mas ndo continha as
substancias necessarias para o crescimento e que, com a adicdo de extratos de embrides ou
de tecidos era possivel a prolifera¢édo celular. Como Carrel conhecia muito bem as técnicas de
assepsia, ele conseguiu manter por 34 anos uma linhagem de fibroblastos de galinha (RIZZO,
TUCHIYA & MARTINEZ, 1983).

Infelizmente, estas técnicas assépticas, desencorajavam muitos pesquisadores que
acreditavam que culturas de células eram muito dificeis e sofisticadas (R1ZZO, TUCHIYA &
MARTINEZ, 1983; FRESHNEY, 1987)

Por volta dos anos 40, teve inicio o desenvolvimento dos meios liquidos e a descoberta
dos antibidticos o que facilitou e muito os experimentos com cultura de células, o que deu inicio
neste momento, a base de diversas pesquisas. A primeira linhagem celular infinita isolada a
partir de tecido subcutaneo de camundongo, recebeu o nome de linhagem L. Desta linhagem,
em 1948, por técnicas de clonagem ocorreu o isolamento de uma nova linhagem denominada
NCTC clone 929, até hoje utilizada nos estudos de toxicidade (RIZZO, TUCHIYA & MARTINEZ,
1983; FRESHNEY, 1987).

A primeira linhagem celular humana, denominada Hela, originada de carcinoma de
cérvix uterino (CASTRO, 1978; PAUL, 1975; RIZZO, TUCHIYA & MARTINEZ, 1983) foi isolada
no inicio da década de 50. As linhagens, até entdo, iniciavam pela técnica de cultura de
tecidos, os quais eram removidos dos organismos vivos, em condi¢des estéreis e incubados
em ambiente apropriados para sua manutencdo e/ou crescimento. Ao contrario da cultura de
orgdos, ndo havia a preocupacdo de manter a sua arquitetura (PAUL, 1975; FRESHNEY,
1987).

Por volta de 1952, Dulbeco e Moscona introduziram o uso da tripsina, usada para

dissociar as células dos tecidos e com isso obter réplicas da culturas idénticas, impulsionando
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os estudos sobre formulacdes de meios quimicamente definidos e o crescimento das células
sobre o vidro (CASTRO, 1978). O termo cultura de células surge com esta inovagdo na
metodologia e significa cultivo de células dispersas de um tecido ou érgéo por acao fisica ou
quimica. Estas células, apds seram semeadas em recipientes apropriados, formam uma
monocamada celular utilizada como substrato nos mais variados estudos (PAUL, 1975;
FRESHNEY, 1987).

O isolamento de varias linhagens celulares, de origem humana e animal, dos mais
variados tecidos e 6rgdos, bem como a descoberta de que a adigdo de glicerina nas culturas
possibilitava o seu congelamento, preservando suas caracteristicas e viabilidade, permitiu que
alguns bancos de células fossem montados, facilitando o desenvolvimento de muitas pesquisas
(CASTRO, 1978).

Na década de 60 foi fundado o American Culture Collection (ATCC), que atualmente
fornece linhagens certificadas e elabora manuais de controle de qualidade, onde todos os
cuidados para caracterizacdo e manutencdo de uma linhagem celular sdo descritos. Estes
procedimentos podem ser adotados por todos os laboratérios que utilizam as células na

pesquisa e no diagndstico (CRUZ, 2003).

Desde entdo, as técnicas de culturas celulares sdo amplamente empregadas, pois sao
econdmicas, relativamente faceis de serem mantidas e requerem pouco espaco fisico. Podem
ser utilizadas para preparar antigenos, anticorpos monoclonais, produzir vacinas, no
isolamento de microrganismos, particularmente muitos virus e ainda na avaliagdo da toxicidade

dos mais variados produtos incluindo os cosméticos (CRUZ, 2003).
11.10.3.1. Ensaio in vitro utilizando cultura de células

Devido aos grandes questionamentos quanto ao uso de animais de laboratério, na
avaliacdo de riscos dos produtos de uso humano na década de 60 foram iniciados estudos de
metodologias que utilizaram tecidos e células vivas de mamiferos, organismos inferiores e
substratos inertes (CRUZ, 2003). Estes estudos tém por finalidade principal obter metodologias
rapidas, baratas, de facil execucdo e reprodutibilidade que podiam ser padronizadas e
validadas, situacdo imprescindivel para que os métodos in vitro alcancarem a aceitacdo

cientifica internacional.

Em 1965 ROSENBLUTH et al., (1965) sugeriu as primeiras metodologias descritas
para avaliacdo in vitro, propondo o teste da biocompatibilidade para avaliar plasticos
empregados em artigos médico-hospitalares. Neste ensaio os materiais eram colocados
diretamente sobre uma monocamada de células de mamiferos e apds 24 horas estas células

eram observadas para verificar se havia ou ndo a presenca de algum efeito toxico.

No mesmo ano, GUESS et al., (1965) descreveram o método de difusdo em &gar, onde

a monocamada celular era sobreposta por uma camada de agar e 0s materiais a serem
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testados eram colocados sobre esta camada evitando, assim, os problemas apresentados

guando colocados diretamente em contato com a monocamada celular.

COMBIER & CASTELLI (1992) compararam o teste de irritacdo ocular de Draize e 0
método de difusdo em Agar utilizado como alternativo. Algumas modificacGes no protocolo
original do método in vitro foram introduzidas, a lise em relagdo a toxicidade foi definida por um
método planimétrico, onde o tamanho da area das células mortas é desenhado em papel, que
apos ser pesado pode fornecer quatro classificacdes diferentes. Neste estudo, os resultados
foram agrupados em duas classes, designadas como n&o irritante e irritante e a correlagédo
observada entre os dois métodos foi de 86% de concordancia. O método de difusédo em agar,
segundo os autores, pode ser incluido na bateria de testes para avaliar o potencial de irritacdo

dos produtos cosméticos.

A verificac@o da viabilidade celular pelo uso de corantes vitais € um dos pardmetros
empregados e dentre os mais citados na literatura encontramos o brometo de 3 (4,5-
dimetiltiazzol-2-il) 2,5 difeniltetrazélio (MTT) e o vermelho neutro (3-amino-7-dimethylamino-2-
methylphenazine hydrocloride). O MTT é um sal amarelo solGvel, metabolizado pela enzima
succinato desidrogenase presente na mitocéndria, que se transforma em um produto azul
insoltvel. O vermelho neutro em pH fisioldgico passa facilmente através da membrana
plasmética e se concentra no interior dos lisossomos. A perda deste gradiente de pH por
mortalidade/morbidade da célula ou a perda da permeagdo da membrana inibe a incorporacao
destes corantes (HARBELL et al., 1997).

No inicio da década de 80, MOSMANN (1983), BORENFREUD & PUERNER (1984)
descreveram outra técnica para quantidades elevadas de amostras. Nesta técnica, as células
sdo semeadas em microplacas e a viabilidade celular é avaliada por metodologia colorimétrica,
utilizando a reducéo do MTT ou a incorporagdo do vermelho neutro, 0s quais sado quantificados
por espectrofotometria. Esta técnica é rdpida e quantitativa, pois permite avaliar varias
concentragdes do produto e calcular a concentragdo que causa 50% de morte celular. Desde
entdo, varios estudos comparando o uso do vermelho neutro com o MTT ou estudos utilizando
um destes corantes tém sido realizados para a determinagdo do indice médio de citotoxicidade
de muitas substancias (CRUZ, 2003).

Em 1998 os pesquisadores CHIBA, KAWAKAMI & TOHYMA 1998, realizaram um
estudo, no qual analisaram a viabilidade e o crescimento celular, na mesma célula, usando
simultaneamente vermelho neutro, MTT e cristal violeta. O método pode ser (til na avaliagdo
da citotoxicidade de substancias mediadas por diferentes mecanismos, levando a diferentes
respostas e, ainda, o uso de varios tipos de avaliagdo evitaria resultados duvidosos. Estudos
comparando simultaneamente a viabilidade e o crescimento celular utilizando os corantes
vermelho neutro e o amino black respectivamente, mostraram boa correlagdo com a
combinac@o dos dois métodos no mesmo ensaio, resultando em informagfes tanto sobre a

viabilidade como sobre o nimero de células (CIAPETTI et al., 1996).
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Outros véarios modelos de ensaio in vitro foram desenvolvidos no intuito de encontrar
um protocolo que substituisse o ensaio in vivo, dentre eles os chamados organotipicos, que
empregam orgdos isolados do animal, mantidos por curto periodo de tempo in vitro
preservando suas funcdes fisioldgicas e bioquimicas. Os mais conhecidos sdo ensaios com
olho isolado de coelho (IRE), olho isolado de galinha (CEET), opacidade e permeabilidade de
cérnea bovina (BCOP) e cristalino bovino. Todos estes métodos foram elaborados com o
propésito de selecionar e avaliar o potencial irritante de véarias substancias, antes de serem
aplicadas no método tradicional de irritagéo ocular de Draize (CHAMBERLAIN et al., 1997).

12. OBJETIVO

Avaliar a liberacdo, permeacéo e retencéo cutanea do acido alfa — lipdico e o estudo da

toxicidade in vitro.
13. MATERIAL E METODOS

13.1. Material, acessoérios e equipamentos

Material: membranas sintéticas hidrofilicas de acetato de celulose (nitrato 70-80% e acetato),
com tamanho de poro de 0,45 pm, Pele de orelha de porco dermatomizada 500 um, tampao
fosfato pH 7,4, polisorbato 80 (Polysorbate 80), fita adesiva (3M), metanol (PA), acido alfa—
lipéico material referéncia, acido alfa-lipdico (matéria prima), células de hepatoma humano
(HepG,), células de queratindcitos imortalizados de pele (HaCaT), meio de cultura DMEM
(Sigma), soro fetal bovino (Cultilab), antibiéticos (penicilina e estreptomicina), tripsina, alcool
isopropilico (PA), PBS (tampé&o), MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide), etanol 70%, propilenoglicol (synth), agua Milli-Q, solugao de HCL 0,1 N, solucao de
NaOH 0,1 N.

Acessorios: bécker, bastdo de vidro, espatulas, tubos de ensaio, estante para tubos de
ensaio, pinga, pipeta de Pasteur, fita adesiva (3M, Scotch 550), papel de filtro qualitativo,
baldes de diluicdo, pipeta graduada, micropipetas, pipetas multicanal, placas para ELISA de 96
pocos, garrafas de cultivo celular, tubos falcon estéreis de 15 e 50 mL, luz UV, luvas cirlrgicas

descartaveis e frascos de vidro estéreis.

Equipamentos: balanca analitica (Gehaka, BG 2000), Célula de difuséo do tipo Franz (Hanson
Research Flowscience-Polyscience), agitador (Minishaker JK, MS1), banho de ultrassom
(QUIMIS, Q-335D), espectrofotbmetro de UV/VIS (UV-VIS, Hewlett Packard® KAIAK-XA-
modelo 8453), centrifuga ( eppendorf S 810 R), estufa de CO, para cultura (shel Lab), leitor de
placas (Bio-Rad, modelo 550), fluxo laminar (VECO), pHmetro (MARCONI), microscépio optico

(Olympus CK 2), agitador de tubos (Phoenix AP56) e microondas (Eletrolux)
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13.2. Métodos

Permeacdo cutanea

A permeacdo de substéncias ativas na pele depende de dois passos consecutivos:
liberacdo dessa substancia pelo veiculo e penetracdo cutanea. As substéncias ativas
incorporadas em veiculos inadequados podem penetrar pouco ou quase nada na pele.
Baseado neste fato, é possivel considerar que estudos prévios sdo necessarios sobre a
liberacdo do ativo para a realizacdo do teste de permeacdo cutdnea. Para determinar a
liberacdo ou cedéncia do acido alfa-lipdico das emulsées O/A, o teste de permeacgdo
propriamente dito e os testes de retencdo no estrato cérneo e na epiderme/derme
(ALENCASTRE et al., 2006; BENTLEY, 1994; RIEGER, 1996).

13.2.1. Teste de liberacéo

Para este teste, as membranas sintéticas hidrofilicas de acetato de celulose (nitrato 70-
80% e acetato), com tamanho de poro de 0,45 pm foram colocadas sobre as células de difusao
em contato com o meio receptor (7 mL de tampao fosfato pH = 7,4, contendo 1% de
polissorbato 80 (polysorbate 80)). Sobre as membranas, foram adicionados 250 mg (dose
infinita) das emulsdes A 1 e B 1 contendo acido alfa-lipéico. Os experimentos foram conduzidos
a 37+ 0,2° C e a solugéo receptora constantemente agitada a 300 rotagdes por minuto (rpm). O
meio receptor foi coletado apds 2, 4 e 8 horas e a concentracdo de &cido alfa-lipdico foi
determinada por espectrofotometria UV no comprimento de onda de 334 nm. Este experimento

foi realizado seis vezes utilizando as emulsdes base A e B como branco.

Para a elaboracéo da curva analitica para a quantificagdo da concentracdo em mg/mL
do acido alfa lipdico nos testes de liberacdo e permeacao foi preparada uma solucdo estoque
com 200 mg de &cido alfa-lipéico padrao secundario (matéria prima) em 100 mL de solugéo
tampéo fosfato pH 7,4 contendo 1% de polissorbato 80 (tween 80), tendo sido obtida uma
concentragdo da solucdo estoque de 2 mg/mL. A partir desta solugcdo estoque, prepararam-se
diluicBes obtendo as concentracdes reais: 0,17396, 0,34881, 0,53538, 0,73834, 0,95121,
1,15338 e 1,36594 mg/mL. O coeficiente de regresséo linear e a equacdo da reta foram

determinados.

A quantidade em pg/mL de acido alfa-lipdico liberado para o meio foi determinado

através da seguinte equacéo:
Qreal ¢) = Ccalculada (t) - Vr + " .CaVa (equacao XVII)
Em que,
Qreal (t) = quantidade real liberada no tempo t (horas);
Ccalculada (t) = concentragdo calculada da coleta no tempo t;

Vr = volume da solu¢éo da célula receptora da célula de difusdo (mL);
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Ca = concentragdo da amostra removida;
Va = volume de amostra removido;

A quantidade liberada em pg/mL de &cido alfa-lipéico calculada pela equacgdo XVII foi dividida
pela area de exposicdo para liberacdo, obtendo-se a quantidade liberada da substéncia ativa

em pg/cm?.

A partir das curvas de liberacdo do &cido alfa-lipdico in vitro, a constante de velocidade da
liberacdo da substancia ativa para cada formulacao foi calculada pela equacdo XVIII, descrita

abaixo:

k=A[]/At (equagdo XVIII)

Em que,
A[ ] = variacé@o da concentracéo de acido alfa-lipdico em pg/mL entre o tempo final e o inicial;
At = variacdo entre tempo final e o inicial.

O perfil de liberacdo das formulagBes estudadas foi avaliado matematicamente
seguindo modelos de zero ordem, primeira ordem e pseudoprimeira ordem, através da

determinacao do coeficiente de correlacéo linear (Rz) das curvas de liberacéo in vitro.
13.2.2. Teste de permeacdao cutanea

Para a realizacdo do teste de permeacdo cutanea, foi utilizada pele de orelha de porco
(figuras 98 e 99), obtida do Frigorifico Olho D’agua da cidade de Ipua no estado de Sao Paulo.
As orelhas inteiras e com pelo foram limpas e dermatomizadas imediatamente apés a
aquisicdo (Figura 100). As peles foram mantidas em temperatura a -5 + 2° C e, ap06s 24 horas,
foram utilizadas para a realizag¢éo do teste.

A pele de orelha de porco dermatomizada foi colocada sobre as células de difusdo com
a derme em contato com o meio receptor (7 mL de tampé&o fosfato pH = 7,4, contendo 1% de
polisorbato (polysorbate 80)). No estrato cdrneo foram exatamente pesados e adicionados 270
mg da emulsdo A 1 e exatos 265 mg da emulsdo B 1 contendo acido alfa-lipdico. Os
experimentos foram conduzidos a 37 + 0,2° C e a solucdo receptora constantemente agitada a
300 rotagBes por minuto (rpm). O meio receptor foi coletado apdés 2, 4 e 8 horas
respectivamente e a concentracdo de acido alfa-lipbico foi determinada através de
espectrofotometria UV. Este experimento foi realizado seis vezes e foram utilizadas como

branco, as emulsdes base A e B.

A quantidade em pg/mL de &cido alfa-lipéico permeado para o meio foi determinado através da
equacado XVII, descrita no item 13.2.1 deste capitulo.
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A quantidade permeada em ug/mL de acido alfa-lipéico calculada pela equacéo XVII foi dividida
pela area de exposicdo para permeacao, obtendo-se a quantidade permeada da substancia

ativa em pg/cm®.

A partir das curvas de permeacdo do &cido alfa-lipdico in vitro, a constante de velocidade da
permeacado da substancia ativa para cada formulagéo foi calculada pela equacédo XVIII, descrita

no item 13.2.1 deste capitulo.

O perfil de permeacdo das formulacdes estudadas foi avaliado matematicamente
seguindo modelos de zero ordem, primeira ordem e pseudoprimeira ordem, através da

determinac&o do coeficiente de correlacéo linear (R?) das curvas de liberacéo in vitro.

Figura 98. Pele de orelha de porco dessecada Figura 99. Pele de orelha preparada para
dermatomizagédo

Figura 100. Pele de orelha de porco dermatomizada e cortada no tamanho adequado para a
realizac@o do ensaio de permeacéo cutanea.

A quantidade em pg/mL de &cido alfa-lipéico permeado para o meio foi determinado
através da equacao XVII ja descrita no item 13.2.1
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O perfil de permeacdo das formulacdes estudadas foi avaliado matematicamente
seguindo modelos de zero ordem, primeira ordem e pseudoprimeira ordem, através da

determinacéo do coeficiente de correlacéo linear (R?) das curvas de liberagéo in vitro.
13.2.3. Teste de retencdo no estrato corneo

No final de cada experimento, as peles foram removidas das células de difusdo e o
excesso de formulacdo presente nas peles foi removido com agua destilada e secas com papel
absorvente. As peles foram fixadas em superficie plana, a area de retengéo para a remocgéo do
estrato corneo foi delimitada e o estrato cérneo foi removido através do método de tape
stripping, que consiste em 12 batidas com fitas adesivas sobre a pele fixada. A primeira fita foi
descartada para retirar o excesso da formulacdo sobre a pele e as 11 fitas restantes foram
transferidas para tubos de ensaio contendo 4 mL de metanol (PA) e agitados em agitador por 1
minuto. Em seguida, os tubos foram sonicados por 15 minutos em banho de ultrassom. O
sobrenadante foi analisado por espectrofotometria UV no comprimento de onda de 333 nm
adaptando a metodologia descrita por (CASAGRANDE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007).

13.2.4. Teste de retencao na epiderme/derme

Para a realizacdo deste teste, todas as peles sem o estrato corneo foram cortadas com
tesoura e transferidas para tubos Falcon contendo 4 mL de metanol e foram sonicados durante
30 minutos. A solucao final foi analisada para quantificacdo do acido alfa-lipéico retido nas
camadas de epiderme e derme por espectrofotometria UV (CASAGRANDE et al., 2007,
OLIVEIRA et al., 2007).

Para a elaboracéo da curva analitica para a quantificacdo do acido alfa lipéico no teste
de retencgéo estrato cérneo e epiderme/derme foi preparda uma solugéo estoque com 200 mg
de &cido alfa-lipdico padrao secundario (matéria prima) em 1oo mL de metanol (PA) obtida uma
concentracdo estoque de 2 mg/mL. A partir desta solucao estoque, foram preparadas diluicGes
nas concentracées reais de: 0,17396, 0,34881, 0,53538, 0,73834, 0,95121, 1,15338 e 1,36594

mg/mL. O coeficiente de regresséo linear, e a equacao da reta foram determinados.

13.3. Teste de toxicidade in vitro
13.3.1. Culturas Celulares - HepG2 e HaCaT

As células HepG2, doadas pela (prof* Dr* Ana Paula de Melo Loureiro da FCF-USP,
S&do Paulo) foram cultivadas em meio de cultura DMEM (Sigma) suplementado com 10% de
Soro Bovino Fetal (Cultilab) e antibiéticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL). As
culturas foram mantidas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. As células com confluéncia de
80 a 90% foram tripsinizadas e centrifugadas a 1200 rpm por 3 minutos, neutralizada a tripsina
com DMEM com soro e semeadas em frascos de 25 cm®. As células foram entdo semeadas
em placas de 96 poc¢os e a densidade celular para os ensaios de citotoxicidade (MTT) foi de
1,0 x 10° células.
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Foram também cultivadas as células HaCaT doadas pela Dr® Luiza Villa do Instituto
Ludwig, Sédo Paulo que sdo queratinécitos imortalizados de pele, as quais foram cultivadas em

DMEM de acordo com o protocolo acima descrito.
13.3.2. Ensaio de Citotoxicidade (MTT)

O método de MTT, utilizado para a avaliacdo de citotoxicidade tem, como principio, a
determinacdo da habilidade de células vivas em reduzirem 3-(4,5-dimethyl- 2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT, Sigma), formando cristais insol(veis de formazana de
coloracao violeta. Apés o tratamento, 0 meio de cultura foi removido e 100 pl de uma solucéo
de 5 mg/mL de MTT em PBS foram adicionados em cada poc¢o, as células na microplaca foram
incubadas a 37 °C, ao abrigo da luz, até a observacao da presenca dos cristais violetas de
formazana (3 a 5 horas). Para a solubilizacdo dos cristais de formazana, 100 yl de alcool
isopropilico absoluto (PA) foram adicionados a cada pocgo e a leitura espectrofotométrica da
absorbancia, em comprimento de onda de 540 nm, foi realizada em leitor de placas (Bio-Rad,
modelo 550). A porcentagem de células vivas foi calculada, representando a citotoxicidade de

cada tratamento, segundo proposto por ZHANG et al., 2004.

Para as diferentes linhagens foram determinadas as concentragbes de &cido alfa-
lipdico capaz de proteger as células contra a morte celular, uma vez que essas células foram
tratadas com propilenoglicol a 2% que promove morte celular.

O interesse de se fazer um prévio estudo da capacidade do acido alfa — lipéico em
prevenir a morte celular causada pelo propilenoglicol foi despertado depois de conhecido pela
literatura cientifica que o propilenoglicol € um alcool organico, presente em uma grande
quantidade de produtos que entram em contato com a pele humana e que pode causar
problemas sérios de irritacdo na pele. Medicamentos de aplicacdo tépica dermatoldgicos,
cosméticos, material de limpeza e de protecdo sdo exemplos de categorias de insumos
consumidos no mundo industrializado que contém propilenoglicol em sua composi¢cdo. Em
principio considerados como seguro, esta associado, todavia a relatos de caso em dermatite de
contato de todos os niveis de severidade, o que encoraja sua melhor caracterizagao
epidemioldgica, clinica, diagnéstica e terapéutica (ZESCH, 1983).

E considerado uma substancia de baixa a média irritabilidade e um alérgeno de contato
fraco (ZESCH, 1983). Algumas classes de medicamentos topicos que o contém em grande
frequéncia sdo corticosterdides e antifingicos. Em algumas concentracfes, o propilenoglicol
propriamente dito tem acdo queratolitica e antimicrobiana. Sua concentracdo em produtos
dermatolégicos é determinada segundo o nivel de profundidade no estrato cérneo o qual se
deseja  que o principio ativo alcance (WAHLBERG & NILSSON, 1984).
ANGELINI et al., 1981 testaram o propilenoglicol a 20% em agua em 400 pacientes com
diagnéstico de dermatite de contacto eczematosa, adotando o0s seguintes critérios para
atribuicdo de mecanismo etiopatogénico alérgico as reacdes observadas: 1) histéria de contato
prolongado com medicamento tépico contendo propilenoglicol, 2) extensdo da reagdo para
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além dos limites da area de aplicacdo, 3) persisténcia da reacdo por varios dias,
associadamente a prurido local, 4) reproducdo da mesma reacdo com concentragcdes menores
e 5) melhora com a interrup¢éo do uso do propilenoglicol. Observaram uma taxa de 1,5% de
reacdes indicativas de dermatites de contato aguda (DCA). Citam como demais taxas de

positividade descritas por outros autores: 3,8% e 4,8%.

Os ensaios de citotoxicidade foram avaliados em 24 h de tratamento para a
determinacdo, respectivamente, do efeito dose-resposta e tempo-resposta em células
metabolicamente competentes (HepG2) e células metabolicamente incompetentes
(queratindcitos). Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em, no minimo, 3 experimentos

independentes.
14. Resultados e Discusséao:
14.1. Teste de liberagéo

As amostras coletadas durante os tempos de 2, 4 e 8 horas foram analisadas por
espectrofotometria no comprimento de onda de 334 nm para ser determinada a quantidade do

acido alfa-lipdico liberado durantes estes tempos estabelecidos.

Neste experimento foi possivel constatar que o &acido alfa-lipdico presente na
formulacdo A 1 teve um perfil de liberagéo diferenciado da formulacdo B 1. Essas formulagfes
tiveram como principal diferenca o perfil reolégico que foi determinado durante os testes
reoldgicos. Assim, os resultados sugerem que o perfil de liberacdo foi influenciado pela

caracteristica reoldgica de cada sistema.

A escolha de um sistema adequado para incorporacdo de farmacos é de fundamental
importdncia para a estabilidade, para a disponibilidade no local de aplicacdo e,
consequentemente, para a obtengcdo dos efeitos esperados. O veiculo tem influéncia na
liberacdo, permeacdo e retencdo do farmaco, tendo um papel dominante na terapia tépica
(FLORENSE & ATWOOD, 2003)

As emulsdes sdo os veiculos mais usuais de sistemas de libera¢cdo em produtos de uso
tépico. Por meio destas, é possivel veicular ampla gama de substancias que séo liberadas de
maneira rapida e conveniente (SCHUELLER, ROMANOWSKI, 2000).

Valor do pico de identificagdo do acido alfa —lipéico em solugao tampao pH 7,4

contendo 1% de polissorbato 80
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Figura 101. Varredura espectrofotométrica de 200 a 400 nm para a identificacdo do pico
correspondente ao acido alfa lipdico em solugéo tampao contendo 1% de polissorbato 80

Curva analitica do 4cido alfa - lipoéico utilizando como solvente solucédo tampéo fosfato

pH 7,4 com 1% de polissorbato 80.
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Figura 102. Curva analitica do acido alfa — lipéico padréo secundério, r = 0,99975 e equacao
dareta y=-0,0076 + 0,596x.

Na Tabela XXVI encontram-se os valores da quantidade liberada in vitro do acido alfa-
lipdico em (ug/cm?) em funcdo do tempo (horas), a partir das formulacdes Al e B 1

respectivamente, acrescidas de 2% de &cido alfa-lipdico.
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Tabela XXVI — Quantidade de acido alfa-lipéico liberado (pg/cmz) e a correspondente
porcentagem de liberacdo em fung&o do tempo (horas).

Emulséo Tempo Q rca €M *DP Q (caem % liberada  Log da %
Al (horas) (ng/mL) (pg/cmz) em (ug/cmz) liberada
2 0 0 0 0 0
4 292,42 0,042 165,21 3,06 0,49
8 366,13 0,007 206,85 3,83 0,58
Emulséo Tempo Q rea €M *DP Q rea€m % liberada  Log da %
B1 (horas) (ng/mL) (pg/cmz) em (ug/cmz) liberada
2 343,35 0,012 193,98 3,66 0,56
4 386,67 0,008 218,46 4,12 0,61
8 537,27 0,010 303,54 5,73 0,76

* Media de seis leituras. Desvio padrdo menor que 5%

E possivel observar que a liberagéo da formulagéo B 1 foi mais significante em todos
os tempos do que a emulsao A 1, tanto que nas primeiras 2 horas de experimento ja havia sido
liberado uma quantidade consideravel do &cido alfa-lipdico por cm?. Na emulsdo A 1, a
liberacdo do &cido alfa — lipdico ndo pode ser quantificada em 2 horas, considerando-se seu
valor como zero.

Através da analise dos resultados obtidos, é possivel dizer que o perfil reoldgico de
ambas as emulsdes pode ter interferido de maneira significativa no perfil da liberacédo do acido
alfa — lipéico pelo veiculo. Resultado semelhante foi observado por BRUSCHlI, et al., 2007 para
formulac6es contendo Carbopol 934P acrescidas de extrato de prépolis. Os autores
observaram que o aumento da concentragao do polimero resultou em aumento da viscosidade
estatica do sistema, o que interferiu no perfil da liberagdo da substancia ativa, 0 mesmo foi
observado neste trabalho, pois a emulsdo A 1 contendo dispersdo de carbopol a 2%
apresentou um perfil de liberacdo diferenciada da emulsdo B 1 que ndo apresenta em sua
férmula o polimero.

Em um trabalho de revisédo, BARRY, 1983 citou alguns estudos cientificos, criticando a
falta de correlagédo entre a viscosidade de uma preparacdo e a sua liberagéo, pois, segundo o
autor, as caracteristicas reolégicas de um produto podem afetar a liberacdo da substancia
ativa. Apesar de ser importante a determinacdo das propriedades reologicas de um semi-
sélido, como o gel, estudos raramente correlacionam parametros como viscosidade com dados
de liberacédo (BARRY, 1983).

BARRY, 1983 correlacionou valores de viscosidade plastica com a difusao de principios ativos
para um gel de agar e verificou que os parametros reoldgicos analisados foram inversamente

proporcionais a taxa de liberacdo. Em estudo feito por MARRIOTT (1996) a absorcédo de
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agentes ativos pela pele diminuiu com o aumento da viscosidade do veiculo, verificando uma

relagdo inversa entre viscosidade e absorg&o do ativo.

As Figuras 103 a 105 exibem o perfil de liberagdo das duas formula¢des em estudo de

acordo com modelos matematicos de cinética de ordem zero, primeira ordem e pseudoprimeira

ordem (ou Higuchi), respectivamente.

200

150 4

h:
% 100 4
5; Y=31,03714X - 20,82
o = 0,8667
04 =m
> 3 4 s 6 1 3
Tempo (horas)

Q.. (ng/lcm?)

3204

300

280

260

2404

220

200

180

Y= 16,80692X + 192,63692
r’=0,99961

Tempo (horas)

Figura 103. Determinacao do perfil de liberagéo in vitro das formulagdes A 1 (a esquerda) e B
1 (a direita) estudadas, de acordo com o modelo matematico de cinética de zero ordem.
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Figura 104. Determinacao do perfil de liberagédo in vitro das formulagbes A 1 (a esquerda) e B
1 (a direita) estudadas, de acordo com o modelo mateméatico de cinética de primeira ordem.
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Figura 105. Determinacao do perfil de liberagdo in vitro das formula¢bes A 1 (a esquerda) e B
1 (a direita) estudadas, de acordo com o modelo matematico de cinética de pseudoprimeira
ordem.

A andlise do coeficiente de correlagdo linear (Rz) das curvas de liberagéo in vitro foram
utilizadas para determinar a ordem de reacéo. Os resultados estdo apresentados na Tabela
XXVII.

Tabela XXVII — Determinacéo da ordem de reac¢éo da liberagéo in vitro do &cido alfa-lipéico a
pazrtir das formulacdes A 1 e B 1 (utilizando o parametro de coeficiente de correlacao linear
(RY).

Ordem da Liberacéo

formulagéo Zero ordem Primeira ordem Ordem de Ordem da
Higuchi reacao
Al 0,8667 0,84241 0,90922 Higuchi
B1l 0,99961 0,99587 0,97765 Zero ordem

Para a emulsdo A 1 os valores demonstraram liberacdo de acordo com o modelo de
Higuchi, uma vez que este se adapta melhor a sistemas de libera¢do controlada, indicando que
a liberacao do acido alfa-lipéico foi controlada por difusédo. A aplicacdo da equacéo de Higuchi,
gue descreve a difusdo de substancias contidas nos sistemas matriciais, relacionando a
guantidade de substancia liberada com a raiz quadrada do tempo (MONTEIRO et al., 2007)

Os resultado obtidos para a emulsdo A 1 sdo condizentes com a literatura, uma vez
gue a presenca de polimeros em formulacdes retarda e controla a liberacdo do acido alfa-
lipbico. Em um trabalho de revisdo desenvolvido por LOPES, LOBO & COSTA., 2005, é
discutido que a presenca de polimeros hidrossoliveis e principalmente o
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) retarda a liberacdo de ativos em sistemas emulsionados. Em

um outro trabalho desenvolvido por MONTEIRO et al., 2007 é comprovado que em relagdo a
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liberacdo da quercetina, as formulacGes que contém respectivamente, 30, 50 e 64 mg de
HPMC apresentaram 88,82%, 75,43% e 49,16% de ativo liberado ap6s 8 h de experimento,

demonstrando que o aumento da propor¢cdo HPMC/farmaco retardou a liberagdo da quercetina.

Em relacdo a mudanca na estrutura da camada de gel, as cadeias poliméricas passam
pelos trés tipos diferentes de rearranjos espaciais representados na difusdo do ativo é
obviamente afetada pelo tipo de configuragdo molecular (LOPES, LOBO & COSTA., 2005).

Antes de iniciar a dissolucdo (quando o polimero estd em quantidade superior ao
farmaco), predominam as interagBes polimero — polimero e ocorre o primeiro tipo de
configuragdo, em que as cadeias poliméricas estdo compactadas e completamente integradas
umas nhas outras, — trata-se do tipo concentrado ou compactado, designado por “swollen
rubbery layer” (Figura 106 A). Nesta fase o ativo encontra-se também aprisionado entre estas
cadeias poliméricas, sendo mais lenta a sua liberacdo. O inicio da etapa de dissolugdo na
camada limite de difusdo conduz ao segundo tipo de rearranjo espacial, designado por semi-
diluido (Figura 106 B). Este tipo corresponde a camada limite de difuséo, situado na parte
externa da interface camada de gel/solvente. A concentracdo do solvente na matriz aumenta
progressivamente e verifica-se diluicdo das cadeias poliméricas em virtude do aumento das
interagBes agua-polimero. Nesta camada limite, ainda existem alguns pontos de interacéo
entre as cadeias poliméricas e as particulas do ativo circulem entre elas (LOPES, LOBO &
COSTA,, 2005).

Finalmente, o polimero assume a terceira configuragdo macromolecular, designada por
tipo diluido (Figura 106 C). Nesta configuragdo, as cadeias poliméricas estdo completamente
separadas umas das outras e dispersas no liquido de dissolucdo, perfeitamente
individualizadas e movendo — se livremente com movimentos Brownianos. Neste momento,
completa-se a liberacdo do ativo restante ainda contido no interior da matriz para o liquido de
dissolugdo (LOPES, LOBO & COSTA., 2005).

Figura 106. Configuragdes macromoleculares dos polimeros hidrofilicos durante o processo de
dissolucéo do ativo nos sistemas matriciais (LOPES, LOBO & COSTA., 2005).
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Para a emulsdo B 1 o modelo matematico mais adequado foi de zero ordem, onde a
dissolucédo ocorre a uma velocidade constante, sendo independente da concentragdo do ativo
(MONTEIRO et al., 2007). Neste caso é possivel dizer que a liberacéo do 4cido alfa-lipéico na
emulsdo B 1 aconteceu obedecendo uma constante de proporcionalidade. Os sistemas que
seguem este perfil liberam a mesma quantidade de &cido alfa-lipéico por unidade de tempo, o

gual é o modelo ideal para os sistemas de liberagao controlada e prolongada.

A constante da velocidade de liberacdo do acido alfa-lipbico para o meio receptor, a
partir das formulacdes A 1 e B 1, foi determinada pela equacdo XVIII descrita no item 13.2.1 Os
resultados estdo apresentados na Tabela XXVIII.

Tabela XXVIII — Constante da velocidade k de liberacdo do &cido alfa-lipdico a partir das
formulag8es envolvidas no estudo.

Formulac@es Constante da velocidade k (ug/mL/h)
Al 61,02
B1 32,32

14.2. Teste de permeacdo cutanea, retencdo no estrato corneo e retencdo na

epiderme/derme do &cido alfa-lipéico.

O ensaio de permeacdo cutdnea realizado neste trabalho foi feito em trés etapas: o
teste de permeacédo cutanea, que avaliou e quantificou a concentracéo de acido alfa — lipdico
permeado, podendo ser absorvido pela corrente sanguinea; o teste de retencdo no estrato
cérneo, verificando a retencdo do &cido alfa-lipdico na regido mais externa da pele,
protegendo-a assim apenas superficialmente; e o teste de retencdo epiderme/derme, avaliando
se 0 acido alfa-lipdico ficou retido nesta regido e com isso, podendo agir nas camadas mais

profundas da pele.

As técnicas de permeacao cutanea in vitro sdo técnicas comumente empregadas, pois
permitem estudar os parametros que influenciam desde a liberacdo do ativo do veiculo para
superficie cutédnea até sua difusdo nas camadas mais intimas da pele, de maneira prética e
sem a interferéncia de fatores biol6gicos. Além disso, é vantajoso quantificar a penetracdo de
ativos entre os tecidos da pele e a distribuicdo sisttmica dos mesmos para prover um melhor
entendimento do potencial de toxicidade de certos ativos. As metodologias de permeacéo in
vitro nos da um indicativo do que podera eventualmente ocorrer in vivo, sendo uma 6tima
ferramenta para selecdo de formulacfes, mas justamente por ndo estarem presentes as
funcbes metabolicas normais do organismo humano, os resultados obtidos fornecem apenas
um direcionamento para a pesquisa de novos produtos cosméticos que veiculam ativos que
exercem alguma fun¢éo na pele (SASSON, 2006)

A hidro e a lipossolubilidade de um ativo sdo as duas principais caracteristicas que
determinam sua absorcéo através da pele por difusdo. O coeficiente de partilha mede a

guantidade de ativo que se difunde de um veiculo liquido, semi-sélido ou sélido para uma fase
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adjacente com a finalidade de se estabelecer o equilibrio entre elas (BARRY, 1987). Os
veiculos que conseguem aumentar a partilha do ativo no estrato corneo podem levar a um
aumento da permeabilidade do mesmo (TOJO et al.,1987). Quando a membrana promove
resisténcia a difusédo, ou seja, € 0 passo limitante no processo de permeacao, os valores do
coeficiente de partilha sdo relevantes.

Neste teste, as aliquotas da solucéo receptora obtida do teste de permeacgéo foram
coletadas apés os tempos de 2, 4 e 8 horas e analisadas por espectrofotometria UV para
determinar a concentragdo de acido permeado através da pele da orelha de porco; para a
guantificacdo do &cido permeado foi utilizada a mesma curva analitica construida para
guantificar a quantidade de acido liberado, pois ambos os experimento utilizaram como sistema
solvente para o &cido alfa — lipdico o tampéo fosfato pH 7,4 com 1 % de polissorbato 80. Ja
para a quantificacao do &cido que ficou retido no estrato cérneo e epiderme/derme foi utilizada
a curva analitica, ja citada em materiais e métodos, a qual utilizou o metanol (PA) como

solvente para o acido alfa-lipoico.

Tabela XXIX — Quantidade de &cido alfa-lipdico permeado (ug/cm?) e a correspondente
porcentagem de permeacéao em funcdo do tempo (horas).

Emulséo Tempo Q rear €M *DP Q reaem % Log da %
Al (horas) (ng/mL) (Hg/cm?) permeada  permeada

em (ng/cm?)

2 0 0 0 0 0
4 215,54 0,008 121,77 2,26 0,35
8 226,61 0,009 139,33 2,58 0,41
Emulséo Tempo Q rear €M *DP Q rea€m % Log da %
B1 (horas) (ng/mL) (pg/cmz) permeada permeada

em (ng/cm?)

2 241,89 0,019 136,66 2,57 0,41
4 248,53 0,014 140,41 2,65 0,42
8 381,00 0,011 215,25 4,06 0,61

Os resultados obtidos mostram (Tabela XXIX) que o &cido alfa - lipéico incorporado na
emulsdo A 1 demorou mais tempo para permear a pele de porco, porém houve maior retencéo
na epiderme/derme em relagdo a emulsdo B 1. Este resultado é favoravel, pois a maior parte
das reacgOes oxidativas ocasionadas pela radiagdo UV ocorrem na epiderme viavel e na derme,
e uma vez que o acido alfa — lipéico possui atividade antioxidante, pode agir nesta regido no
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sequestro de radicais livres. O acido incorporado na emulsao B 1 permeou a pele de porco em
2 horas, porem apresentou menor retencdo na epiderme/derme em relacdo a emulsdo A 1.

O acido alfa —lipéico possui caracteristicas hidro e lipossolliveis, o que pode favorecer
a permeacao através da pele, ainda mais em associacdo com um veiculo que também facilite
essa permeacdo. Com isso ele pode atingir a corrente sanguinea e agir nas camadas mais
internas da pele influenciando o metabolismo celular na eliminagdo de residuos toxicos. Auxilia
na recuperacéao de lesdes, na absorcao de nutrientes, na quelacdo de metais de transicdo e na
inibicdo da ativacdo do fator NFk-B (Nuclear Factor Kappa Beta), que induz a producao de
citocinas e a quimiotaxia, inibindo a resposta inflamatéria. Em adi¢do, ainda impede e/ou

reverte as reacgdes entre o colageno e a glicose (MAGALHAES, 2000).

As Figuras 107 a 109 exibem o perfil de permeacéo das duas formulacdes em estudo
de acordo com modelos mateméticos de cinética de zero ordem, primeira ordem e

pseudoprimeira ordem (ou Higuchi), respectivamente.
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Figura 107. Determinacédo do perfil de permeacao in vitro das formulacdes A 1 (& esquerda) e
B 1 (a direita) estudadas, de acordo com o modelo matematico de cinética de zero ordem.
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Figura 108. Determinacédo do perfil de permeacao in vitro das formulacdes A 1 (& esquerda) e
B 1 (a direita) estudadas, de acordo com 0 modelo matematico de cinética de primeira ordem.
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Figura 109. Determinacdo do perfil de permeacéo in vitro das formulacdes A 1 (a esquerda) e
B 1 (a direita) estudadas, de acordo com o modelo matematico de cinética de pseudoprimeira

ordem.

A andlise do coeficiente de correlagdo linear (rz) das curvas de permeacdo in vitro

foram utilizadas para determinar a ordem de reacédo. Os resultados estéo apresentados na

Tabela XXX.
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Tabela XXX — Determinacao da ordem de reacdo da permeacéo in vitro do acido alfa-lipéico a
pazrtir das formulacdes A 1 e B 1 (utilizando o parametro de coeficiente de correlacéo linear
(RY).

Ordem da permeacéao

formulagéo Zero ordem Primeira ordem Ordem de Ordem da
Higuchi reacao
Al 0,8266 0,83765 0,89 Higuchi
B1 0,96791 0,9585 0,92717 Zero ordem

Os valores da permeacéo foram diretamente condizentes com os valores da liberagéo,
uma vez que para a emuls@do A 1 os valores demonstraram a permeac¢do de acordo com o
modelo de Higuchi, indicando que a liberacdo do farmaco foi de forma retardada e controlada
por difusdo uma vez que este se adapta melhor a sistemas controlados, assim como ja descrito
na liberagéo.

Para a emulsdo B 1 o modelo matemético mais adequado foi de zero ordem, onde a
dissolucdo ocorre a uma velocidade constante, sendo independente da concentracdo do
farmaco. Neste caso pode-se dizer que a permeacao do &cido alfa-lipdico na emulsdo B 1
acontece obedecendo uma constante de proporcionalidade, o qual é o modelo ideal para as
formas farmacéuticas de perfil controlado e prolongado, como ja descrito na liberacéo.

A constante da velocidade de permeacéo do acido alfa-lipdico para o meio receptor, a
partir das formulacdes A 1 e B 1, foi determinada pela equacao XVIII descrita no item 13.2.1 Os
resultados estdo apresentados na Tabela XXXI.

Tabela XXXI — Constante da velocidade k de liberacdo do acido alfa-lipdico a partir das
formulag8es envolvidas no estudo.

Formulacbes Constante da velocidade k (ug/mL/h)
Al 37,77
B1 23,19
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Valor do pico de identificacdo do acido alfa — lip6ico em metanol (PA)

Figura 110. Varredura espectrofotométrica de 200 a 400 nm para a identificagao do pico
correspondente ao acido alfa- lipdico em metanol (PA).

Curva analitica do acido alfa - lipdico utilizando como solvente metanol (PA)

1,0

absorbancia

T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4
concentragcdo mg/mL

Figura 111. Curva analitica do &cido alfa-lipéico padrdo secundario r= 0,99855, equagédo da

reta y=0,07021 + 0,65282x
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Tabela XXXII. Valores das concentragdes em ng/cm?® de acido alfa - lipdico retido no estrato

corneo e na epiderme/derme.

Tempo (horas) Retido na Retido na % Retida na % Retida na
epiderme/derme epiderme/derme epiderme/derme epiderme/derme
Hg/cm? *EA 1 pg/cm? *EB 1 pg/cm? *EA 1 Hg/cm? *EB 1

8 237,29 141,24 7,77 2,66

Tempo (horas) Retido no Retido no % Retida no % Retida no
estrato corneo estrato cérneo estrato cérneo estrato corneo
Hg/cm®>*EA1 pg/cm?*EB1 jug/cm’*EA1 pug/cm®*EB1

8 0 0 0 0

No teste de retencdo nédo foi possivel quantificar a quantidade de acido retido no

estrato corneo apos 8 horas de teste, com isso foi considerado o valor como zero.

14.3. Ensaio de citotoxicidade in vitro

O ensaio de citotoxicidade foi realizado através da metodologia do MTT que tem, como
principio, a determinacdo da habilidade de células vivas em reduzirem 3-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT, Sigma), formando cristais insoliveis de
formazana de coloracéo violeta.

Para este teste foram escolhidas duas linhagens celulares; HepG2 (células de
hepatoma metabolicamente competentes) e HaCat (queratinécitos metabolicamente
incompetentes). Essas células foram semeadas em placas para ELISA de 96 pocgos, incubadas
por 24 horas em estufa de CO, a 37° C e depois deste periodo de incubacio tratadas com
solucédo de meio DMEM contendo 2% de propilenoglicol acrescidas de acido alfa — lipéico de
modo que foram obtidas seis solu¢cdes com concentragcbes diferentes de acido alfa — lipdico,
sendo elas; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 1,25; 1,5 mg/mL. ApGs o tratamento as células foram
novamente incubadas em estufa de CO, a 37° C durante 24 horas.

ApOs as 24 horas de incubacdo, as solugbes de tratamento dos 96 pocos foram
retiradas e foram adicionadas aos 96 pocos 100ul da solucdo de MTT. Apés a adigdo do MTT
foi necessario aguardar 5 horas para revelar a placa com alcool isopropilico e realizar a leitura
da placa em leitor de placas no comprimento de onda de 540 nm com refletancia de 630 nm.

O valor de células vivas foi calculado, representando a citotoxicidade de cada
tratamento, segundo proposto por ZHANG et al., 2004.
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Tabela XXXIIl: Percentagem de células HepG2 e HaCat vivas

Concentrac¢fes de acido % de células % de células
alfa —lipoico utilizado na HepG2 vivas HaCat vivas
tratamento de HepG2 e

HaCat (mg/mL)

0,125 6,532 6,76
0,25 6,734 9,12
0,5 11,58 10,53
1,0 35,69 14,86
1,25 44,04 25,11
15 92,12 48,93

Os resultados mostraram que mais de 90% das células tratadas somente com a
solucdo de meio DMEM contendo 2% de propilenoglicol morreram, sendo que a quantidade de
células vivas é proporcional ao aumento da concentragéo de &cido alfa — lipdico, o que prova
gue o acido agiu de maneira eficaz prevenindo a morte celular causada pelo propilenoglicol. Na

figura 112 esse resultado fica mais representativo através da construcao de um gréfico.
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Figura 112. Relag&o da concentracdo de Acido alfa — lipdico e a percentagem de células

vivas P<0,05 os valores sao estatisticamente diferentes entre si.

O MTT é amplamente utilizado em testes para quantificar a viabilidade e proliferagao
celular. Como se trata de um ensaio ndo-radioativo, rapido e econdmico, € muitas vezes

utilizado na triagem de farmacos. No entanto, devido ao seu mecanismo de deteccao de
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substancias quimicas, o teste tem que ser aplicado com precauc¢des quando as substancias
com potencial redutor intrinseca séo testadas.
Muitas células sdo usadas para determinar a relagdo entre o numero de células e da
guantidade de formazan gerados e a duracdo da incubacdo de células com MTT conforme
relatado por MOSMANN (1983).

Antoxidantes sdo muitas vezes adicionados ao meio de cultura celular como agentes
citoprotetor (BRUGGISSER et al., 2001). Em uma pesquisa de citotoxicidade in vitro realizada
por YAMAMOTO & GAYNOR, 2001, o &cido alfa — lipdico interagiu com mediadores cruciais
dos processos inflamatérios e da carcinogenese. Este potencial esta ligado a sua capacidade
antioxidante (PACKER , WITT & TRITSCHLER, 1995; SALOIU et al., 1999). A ativacdo de NF-
kB € comum em processos de estresse oxidativo nas células e substancias com potencial
antioxidante s@o descritas como inibidoras da ativacdo de NF-kB. Em uma outra pesquisa
realizada por PODDA et al., 2001 mostrou que somente o potencial antioxidante do 4cido alfa —
lipéico além de impedir a ativacdo de NF-kB também impede o fator de transcri¢do de outro
pré-inflamatério o AP-1.

15. Concluséo parcial

Através do teste de permeacao foi possivel concluir que a permeacao do acido alfa-
lipéico através da pele pode sofrer influéncia das caracteristicas reoldgicas das emulsdes
utilizadas neste estudo, uma vez que o acido alfa-lipéico incorporado na emulsdo B 1 permeou
a pele mais rapido e em maior quantidade quando comparado com o acido incorporado na
emulsdo A 1. Essas emulsfes apresentaram caracteristicas reoldgicas diferentes.

Nos testes de citotoxicidade, os resultados mostraram que o acido alfa-lipdico é um eficiente
protetor das células frente ao propilenoglicol que ja € conhecido na literatura por apresentar

alguns danos as células.

16. Concluséo final

Todas as emulsdes propostas apresentaram um comportamento reoldgico desejavel
para um cosmético de uso tépico. No que diz respeito a estabilidade, a emulsdo B 1 se
destacou por apresentar maior estabilidade frente aos testes realizados.

Nos testes de permeacado e retencdo cutanea, foi observado que o acido alfa-lipdico
incorporado na emulsdo B 1 ficou mais retido na epiderme/derme, podendo agir nessas
camadas mais superficiais da pele, sendo essa emulsdo a mais promissora para o que se
deseja, atuar na prevencéo de alteracdes da pele e do envelhecimento cutaneo.

As emulsBes apresentaram particularidades em todos os testes realizados, sendo
assim, o &cido alfa-lipéico incorporado na emulsdo A 1 ou B 1 terA& um desempenho
diferenciado em relacéo a estabilidade, liberac@o, permeacéo e retencéo cutanea.

O &cido alfa-lipéico mostrou-se eficiente como protetor celular, agindo na reducéo da
morte celular, quando houve o contato das células com o propilenoglicol na concentragao

estudada a 2%, concentragao citotoxica para as células HaCat e HepG2.
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