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RESUMO

O aumento da preocupacao com a estética e saude corporal vem elevando a demanda
por produtos cosméticos contendo ativos que previnam o envelhecimento e outras
alteracdes cutaneas. O acido ursolico (AU), ativo natural extraido de plantas como o
alecrim e o manjericdo, tem se demonstrado interessante para incorporacdo em
cosméticos por possuir potencial antioxidante, despigmentante, propriedade
antimicrobiana, entre outras. Este trabalho teve como objetivo avaliar a possibilidade
da utilizacdo do AU como um ativo cosmético multifuncional através da avaliacdo da
eficacia e citotoxicidade in vitro do AU, bem como o preparo e avaliacdo de uma
emulsdo contendo o ativo. O potencial antioxidante do AU foi avaliado por meio de
meétodos de inibicdo de radicais como o 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH*) e 0 2,2 -
azino bis-(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid (ABTS™), tendo demonstrado
atividade antioxidante, com ICso de 235,61 pg/mL para técnica com DPPH" e 107,17
pug/mL para técnica com ABTS™. A atividade despigmentante foi verificada através da
inibicdo da enzima tirosinase, utilizando 3,4-dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA)
como substrato, e apresentando como resultado um ICso de 338,00 pg/mL. Para a
avaliacdo da atividade antimicrobiana diversas cepas foram testadas a partir da
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) pela técnica de diluicdo em
microplacas, e da concentracdo bactericida minima (CBM) pela replicacdo em placa
de Petri, seguindo suplemento M100-S16 do CLSI. O AU demonstrou atividade
antimicrobiana frente a cepa S.aureus com CIM de 25 ug/mL e CMB de 50 pg/mL;
para S. epidermides com CIM de 25 pg/mL e CBM de 50 ug/mL; para E.coli, com CIM
de 50 uyg/mL e CBM de 50 ug/mL; a cepa P. aeruginosa revelou uma CIM de 25 ug/mL
e CBM= 0. O potencial citotoxico in vitro foi avaliado através de técnica utilizando o
corante  3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)- (MTT) e  queratinécitos  humanos
metabolicamente incompetentes, ndo tendo demonstrado citotoxicidade as células em
uma concentragdo maxima de 50 pg/mL. Para incorporacdo em cosmético foi
escolhida uma emulséo de alta estabilidade e como técnica de controle de qualidade
do AU nessa emulsdo foi desenvolvida e validada uma metodologia analitica por
CLAE, utilizando os preceitos de quimica verde. Um estudo de estabilidade preliminar
da emulséo preparada foi conduzido a fim de se avaliar a estabilidade do AU em uma
emulsdo estavel frente a condi¢cdes extremas, como temperaturas de 25, 40 e 5 °C,
luz indireta e ciclos de congelamento/ descongelamento. A emulséo preparada com
AU demonstrou estabilidade para as caracteristicas de pH e viscosidade, e com
relacéo ao teor, foi mais estavel a temperatura de 25 e 5°C. O AU, atraves dos ensaios
in vitro realizados demonstrou carater antioxidante, despigmentante e antimicrobiano,
nao sendo observada citotoxicidade as ceélulas utilizadas na faixa de concentracao
testada, além de ter demonstrado certa estabilidade na emulsédo de escolha. Como
pode ser observado, este composto multifuncional demonstrou caracteristicas in vitro
de grande interesse para ser utilizado como ativo cosmético de uso tépico e
possivelmente como um agente antimicrobiano, sendo assim necessario estudos mais
aprofundados que possam garantir sua completa seguranca e eficacia de uso.

Palavras-chave: acido ursélico (AU); antioxidante; despigmentante; antimicrobiana;
citotoxico; CLAE.
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ABSTRACT

Increased concern with body esthetics and health has raised the demand for skin
cosmetics containing actives that prevent aging and other skin changes. Ursolic acid
(UA), a natural active extracted from plants as rosemary and basil, has shown an
interesting compound for cosmetic incorporation, to possess antioxidant activity,
depigmenting, antimicrobial property, among others. This study aimed to evaluate the
possibility of using UA as a multifunctional cosmetic compound through the UA efficacy
and cytotoxicity in vitro, and to prepare and evaluate an emulsion containing the
substance. Antioxidant potential was tested using inhibition methods of radical 1,1-
diphenyl-2-picrilhidrazila (DPPH") and radical 2,2 -azinobis-(3-ethylbenzothiazoline)-6-
sulfonic acid (ABTS™) showing antioxidant activity, with 1Cso= 235,61 pug/mL for DPPH®
technique and 107,17 pg/mL to ABTS™ method. The depigmenting activity was given
by inhibition of the enzyme tyrosinase with3,4- dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA)
substrate and show ICso de 338,00 pg/mL. For evaluation of antimicrobial activity,
many strains were tested from the minimum inhibitory concentration (MIC) determined
by dilution method on microplates, and minimum bactericidal concentration (MBC) by
Petri dish replication, following M100-S16 supplement CLSI. The UA demonstrated
antimicrobial activity, with a MIC to S. aureus strain of 25 pyg/mL and MBC of 50 pg/mL;
to S. epidermides a MIC of 25 ug/mL and MBC of 50 pg/mL; to E. coli a MIC of 50
pg/mL and MBC of 50 pg/mL; the P. aeruginosa strain revealed a MIC of 25 ug/mL
and MBC= 0. The cytotoxicity in vitro was determined for metabolically incompetent
human keratinocytes ability reduce 3- (4,5-dimethyl-2-thiazolyl) -2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide (MTT) and as result the UA didn’t present cellular cytotoxicity in a
maximum concentration of 50 pug/mL. To cosmetic incorporation, a high stability
emulsion was choice and as quality control technigue of UA in this emulsion, an
analytical methodology for HPLC was developed and validated, using green chemistry
precepts. To evaluate the emulsion, a preliminary stability study was conducted, for
the purpose evaluate the stability of UA in a stable emulsion, front of extreme
conditions as 25, 40 e 5 °C temperatures, indirect light and freezing/ thawing cycles.
The emulsion containing UA demonstrated stability for the pH and viscosity
characteristics, and about content, was more stable with 25 and 5 °C. The UA, through
in vitro assays performed demonstrated antioxidant, depigmenting and antimicrobial
character, no cytotoxicity was observed in the used cells in the concentration range
tested, besides showing some stability in the emulsion of choice. As noted, this
multifunctional compound demonstrated in vitro characteristics of great interest for use
as topical cosmetic active and possibly as an antimicrobial agent, thus further studies
are needed to ensure its complete safety and efficacy of use.

Keywords: ursolic acid (UA), antioxidant, tyrosinase, antimicrobial, cytotoxic, HPLC.
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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida comec¢ou a ganhar forca em meados de 1950
e vem aumentando em todo o mundo, principalmente gracas aos avangos na area da
saude. No entanto, para garantia da qualidade de vida, uma série de fatores deve ser
levada em consideragdo, como o bem-estar fisico, a boa saude mental e a interacao
social do individuo. Para isso, € necessério considerar necessidades individuais, tais
como autonomia, novos significados de vida e autoestima (KALACHE et al., 1987;
CAMARANO et al., 2004; VERAS, 2009).

Assim, a fim de garantir um corpo saudavel e autossatisfacdo, uma crescente
preocupacao com a saude e com a estética corporal tem aumentado a demanda por
produtos cosméticos capazes de prevenir o envelhecimento cutaneo e o aparecimento
de patologias, uma vez que, com o aumento de idade, fatores genéticos e hormonais
podem reduzir a atividade plena do sistema imunoldgico, causando inumeras
alteracdes no tecido cutaneo, podendo resultar em uma pele fina e ressecada, com
manchas, rugas e possiveis carcinomas. Dentre estes produtos, tem recebido
consideravel atencéo e interesse pelo mercado, seja por forte apelo de “marketing” ou
nao, 0s que possuem ativos de origem vegetal e que, de certa forma, reforcam a
crescente preocupacao atual com a sustentabilidade. Por esse motivo, a pesquisa de
novos ativos para incorporacdo em produtos de administracdo tépica torna-se de
grande relevancia (RESENDE, 2013).

Além dos fatores intrinsecos do individuo, fatores externos como a radiacao
solar também podem acelerar o envelhecimento, ocasionando uma das mais
pronunciadas alteracbes a pele, denominadas de fotoenvelhecimento, que ocorre
principalmente pela acdo dos raios UV, a partir da produgcdo de espécies quimicas
altamente reativas e instaveis (formadas por um nao-emparelhamento de elétrons),
chamadas de radicais livres, que sao capazes de ligar-se a diferentes classes de
moléculas, como o DNA, promovendo assim danos a varios tipos celulares do
organismo, inclusive os produtores de colageno e elastina. Nesse contexto, os
antioxidantes, que podem ser naturais, adquiridos na dieta, ou sintéticos, atuam
combatendo essas espécies altamente reativas, auxiliando na prevengéo de danos
celulares (FERREIRA et al., 1997; BARREIROS et al., 2006; MONTAGNER et al.,
2009).
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Outro composto importante na protecdo da pele é a melanina, um pigmento
produzido por células especializadas do corpo humano, os melandcitos, que confere
fotoprotecao contra danos causados pela radiacdo UV. Sua produgéo ocorre a partir
de organelas especificas geradas pelo reticulo endoplasmatico dos melandcitos, os
melanossomos, em cujo interior produz- se o pigmento. Tal producéo é mediada pela
tirosinase, uma enzima chave responsavel por iniciar a cascata de processos na
producdo da melanina, uma vez que transforma tirosina em L-DOPA que dara
continuidade ao restante da cascata. Porém, a producéo exacerbada deste pigmento
pode causar certos inconvenientes, como o0 aparecimento de manchas na pele
(ANTELO et al., 2008; SPAGNOL, 2014).

Alguns ativos naturais ainda pouco explorados comercialmente, tém sido
estudados por apresentarem potencial atividade preventiva contra danos causados ao
tecido cutaneo, destacando-se as atividades antioxidante, despigmentante,
antineoplasica e anti-inflamatéria. O AU, um composto triterpendide pentaciclico € um
deles, e pode ser encontrado em uma grande variedade de espécies vegetais, muitas
delas de origem brasileira que possuem grande importancia na medicina fitoterapica.
Além de todas as atividades anteriormente citadas, também é reportado ao AU
atividade antimicrobiana, tornando- o um ativo multifuncional de grande interesse para
incorporacdo em produtos de administracao topica, uma vez que pode contribuir para
a prevencao de danos diversos causados a pele e atuar, ao mesmo tempo, como um
conservante antimicrobiano (LIU, 1995; FRIGHETTO et al., 2005; SILVA et al., 2008;
ELOY etal., 2012).

Os produtos cosméticos, segundo a RDC N° 7 da ANVISA de 2015, podem ser
classificados em produtos de grau 1 e grau 2, sendo considerados os produtos de
grau 2 como “produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes (...) que possuem
indicacdes especificas, cujas caracteristicas exigem comprovagado de seguranca e/ou
eficacia, bem como informacdes e cuidados, modo e restricbes de uso”, ou seja,
produtos cosmeéticos que apresentam substancias ativas em suas formulacoes, e, por
esse motivo, seu desenvolvimento e producéo requerem altos padrées de qualidade
para garantir efichAcia e seguranca ao consumidor. De um modo geral, um dos
aspectos inerentes a seguranca do consumidor, diz respeito & presenca de um

adequado sistema conservante (incluindo conservantes antimicrobianos), ja que as
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matérias primas utilizadas podem oferecer um ambiente adequado a proliferacdo de
microrganismos que podem prejudicar a qualidade do produto, podendo ser
responsaveis por sua deterioragcdo, baixa eficacia e possiveis danos a saude do
consumidor. A atividade antimicrobiana do AU foi avaliada em alguns estudos que
comprovaram um potencial antimicético e um amplo espectro contra bactérias,
principalmente as gram-positivas, podendo dessa forma, sugerir estudos mais
aprofundados do AU como um possivel conservante antimicrobiano (AMARAL, 2010;
BRASIL, 2015; JESUS et al., 2015).

A fim de avaliar a seguranca de um novo ativo em estudo, também devem ser
realizados ensaios de toxicidade. O potencial citotoxico de um composto pode ser
traduzido como a capacidade de gerar apoptose em uma célula. No caso do AU
consiste na inducdo da apoptose de células tumorais sem afetar as células normais,
além de prevenir a transformacao de células normais em cancerigenas. O mecanismo
dessa citotoxicidade ainda nédo foi completamente esclarecido, mas sabe-se que pode
estar relacionado com a habilidade do AU em inibir a replicacdo do DNA, a medida
que inibe suas enzimas metabdlicas (DALLA VECHIA et al., 2009; RESENDE, 2013).

Para a escolha da veiculacdo de ativos no desenvolvimento de novos produtos
cosmeéticos grau 2, existem atualmente no mercado os mais variados tipos de
cosmeéticos para a pele, sendo que as emulsdes sdo uma das formas mais antigas e
utilizadas gracas as vantagens que possui, como facilidade de aplicacdo e preparo,
possibilidade de utilizacdo de categorias diversas de matérias-primas e obtencéo de
produtos de baixo custo. Estes sistemas emulsionados séo definidos como sistemas
dispersos formados pela juncéo de dois liquidos imisciveis, em que um se apresenta
como disperso e outro como dispersante e, devido as suas grandes vantagens citadas
e a possibilidade de veiculacdo de compostos ativos em suas formulas, séo
amplamente escolhidas para o desenvolvimento de novos produtos, principalmente
aqueles com maior estabilidade (CORREA et al., 2012).

Uma questdo importante no que diz respeito a garantia da qualidade de
produtos é o emprego de técnicas analiticas qualitativas e quantitativas. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é um dos métodos mais utilizados, e
consiste em uma técnica de separagdo analitica que permite a realizacdo de testes

qualitativos e quantitativos de amostras de diversas naturezas. O desenvolvimento e
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a validacdo de novas metodologias (para essa e outras técnicas) exigem diversas
etapas, e uma delas é a escolha dos materiais a serem utilizados, mediante as
condi¢cdes adotadas. Como nos ultimos tempos, as mudancas climéaticas ocorridas
tém gerado preocupacdo no mundo todo, uma mudancga de postura e de pensamento
neste quesito tem trazido alteracfes significantes, principalmente para a industria.
Assim, os conceitos de sustentabilidade e quimica verde vém ganhando bastante
forca no desenvolvimento de novos produtos e novas metodologias analiticas, uma
vez que esses conceitos incluem reducdo da emissao de poluentes para 0 meio
ambiente, maior seguranca ao operador e menor custo (RIBANI et al., 2004; ALVES
et al., 2010; CELIK et al., 2017; HAO et al., 2017).

Ainda que o AU seja um composto natural e que apresente propriedades muito
interessantes para incorporacdo em cosmético, € um ativo pouco explorado neste
sentido no mercado e h& poucos estudos que mostram a eficacia desse acido
incorporado a uma preparacdo com caracteristica e apelo cosmético. Deste modo,
este trabalho procurou avaliar a possibilidade da utilizacdo do AU como um ativo
cosmético multifuncional, explorando as possiveis atividades antioxidante,
despigmentante e antimicrobiana. Além disso, prop6s-se avaliar seu comportamento
em relacdo a um dos quesitos de seguranca, a partir do modelo de citotoxicidade in
vitro realizado com cultura de células, e a avaliacdo de seu comportamento frente a

incorporagdo em uma emulsao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Bem-estar e saude

Introduzido na sociedade em 1948 juntamente com a fundag&o da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), o conceito de saude humana foi definido como sendo ‘o
estado completo de bem-estar fisico, mental e social, e ndo somente a auséncia de
enfermidade ou invalidez”, em que era considerado que para ter um completo estado
de saude ou bem- estar, todas as necessidades do individuo deveriam ser
perfeitamente atendidas. Além disso, cada componente (fisico, mental e social) era
considerado isoladamente, ndo existindo uma conexao entre eles. Ao longo dos anos,
a interpretacao deste conceito foi passando por diversas modificacdes, e atualmente
sabe-se que ideia de saude é bem mais complexa, e pode ser considerada como um
parametro ndo estatico da vida (uma vez atingida), ja que sofre diversas alteracfes
com o passar do tempo, e depende de fatores que variam de individuo para individuo,
como fatores biolégicos (sexo, idade, genética), socioeconbmicos e ambientais
(condicdes de moradia, alimentacéo e geografia), sendo assim considerado como um
conceito subjetivo. Uma das possiveis interpretacdes, mais dindmicas deste conceito,
nao considera mais cada componente separadamente, mas sim a existéncia de uma
grande interacdo entre eles, capaz de gerar um estado de bem-estar individual, de
acordo com as condicbes de vida de cada um (FERRAZ, 1997; SA JUNIOR, 2004;
PORTAL MEC, 2017).

O bem-estar tornou-se sinbnimo de salde e em termos gerais significa a
satisfacdo das necessidades, sentir-se bem e a auséncia de queixas e sofrimento. A
satisfacdo das necessidades inclui necessidades psicoldgicas, sociais e fisicas, que
estdo profundamente ligadas umas as outras. Em resumo, se uma nao vai bem,
provavelmente ira afetar a qualidade da outra. Claro que a satisfacdo das
necessidades ndo sera plena, uma vez que o ser humano sempre cria nhecessidades,
porém conseguindo contemplar os pontos principais de cada uma, ja sera possivel
gerar um estado de bem-estar e satde (SA JUNIOR, 2004; PORTAL MEC, 2017).

O beme-estar psicolégico esta envolvido com a auséncia de distarbios mentais
como estresse, depressado, ansiedade, insdnia, crises de panico, entre outros; e com

a presenca de fatores que proporcionem prazer, felicidade e relaxamento ao individuo.
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Assim, a garantia desse bem-estar pode estar intimamente ligada ao bem-estar social,
gue inclui fatores socioecondmicos e relacionamento interpessoal, e também com o
bem-estar fisico que inclui a auséncia de disfuncdes fisioldgicas do corpo, que pode
consequentemente conferir uma boa aparéncia fisica (ANTIENE et al., 2017; VUJCIC
et al., 2017; PORTAL MEC).

A boa estética, além de poder ser um indicativo de como se encontra a saude
fisica, é também o resultado de como o individuo cuida do seu corpo, podendo ter
impacto na forma como ele se enxerga. A forma de se enxergar inclui aspectos da
avaliacdo corporal como a percepcdo do proprio visual, percepcdo de massa
corporea, e de como outros nos enxergam, podendo ter forte influéncia emocional. Em
resumo, a boa aparéncia que esta atrelada a aspectos fisicos e sociais pode ser um
dos fatores de impacto na garantia do bem-estar emocional, sendo que esse bem-
estar consequentemente podera atuar na prevencdo de doencas e até mesmo no
auxilio a tratamentos de doencas ja existentes. Assim, para atuar nos cuidados com
o corpo fisico, atualmente € possivel o acesso a inUmeras estratégias, como a pratica
de diversas modalidades de exercicios fisicos, alimentacdo saudavel, os mais
variados tipos de tratamentos estéticos, além do uso de uma gama de produtos
cosmeéticos especializados na prevencdo de muitas alteracbes indesejadas que
podem ocorrer no corpo humano (HAMERMESH et al., 2013; LIPOWSKA et al., 2016;
ANTIENE et al., 2017; MCCOLL-KENNEDY et al., 2017).

Envelhecimento humano

O envelhecimento é um processo de deterioracao natural que ocorre com todos
0S organismos Vvivos em resposta ao tempo e a exposicao a fatores ambientais, e
causa uma serie de alteracOes celulares, moleculares e sistémicas, podendo gerar
danos ao organismo e até mesmo a morte. Para os seres humanos esse fenémeno,
também chamado de velhice, ocorre ndo somente fisicamente, mas também em
termos mentais e sociais, e, portanto, requer cuidados especificos para garantir bem-
estar, qualidade de vida e prazer ao idoso, tornando-se dessa forma um processo a
ser encarado positivamente (MONTAGNER et al., 2009; SILVA et al., 2010).

Tornanda %@/6/0&0 %0/0//1&0



22

O envelhecimento populacional, conquista social que leva a um aumento da
expectativa de vida, comecou a ganhar for¢ca por volta da década de 1950 e vem
aumentando em todo o mundo, podendo ser observado tanto em paises
desenvolvidos, como em paises subdesenvolvidos. E um processo que ocorre gracas
aos avancos tecnoldgicos em diversas areas, principalmente na area de pesquisa e
de saude, e que possibilita novos programas e melhoria da qualidade de vida. Dessa
forma, viver por mais tempo tem se tornado um novo desejo do ser humano, acessivel
a todos. No entanto, uma série de fatores devem ser levados em consideragdo para
garantia de um envelhecimento tranquilo, prazeroso e com qualidade, como o bem-
estar fisico, boa saude mental e social do individuo, que podem ser garantidos através
de politicas de saude e de atendimento as necessidades individuais, como autonomia,
participag&o, novos significados de vida e autoestima (KALACHE et al., 1987; VERAS,
2009; SILVA et al., 2010).

A fim de garantir uma boa integridade fisica e autossatisfacao, observa-se uma
crescente preocupacdo com a saude e com a estética corporal, ndo somente na
populacdo mais jovem, mas também na populacao mais velha, o que tem aumentado
a demanda por alimentacdo mais saudavel, exercicios fisicos e também por produtos
capazes de conter alteracdes indesejaveis que ocorrem no corpo por conta de
envelhecimento (reacfes de oxidacdo), acdo do ambiente (luz UV e agentes
infecciosos) e também por fatores intrinsecos. No tecido cutaneo, inUmeras alteraces
podem ser listadas, devido a uma degradacdo do sistema imunolégico por fatores
genéticos e hormonais e por acdo de fatores externos, que podem resultar em uma
pele fina e ressecada, com manchas, rugas e possiveis carcinomas (MONTAGNER
et al., 2009).

A Pele

A pele no ser humano, o maior érgdo existente e responsavel por 5 % do peso
corporeo, apresenta alta complexidade estrutural e € constituida por trés partes,
dispostas em diferentes niveis de profundidade, chamadas de camadas (epiderme,

derme e tecido subcutaneo), que se relacionam para desempenhar inUmeras funcdes
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extremamente importantes ligadas ao funcionamento do corpo e a adaptacfes a
estimulos, auxiliados por uma série de anexos (CORREA et al., 2012).

Sao inimeras as fun¢des que podem ser listadas para a pele, como protecao
mecanica ao exterior, reparagao contra danos, recepcdo de informacao sensorial,
manutencdo de homeostase, estética, entre outras. A funcao estética é responsavel
por caracterizar o perfil do ser humano conferindo-lhe aparéncia que pode se
relacionar com varios aspectos da saude humana. Em resumo, a pele humana é
responsavel por realizar barreira quimica, elétrica, microbioldgica, térmica e contra a
luz UV (KUMAR e PHILIP, 2007).

A epiderme, camada mais externa da pele, € composta por subcamadas de
células epiteliais, anexos epidérmicos e outras células importantes. A subcamada
mais profunda da epiderme é a camada basal, e € responsavel por gerar as outras
subcamadas epiteliais, a partir da diferenciacdo celular. Nessa camada também estdo
presentes 0os melandcitos, células dendriticas responsaveis pela producdo da
melanina a ser distribuida aos queratindcitos vizinhos. A melanina é um pigmento
enddgeno transportado por particulas citoplasmaticas, denominadas melanossomos,
dos melandcitos basais para as subcamadas mais superiores da epiderme, onde se
espalham, e ao liberarem o pigmento melanina de seu interior resultam na
pigmentacdo da pele. Dessa forma, a melanina é a responsavel pela cor que a pele
apresenta em cada etnia. Apés a camada basal encontra-se uma subcamada
intermediaria, a camada espinhosa responsavel por nutrir as células presentes e
possui como caracteristica mais importante a presenca de desmossomos, células
conectoras que realizam a ligacdo com células vizinhas, além de conter as células de
Langerhans, responsaveis pela barreira imunoldgica da pele por conter linfocitos,
células T epidérmicas, e as células de Merkel, células relacionadas com a recepcao
dos impulsos elétricos na pele. Outra subcamada intermediaria da epiderme é a
camada granulosa onde encontram-se presentes 0s precursores de queratina. Por
fim, a subcamada mais externa e que consiste na primeira barreira de protecdo da
pele é denominada de camada cérnea, e por ser uma camada mais espessa composta
por células desidratadas e queratinizadas confere impermeabilidade e resisténcia a
pele. Porém, por possuir tais caracteristicas, essa camada objetiva dificultar a

permeacdo de produtos quimicos e, desta forma, pode dificultar a via topica para a
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passagem de ativos cosméticos. Existem estratégias que buscam contornar tal
situacdo, como por exemplo, a utilizacdo de substancias que alteram a permeabilidade
cutdnea, a medida que promovem a remocado reversivel desta barreira, como 0s
promotores de permeacdo, tensoativos, esfoliantes, métodos elétricos, entre outros
(MARTINS e VEIGA, 2002; ANTELO et al., 2008; CORREA et al., 2012).

Na epiderme também podem ser encontrados anexos epidérmicos, que sao
estruturas de origem epitelial que se invaginam para camadas mais profundas da pele
diferenciando-se, como as glandulas sudoriparas e sebaceas, os pelos e as unhas,
responsaveis por uma série de funcdes protetoras (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Apos a epiderme, € possivel encontrar a derme, camada intermediaria da pele,
composta por tecido conjuntivo formado por fibroblastos, mastécitos, histiocitos,
células endoteliais e fibras de diversas naturezas (coldgena e elastica). Nessa camada
€ possivel observar a presenca de terminacdes nervosas, vasos e glandulas. E por
fim, a ultima camada da pele e a mais profunda é a chamada tecido subcutaneo,
camada caracterizada por apresentar uma estrutura mais complexa com a presenca
de células de gordura. E responsavel pela protecdo contra impactos mais fortes e
profundos e calor, além de ser a camada responsavel pela formacdo de rugas
(CORREA et al., 2012).

Envelhecimento cutaneo

O envelhecimento cutaneo é um processo que pode ser ocasionado por dois
fatores principais, que estdo intimamente interligados: o envelhecimento intrinseco
(genético) programado em todos os organismos, e o envelhecimento extrinseco que
pode ser um fator acelerador do primeiro. NoO primeiro ocorrem processos genéticos
como replicagbes menos eficientes de DNA e proliferagdes celulares diminuidas, o
que gera como consequéncia perda de fungdes exercidas por proteinas da pele, como
o colageno, fibras elasticas e outras proteinas importantes, fazendo com que a pele
tenha menos elasticidade, menor capacidade de retencdo de agua, entre outras
alteracdes. Esses fatores podem mudar a estrutura das membranas, gerando flacidez
a pele. J4 o envelhecimento extrinseco pode ser causado por raios ultravioleta,

estresse oxidativo e radicais livres, que podem causar a morte de células por oxidacao
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de acidos graxos importantes as camadas lipidicas da pele e também por causar
danos ao DNA (HIRATA et al., 2004, TOBIN, 2017).

Em suma, fatores intrinsecos associados a diversos fatores extrinsecos, em
conjunto, apresentam forte potencial para o desenvolvimento de mecanismos de
alteracdo celular que podem resultar em fragilizacdo do tecido cutaneo trazendo
alteracdes como o aparecimento de rugas (diminuicdo da tensédo da pele com perda
de firmeza e elasticidade), cicatrizagdo menos eficiente, desordens pigmentares,
diminuicdo da barreira de defesa e uma pele mais fina e ressecada (TOBIN, 2017).

Embora a pele possua mecanismos de defesa contra fatores externos, suas
atividades tornam-se reduzidas com o aumento de idade, e, na tentativa de contornar
essa reducdo de atividade, torna-se importante buscar externamente ao organismo
um possivel incremento na manutencao das atividades normais da pele, pelo emprego
de compostos que possam desempenhar o papel de prote¢cédo. Existem atualmente no
mercado produtos cosméticos para a pele capazes de auxiliar contra alteracdes
indesejaveis causadas tanto por fatores extrinsecos quanto intrinsecos. Tais
preparacdes propdem veicularem substancias ativas em suas formulagbes, e
objetivam desempenhar um papel preventivo através da protecdo desta pele. Assim,
0s ativos de origem vegetal tém sido cada vez mais procurados com este objetivo, por
possibilitarem um tratamento cutaneo, ao mesmo tempo que podem contribuir com o
desenvolvimento sustentavel. Sendo assim, a pesquisa de novos produtos para
administracdo topica, que possam prevenir e tratar alteracdes causadas na pele, se
tornam de grande interesse (HIRATA et al., 2004; RESENDE, 2013).

Acido ursolico

O AU, um composto triterpendide, pentaciclico, mono- hidroxilado € um ativo
natural presente em varias espécies vegetais, muitas delas encontradas no Brasil,
como espécies da classe Ocimum (manjericdo), tais como O. basilicum, O.
micranthum, O. tenuiflorum, O. gratissimum L e espécies da classe Rosmarinus, como
a R. officinalis, popularmente conhecida como alecrim, além das espécies Vaccinium
spp. (blueberry), V. macrocarpon (cranberry) e também em cascas de macgas. Essas

espécies sao de grande importancia na medicina fitoterapica e na culinaria e podem
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ser facilmente encontradas. Derivado do acido oleanolico (AO), o &cido ursolico é um
isbmero estrutural, que difere apenas na posicédo de um radical metil, como pode ser
observado na Figura 1. Esses triterperndides podem se apresentar como acidos livres
ou como agliconas (saponinas) (LIU, 1995; SILVA et al., 2008; KIM et al., 2017).

Acido Ursdlico

Acido Oleandlico

Figura 1. Estrutura do AU e do AO.

Fonte: autor

As caracteristicas do AU ainda nao estéo totalmente relatadas, e sdo poucas
as informacdes encontradas em compéndios oficiais. Os aspectos gerais do AU
encontrados foram coletados no Merk Index, e séo eles:

» Nome genérico: Ursolic acid;
Nome quimico: 3fB- hidroxi- urs-12-en-28-0ico;
Outros nomes: urson, prunol, micromerol, malol;
Formula molecular: C3oH4sOs;
Peso molecular: 456.71 g/maol,
Composicéao percentual: C 78%, H10,59%, 010,51%;

Solubilidade a 25°: uma parte em 88 de metanol; 178 de etanol, 140 de

YV V. V V V V

éter; 388 de cloroférmio; 1675 de dissulfeto de carbono. Moderadamente
soltvel em acetona. Solavel em acido acético glacial quente e em 2% de

solucao alcodlica de NaOH. Insoluvel em agua.

O AU comecou a ser estudado ha algum tempo, e atualmente estudos em

diversas areas, principalmente da saude vem sendo conduzidos a fim de explorar as
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caracteristicas deste composto que tem se mostrado bastante promissor na melhoria
da qualidade de vida, como pode ser observado no Quadro 1. No Brasil, seu uso vem
sendo associado e prescrito em farméacias magistrais como um suplemento alimentar
para ganho de massa magra.

Muitas atividades podem ser atribuidas ao AU, como efeito antioxidante,
atividade despigmentante (inibicdo da enzima tirosinase), atividade antimicrobiana,
atividade citotoxica anti-neoplésica, atividade anti-inflamatéria, atividade anti-
chagasica, entre outras. Muitas delas estdo sendo estudadas e testadas, com a
intencdo de utilizar este ativo em associacdo com diversas classes de produtos
promovendo assim o desenvolvimento de novos produtos promissores na area da
salude e a melhoria das caracteristicas de produtos ja existentes. Ndo somente o AU,
mas outros compostos tém despertado interesse para novas pesquisas, por
apresentarem muitas dessas caracteristicas também, como € o caso do &cido cafeico
e do acido ferulico. Diante de tantas caracteristicas importantes para a area cosmeética
farmacéutica, o AU revela- se um ativo multifuncional extremamente atrativo para a

incorporacdo em produtos para aplicacao topica (LIU,1995; SPAGNOL, 2014).
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Quadro 1. Exemplos de estudos em diversas areas utilizando AU.

Titulo do trabalho Tema analisado Referéncia

Revisdo AU- onde é
“Pharmacology of oleanolic acid and

, , encontrado, estudos e LIU, 1995
ursolic acid” o _
atividades relacionadas.
“Variation of ursolic acid content in Avaliacao da quantidade de
eigth Ocinum Species from AU em diferentes espécies de SILVA et al., 2008
Northeastern Brazil” plantas

Bases moleculares da a¢do anti- Investigacéo das ligagdes

inflamatéria dos acidos oleandlico e . "
moleculares ocorridas entre o MAGALHAES et al.,
AU e o0 AO com mediadores 2012

de inflamacéo

ursélico sobre as isoformas da ciclo-
oxigenase por docking e dindmica

molecular”

“Aplicacédo de cromatografia
centrifuga de contra corrente na Metodologia cromatografica FRIGHETTO et al.,

purificagdo de &cido ursélico das utilizando AU 2005
folhas de Egenia brasiliensis Lam.”

Avalia atividade tripanocida

“Development and evaluation of a de uma nanoemulséo

. . . . L. OLIVEIRA et al.,
nanoemulsion containing ursolic acid: ~ desenvolvida com acido 2017
a promising trypanocidal agent” ursélico, bem como sua

citotoxicidade

“Influence of oxidative stress on the . . .
Atividade antimicrobiana de 3 OLOYEDE, et al.,

antibacterial activity of botulin, _ _
compostos, incluindo o AU 2017

betulinic acid and ursolic acid”

“Interference of ursolic acid treatment o
Acdao citotoxica do AU frente a BERGAMIN et al.,

with glioma growth: an in vitro and in ) ) ]
células tumorais cerebrais 2017

vivo study”

“Cardiovascular, anthyperlipidemic . o,
yperip Ensaios citotoxicos,

and antioxidant effects of oleanolic . o SOMOVA et al.,
) o ) hemodinamicos e diuréticos
and ursolic acids in experimental 2003

. do AU e AO
hypertension

Fonte: autor
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Radicais livres e antioxidantes

Radicais livres sé@o espécies quimicas formadas ou ocasionadas por reacoes
de 6xido reducdo. Quando envolvidas no metabolismo de oxigénio e nitrogénio,
formam espécies altamente reativas e instaveis, compostas por numero impar de
elétrons devido a um ndo emparelhamento dos mesmos. No corpo humano, podem
ser formadas naturalmente ou por disfuncbes, nas reacbes que ocorrem a todo
momento no metabolismo, principalmente para producdo de energia, sintese de
substancias biologicas, fagocitose etc. Porém, a producdo excessiva dessas especies
reativas pode provocar danos a tecidos e membranas, a partir da ligacéao a diferentes
tipos de biomoléculas, causando patologias ou agravando as ja existentes. Sendo
assim, para auxiliar na defesa e regeneracédo do organismo, é necessario o combate
a essas espécies quimicas em excesso e/ou sua prevencdo, que podem ser
realizados através dos antioxidantes, substancias capazes de bloquear a oxidacao de
substancias oxidaveis ou de regenera-las. Os antioxidantes podem ser naturais,
adquiridos na dieta ou sintéticos (FERREIRA et al., 1997; HALLIWELL, 2000;
BARREIROS et al., 2006).

Na literatura existem alguns métodos para avaliacdo da atividade antioxidante
de compostos, como o0 método do acido tiobarbitlrico para espécies reativas utilizado
por MORAIS et al. (2006), método por reducéo férrica, método de absorbéancia pelo
radical oxigénio, e os métodos utilizando os radicais 1,1-difenil-2-picrilhidrazila
(DPPH") e o 2,2 -azinobis-(3-ethylbenzothiazoline) -6-sulfonic acid (ABTS™). Dois
métodos muito utilizados sdo os de inibicdo dos radicais DPPH* e ABTS™, por se
tratarem de métodos simples e de baixo custo. Esses métodos, ambos colorimétricos,
consistem na reducdo dos radicais através de substancias oxidaveis (doadoras de
atomo de hidrogénio), com alteracéo de cor. Ambos os métodos podem ser lidos na
regido do ultravioleta visivel (UV-VIS), que compreende comprimentos de onda que
vao de 400 a 800 nm. No caso do DPPH' o radical apresenta-se na coloracao violeta
em sua forma oxidada e amarelo residual em sua forma reduzida. Ja o ABTS™
apresenta-se com uma coloracdo verde em sua forma oxidada e transparente quando
é reduzido. A Equacéao 1 representa de forma simplificada a transformacao que ocorre
com os radicais (EREL, 2004; MOLYNEUX, 2004; MORAIS et al., 2006; PAVIA et al.,
2010; ALMEIDA et al., 2013).
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R*+SH=RH+S5" (1
Em que:
R* = radical
SH = substancia oxidavel
S' =radical livre gerado

A estrutura molecular do radical DPPH' e sua forma reduzida estao
representados na Figura 2.

D2 o™
N H
(a4 NN O N — N
M2z MOy
Fadical DFPH DFPH reduzido

Figura 2. Radical DPPH" e sua forma reduzida.

Fonte: autor

Hiperpigmentacéao

A melanina, pigmento natural da pele, € um biopolimero responsavel por, além
de conferir fotoprotecdo, fornecer a cor da pele juntamente com outros fatores
intrinsecos do organismo. Esse composto € produzido nos melanécitos atraves da
malanogenese, em que ocorre uma série de reacdes catalisadas pela enzima
tirosinase. A primeira reagdo que ocorre é a transformacgdo de tirosina em L-dopa,
seguida da transformacédo de L-dopa em dopaquinona. Em ambas as reacdes ha a
participacédo da tirosinase e, sendo assim, essa enzima pode ser considerada uma
enzima chave na producdo da melanina no corpo humano. No final do processo, séo

produzidos tipos diferentes de melanina, cada uma com um tipo de pigmento diferente.
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Um esquema representativo da producédo da melanina pode ser observado na Figura
3 (GONCHOROSKI et al., 2005; VIEIRA et al., 2015).

O sistema pigmentar, porém, pode sofrer algumas desordens de coloracao, as
discromias, que podem ser classificadas como acromias (falta de pigmentacéo),
hipocromias (pouca pigmentacdo) e hipercromias (excesso de pigmentacdo). As
hiperpigmentacbes acometem um numero elevado de individuos e podem causar
varios transtornos que afetam o bem-estar, uma vez que muitas dessas manchas
aparecem na face. Ela pode ocorrer através da hiperestimulagédo dos melandécitos por
fatores como: hormdnios, radiacdo solar, radicais livres, inflamacdes, entre outros, que
levam a um acumulo de pigmentos na epiderme que se apresentam como manchas
acastanhadas. Essas machas podem se manifestar de diversas formas, como
cloasmas, melasmas, hiperpigmentacdo periorbital, lentigens, entre outras
(NICOLETTI et al., 2002; GONCHOROSKI et al., 2005; SATO et al., 2007).
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Figura 3. Cascata de rea¢0es na producao dos pigmentos melanicos

Fonte: SPAGNOL, 2014, adaptado de PROTA, 1980; ALMEIDA, 2013

Sendo assim, o desenvolvimento de novos tratamentos preventivos para as
hipercromias, € de extrema importancia na manutencdo do bem-estar fisico,
principalmente para a populacdo idosa que tém aumentado nos ultimos anos
(NICOLETTI et al, 2002).

A inibicdo da atividade da tirosinase tem se demonstrado uma técnica bastante
interessante em terapias para tratamento dermatoldgico de manchas causadas pela
hiperproducdo dos melanécitos, por diminuir a producdo de melanina e
consequentemente clarear a pele. A principal substancia, muito utilizada no Brasil para
esse tipo de terapia, € a hidroquinona, porém apresenta uma série de efeitos adversos

indesejados como demartite de contato, irritacdo local, acromias secundarias,
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catarata, entre outras, e que inclusive indicaram sua proibicdo de uso em alguns
paises. Tal situacdo sugere, em termos globais, a busca por alternativas eficazes e
seguras para suprir ou atender a necessidade de ativos que contemplem a terapia
pigmentar (COSTA et al., 2010).

Antimicrobianos

Atualmente o mercado de produtos e servigos encontra-se em um contexto em
que a qualidade se tornou um item indispensavel e extremamente criterioso para
garantia de aceitacdo do produto ou servi¢co pelos consumidores. A seguranca de um
produto € um item indispensavel a sua qualidade, principalmente quando se refere a
sua seguranca microbiolégica. Tem se tornado crescente a busca por produtos
naturais para utilizacdo e substituicdo de antimicrobianos classicos (sintéticos),
optando-se por materiais que sejam eficazes e menos agressivos tanto para o homem
guanto para a natureza. Compostos naturais que apresentam atividade antimicrobiana
tem se demonstrado bastante interessantes para a substituicdo ou reducdo de
conservantes sintéticos, e como novas alternativas terapéuticas eficazes no
tratamento de patologias causadas por bactérias (ANTUNES et al., 2006; PACKER et
al., 2007; SOUZA et al., 2007).

Como representantes da classe de produtos naturais podemos citar 0s
flavonoides, taninos, triterpendides, entre outros. Os triterpendides podem ser
considerados como a subclasse que apresenta o maior nimero de representantes da
classe. O AU, pertencente aos triterpendides, € um composto apresentado na
literatura como detentor de atividade antimicrobiana (KOZAl et al., 1987; JESUS et al.,
2015; OLOYEDE et al., 2017).

Ensaios de toxicidade

Para a garantia de seguranca e eficacia de um novo produto cosmético em
desenvolvimento, principalmente aqueles que levam substancias ativas em suas
formulas devem ser realizados ensaios de toxicidade e irritabilidade, de acordo com a
aplicabilidade do produto, a fim de prever os possiveis efeitos toxicos no consumidor

final. Atualmente, a utilizacdo de animais para esses tipos de ensaios tem sido alvo
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de muitas criticas e rigoroso controle, sendo necessario a utilizacdo de métodos
alternativos em substituicdo aos modelos animais. Diante deste fato, os testes in vitro
tem se demonstrado muito promissores na deteccdo de toxicidade para seres
humanos. Como exemplo destes testes in vitro, € possivel citar os ensaios com
artemia salina, atividade hemolitica e ensaios com cultura de células, amplamente
utilizados por conta das vantagens que oferecem de serem reprodutiveis, sensiveis e
rapidos. Entre os ensaios de citotoxicidade & possivel citar o modelo de difusdo em
agar, método do corante vermelho neutro e o método utilizando o corante 3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT), que possuem como
principio avaliar a viabilidade e morte celular (ROGERO et al., 2003; BEDNARCZUK
et al., 2010).

O potencial citotoxico de um composto pode ser traduzido como a capacidade
de gerar apoptose em uma célula. No caso do AU consiste na inducdo da apoptose
de células tumorais sem afetar as células normais, além de prevenir a transformacéao
de células normais em cancerigenas. O mecanismo dessa citotoxicidade ainda nao
foi completamente esclarecido, mas sabe-se que pode estar relacionado com a
habilidade do AU em inibir a replicacdo do DNA, a medida que inibe suas enzimas
metabolicas (DALLA VECHIA et al., 2009; RESENDE, 2013).

Desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas e os preceitos de
quimica verde

Para que a qualidade de um produto cosmético possa ser assegurada, a
industria se utiliza de inmeras estratégias e ferramentas da qualidade a fim de
garantir a padronizagéo e confiabilidade do mesmo. O controle de qualidade, bem
como as Boas Praticas de Fabricacéo (BPF) e a garantia da qualidade, estao inseridas
dentro do gerenciamento farmacéutico, compondo assim um sistema eficiente, capaz
de conferir qualidade ao produto final (BRASIL, 2010).

O setor de controle de qualidade é responsavel por realizar uma série de
procedimentos e ensaios tanto em produtos acabados como em matérias primas,
garantindo assim sua qualidade e padronizagdo. Para isso, diversos métodos de

identificacdo, caracterizacao e quantificacdo de compostos podem ser empregados,
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como titulacdes de natureza diversa, analise de solubilidade, pH, densidade, reologia,
espectroscopias variadas (regido do ultravioleta (UV), regido do infravermelho (1V),
ressonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia de absor¢cdo atdbmica, de
massas), entre outras. Acopladas a algumas dessas técnicas encontram-se técnicas
de separacdo de compostos, como a cromatografia e a eletroforese, constituindo
assim sistemas eficientes para identificacdo e quantificacdo de amostras diversas,
como farmacéuticas, biologicas e de alimentos (RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2010;
DE MARIA e MOREIRA, 2007; SPAGNOL, 2014).

A cromatografia € uma técnica de separacdo de compostos que tem como
principio a interacdo de moléculas através de suas polaridades, e que permite o
reconhecimento de uma substancia pela comparacdo com padrfes de referéncia, bem
como a separacdo de compostos de interesse presentes em amostras compostas
(misturas). Existem varios tipos de cromatografias, como a cromatografia gasosa
(CG), cromatografia em camada delgada e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). A CLAE é amplamente utilizada em laboratérios de controle de qualidade
pelas vantagens de fornecer dados qualitativos e quantitativos de amostras quando
associada a outras técnicas; por ser possivel utilizar amostras de diferentes naturezas
e pela possibilidade de analisar mais de um composto por ensaio (DE MARIA e
MOREIRA, 2007; ELOY et al., 2012).

Diversas metodologias utilizando CLAE e outras técnicas sao empregadas para
a analise de compostos, porém para se fazer o uso de uma ja existente que ndo esteja
presente em compéndios oficiais, ou para o desenvolvimento de uma nova é
necessario cumprir certas exigéncias e critérios, geralmente determinados por érgaos
responsaveis, para que os dados gerados pela metodologia em questdao sejam
seguros e confiaveis. A essas exigéncias e critérios é dado o nome de validacéo, e,
no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é a responsavel por
definir e fiscalizar (RIBANI et al., 2004).

Segundo a RDC 166 de 24 de julho de 2017, que “dispée da validagcéo de
métodos analiticos para insumos farmacéuticos, medicamentos e produtos biolégicos,
a validacdo deve demonstrar que o método analitico produz resultados confiaveis e

adequados a finalidade a que se destina”. Dessa forma, tal legislacdo define alguns
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parametros para a validacdo de metodologias, como exatidao, precisao, seletividade,
limite de deteccéo e quantificacao, linearidade e robustez (BRASIL, 2017).

v' Exatidao: avalia o grau de recuperacdo de um método, a partir da
concordancia entre os resultados individuais de cada concentracdo
escolhida (alta, média e baixa), sempre contemplando o intervalo linear
do método.

v' Precisado: a precisdo ir4 avaliar a proximidade de resultados obtidos
guando a amostra for submetida a diferentes condi¢cées, como por
exemplo diferentes analistas, ou através de ensaios repetidos. Pode ser
avaliada através da repetibilidade (intradia) precisédo intermediaria (entre
analistas) e reprodutibilidade.

v' Seletividade: Analisa a capacidade de componentes de matriz e/ou
impurezas interferirem no sinal do analito em questéo. Deve ser testada
submetendo o analito a solucdes estresse e frente a matriz da amostra.

v Limite de deteccdo e quantificacdo: demonstram as menores
guantidades detectaveis do analito, e a menor quantidade quantificavel
de forma precisa e exata.

v' Linearidade: demonstra o quanto um método é linear, ou seja, se a
respostas analitica é proporcional a concentracdo analisada do
composto.

v" Robustez: por fim a robustez de um método ira avaliar se pequenas
mudancas inseridas no método sdo ainda capazes de produzir

resultados com baixo desvio.

Durante centenas de anos 0 homem explorou os recursos da Terra de forma
excessiva e irresponsavel, sem que existisse uma preocupacdo do que essa agao
poderia gerar a longo prazo. Provavelmente acreditava-se que 0S recursos da
natureza eram inesgotaveis e poderiam ser utilizados sem moderacédo. Com o avango
intelectual e tecnoldgico o ser humano comecou a perceber o desequilibrio fisico-
quimico que a Terra estava iniciando, gracas a irresponsabilidade com a utilizagéo
dos recursos naturais. Foi assim que se iniciou uma conscientizagdo em relacdo aos

assuntos ambientais, e em 1972 ocorreu a primeira conferéncia de discussao
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ambiental, a Conferéncia de Estocolmo. Desde entdo, o ser humano vem se
preocupando cada vez mais em se desenvolver de forma sustentavel, pesquisando e
investindo em tecnologias que possam auxiliar neste desenvolvimento, de forma a
gerar menos residuos, substituir recursos esgotaveis e preservar a natureza (SILVA
et al., 2005).

Assim, no inicio dos anos 90 um novo conceito surgiu, o da Quimica Verde,
tendo como proposta principal a reducao e eliminacédo de residuos toxicos, a partir do
desenvolvimento de produtos, processos e metodologias analiticas sustentaveis. Esse
novo preceito baseia-se em doze principios, e alguns deles sao: prevencdo da
geracado de residuos, substituicdo para substancias menos toxicas, reducdo do uso
de solventes, reutilizacdo (reciclagem) de compostos, processos mais eficientes
energeticamente, minimizacdo de acidentes, entre outros. Uma sugestdo para a
substituicdo de solventes téxicos seria a utilizacdo de agua como solvente. Outras
substancias também poderiam ser utilizadas na metodologia por serem menos
poluentes, como o etanol e o acido acético (PRADO et al., 2003; SILVA et al., 2005;
CELIK e YIDIZ, 2017).

Atualmente ndo existem métodos analiticos descritos nos compéndios oficiais
para identificacdo e quantificacdo de AU em formula¢des. No entanto, € possivel
encontrar na literatura estudos de desenvolvimento e validacdo de metodologias

analiticas para o AU envolvendo CLAE, como pode ser observado no Quadro 2.
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Quadro 2. Estudos envolvendo metodologias por CLAE para AU.

] Tempo de Tipo de
Comprimento i Vazéo o
Fase movel retencao ) coluna Referéncia
de onda (nm) ) (mL/min)
(min)
Acetonitrila: C18- 250
203 . 11 10 Eloy et al., 2012
agua (88:12) mm
Metanol:
C18- 250
210 tampéao fosfato - 1,0 Zhou et al., 2007
mm
(88:12)
Metanol: agua C18- 250
215 21,57 0,4 Xu et al., 2012
(95:5) mm
Acetonitrila: C18- 250 Alvarado et al.,
210 - 1,0
agua (85:15) mm 2015
Acetonitrila: Taralkar e
C18- 250
210 metanol 12,36 0,5 Chattopadhyay,
mm
(80:20) 2012

Fonte: autor

Como é possivel observar, as metodologias encontradas em literatura para o
AU néo apresentam preceitos de quimica verde, demonstrando assim a importancia
relevante para o desenvolvimento de metodologias menos poluentes, mais seguras e

mais baratas para analise qualitativa e quantitativa de AU em formulacgdes.

Emulsdes e produtos cosméticos

As emulsbes podem ser definidas como sistemas bifasicos dispersos,
termodinamicamente instaveis, formados pela unido de dois liquidos imisciveis, em
gque um se apresenta como disperso (fase descontinua/ interna) e outro como
dispersante (fase continua/ externa), através da estabilizacdo por agentes
emulsificantes na interface 6leo/agua. Esses sistemas emulsionados podem ser
classificados de acordo com a natureza da fase dispersa (lipo ou hidrossoluvel), como
Oleo/agua (O/A), isto é, quando a fase dispersa € a fase oleosa, ou agua/ 6leo (A/O),

guando a fase dispersa é do tipo aquosa, sendo que as emulsdes do tipo O/A sdo as

Tornanda %@/6/&(5@ %&/emﬁo



39

mais utilizadas; e também podem ser classificadas quanto a consisténcia, segundo
sua aplicabilidade, natureza quimica ou quanto as propriedades/finalidades (FRANGE
e GARCIA, 2009; CORREA, 2012; FRANZOL e REZENDE, 2015).

A aplicabilidade das emulsdes é possivel ser observada em varias areas, como
na alimenticia, agroquimica, de revestimentos, cosmética e farmacéutica, sendo que
as duas ultimas sédo consideradas como as mais complexas, devido a possibilidade
de utilizacdo de matérias-primas das mais variadas categorias e natureza quimica,
bem como a veiculagdo de uma gama de compostos ativos em suas férmulas. Na area
cosmeética, as emulsdes sdo amplamente escolhidas para o desenvolvimento de
novos produtos, principalmente para administracao topica, por se tratarem de uma das
formas mais antigas utilizadas que apresentam como outras vantagens a facilidade
de aplicacao, preparo e a obtencédo de produtos de baixo custo (PIANOVSKI, 2008;
CORREA, 2012; FRANZOL e REZENDE, 2015).

Os produtos cosméticos, segundo a RDC N° 7 da ANVISA, podem ser
classificados em produtos de grau 1 e grau 2, sendo considerados os produtos de
grau 2 como “produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes (...) que possuem
indicacdes especificas, cujas caracteristicas exigem comprovacgao de seguranca e/ou
eficacia, bem como informagdes e cuidados, modo e restricées de uso”. Assim, s&do
encontrados diversos produtos cosméticos que carregam em suas férmulas
substéancias ativas, principalmente produtos para a pele. Atualmente, a demanda por
esses produtos, cujo desenvolvimento e produgcdo requerem altos padroes de
qgualidade para garantir eficacia e seguranca ao consumidor, vem aumentado gracas
ao aumento da expectativa de vida associada ao bem-estar, uma vez que séo capazes
de tratar e prevenir alteragOes indesejadas na pele. Sendo assim, a pesquisa por
novos ativos para incorporacdo em cosmeético, principalmente os de carater
multifuncional demonstram-se muito atrativos para o mercado (AMARAL, 2010;
RESENDE, 2013; BRASIL, 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo a investigacdo da eficicia do &cido ursolico
através de avaliacdo in vitro de seu potencial antioxidante, despigmentante e
antimicrobiano, a fim de explora-lo como um ativo cosmético multifuncional que
pudesse ser utilizado na prevencéo de efeitos indesejaveis na pele, e que ao mesmo
tempo pudesse atuar como um conservante antimicrobiano; a avaliagdo de seu

potencial citotéxico in vitro; e o estudo de uma emulsao contendo o ativo.

3.2. Objetivos especificos

Caracterizacao de matéria-prima (MP) contendo AU
> ldentificagédo qualitativa do AU por espectroscopia na regido de infravermelho
(IV);

» Avaliacdo da solubilidade do AU frente a solventes variados;

Avaliacao da eficacia e da citotoxicidade “in vitro” do AU
» Avaliagdo da atividade antioxidante;
» Avaliacdo da atividade despigmentante;
» Avaliacdo da atividade antimicrobiana;

» Avaliacdo do potencial citotéxico.

Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para quantificacdo de AU
em emulséo
» Desenvolvimento de metodologia analitica por CLAE;

» Validacdo da metodologia analitica desenvolvida.

Incorporacdo do AU em emulséo
» Preparo e avaliacdo de -caracteristicas fisico-quimicas das emulstes
preparadas;

» Avaliacéo da estabilidade das emulsdes preparadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.

MATERIAL

Equipamentos

v

\

<

NN NN

Espectrofotdmetro Spectrostar Nano, BMG LABTECH, com leitor de
microplaca;

Ultrassom Ultrasonic Cleaner, Unique®;

Cromatografo liquido PDA analitico- Perkin EImer Flexar, com desgaseificador,
sistema quaternario de bombeamento, injetor manual de 6 vias Rheodyne,
forno de coluna, detector PDA com cela analitica (190-700 nm) e detector UV-
VIS com cela preparativa

Coluna cromatografica RP18 Waters® (XDB, 4,6 x 250 mm, 5 ym)

Coluna cromatografica Phenomenex® C18 (4,6 x 250 mm, 5 um; 110A)
Espectrofotdbmetro de absorcdo na regido de infravermelho médio com
transformada de Fourier-BRUKER, modelo VERTEX 70, com detector
DLaTGS, faixa de leitura 400 a 4000 cm !

Estufa para cultura bacteriolégica ECB 1.2 digital Odontobras

Balanca analitica Shimadzu modelo AY220

Micropipetadores Eppendorf de 5000 (500 a 5000), 1000 (100 a 1000) e 100
(10 a 100) pL

Cromatografo liquido Perkin Elmer Flexar, com desgaseificador, sistema de
bombeamento, injetor manual e detector UV-VIS

Estufa de CO: para crescimento celular- Shel Lab

Centrifuga BOECO modelo U-32 R

pHmetro digital- Gehaka PG 1800

Viscosimetro digital programavel- Brookfield modelo RV-III

Centrifuga Centribio.
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Reagentes, solucdes e outros materiais

v

N N N N N RN

NN NN N N N R

AN N N R

Rosemary Extract 90% (AU) - Sabinsa Corporation;

Ursolic Acid 99,2%- Sigma Aldrich®;

Agua destilada

Agua ultrapura obtida pelo sistema Mili-Q®

Dimetilsulfoxido (DMSO) grau analitico- Synth

Metanol grau analitico- Synth

Etanol grau analitico- Dindmica

Tirosinase (80 unidades/mL) Sigma Aldrich®

Radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH")- Sigma Aldrich®

Radical 2,2 -azinobis-(3-ethylbenzothiazoline) -6-sulfonic acid (ABTS™)- Sigma
Aldrich®

Acido ascorbico- Sigma Aldrich®

Persulfato de potassio- Synth

Tampao fosfato pH 6,8

3,4- Dihydroxy-L-phenylalanine (L- Dopa)- Sigma Aldrich®

Placas de 96 pocos- Falcom®

Cepas: Staphylococcus aureus ATCC 6538; Staphylococcus epidermides
ATCC 12228; Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027.

Caldo tripticaseina de soja (TSB)- Prolab

Placa de Petri 9 cm de diametro- Pyrex

Meio de cultura agar triptona de soja (TSA)- Prolab

Antibitticos: cefazolina soédica e aztreonam- ABL

Revelador 7-hidroxi-3H-phonoxazin-3-onal0-6xido (resazurina)- Sigma
Aldrich®

Cetearyl Alcohol

Ceteareth-20

Ethylhexyl Stearate

Glyceryl Stearate

Propylene Glycol

Disodium EDTA
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Methylparaben

Propylparaben

Sodium Polyacrylate (Rapithix™ A-100)

Filtro hidrofébico de PTFE 0,22 pm

Agua ultrapura Mili- Q®

HCI - Qhemis

NaOH - Qhemis

Solucdo de peroxido de hidrogénio 10 volumes- Impex

Acido acético glacial grau HPLC- J.T.Baker

Etanol grau HPLC- Applichem®

Etanol grau HPLC- J.T Baker®

Frascos para crescimento celular de 25 e 75 cm? de area de crescimento- TPP
Meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) alta glicose- Cultilab
Soro fetal bovino- Cultilab

Solucéo antibiodtica e antimicética (100x- penicilina- 10000 U/mL, streptomicina-

10 mg/mL e anfotericina B- 25 pg/mL - SLBB2618) - Sigma Aldrich®

v

v
v
v
v

4.2.

Phosphate Buffer Saline (PBS)

Tripsina estéril 10x (Gamma Irradiated)- SAFC Biosciences ™

Tubos Falcon de 15 e 50 mL

Filtro de seringa de 0,22 pum- KASV
3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide MTT- Sigma
Aldrich®

METODOS

A fim de simplificar a terminologia, a matéria prima utilizada nos experimentos

fornecida pela Sabinsa Corporatio® (Rosemary Extract- AU 90%) foi denominada por

matéria-prima acido ursolico (MPAU), e o padrdo utilizado, comprado da Sigma

Aldrich® foi denominado por padréo acido ursélico (PDAU).
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4.2.1. Caracterizacdo de MPAU

4.2.1.1. Identificacéo qualitativa do AU por espectroscopia naregido de IV

A identificagdo qualitativa do AU por espectroscopia de absor¢éo na regido de
infravermelho foi realizada em espectrofotbmetro de absorcdo na regido de
infravermelho médio com transformada de Fourier, na faixa de leitura de 400 a 4000
cm 1. O equipamento utilizado esta representado na Figura 4. Pequenas quantidades
de amostra em p6 de PDAU e de MPAU foram colocadas sobre o cristal de diamante
presente no centro do equipamento, e dessa forma as amostras foram lidas
diretamente com auxilio do software Opus 7,5 (LABORATORIO | MULTIUSUARIOS
DE ANALISES QUIMICAS).

Figura 4. Espectrofotébmetro de absorcéo na regido IV Vertex 70- Bruker

Fonte: Laboratério | Multiusuario de Analises Quimicas

4.2.1.2. Avaliacdo da solubilidade do AU

Os termos descritivos de solubilidade utilizados nas farmacopeias sao
expressos como “partes”, definidas pela dissolugéo de 1g da substancia em mililitros
(partes) do solvente, sendo que cada termo tem um significado especifico para os
solventes, como pode ser observado no Quadro 3 (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010).

A avaliacdo da solubilidade do AU foi realizada utilizando tubos de ensaio de
vidro, com 25 mm de didametro x 150 mm de altura, adicionando-se a 10 mg de MPAU
aliquotas crescentes de diferentes solventes (de 10 em 10 uL), com o auxilio de
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micropipetas, até total solubilizacdo. Para otimizacdo da solubilizacdo, foi utilizado
agitador de tubos Phoenix modelo AT 56, em velocidade média. Os solventes
utilizados foram: &gua purificada, etanol, metanol, dimetilsulféxido (DMSO), acetato

de etila, cloroférmio e acetonitrila, todos com grau analitico.

Quadro 3. Significado dos termos descritivos de solubilidade

Solvente Termo descritivo

Muito solavel Menos de 1 parte

Facilmente solavel De 1 a 10 partes

Soluvel De 10 a 30 partes

Ligeiramente soluvel De 30 a 100 partes

Pouco soluvel De 100 a 1000 partes
Muito pouco soluvel De 1000 a 10.000 partes
Praticamente insoluvel ou

) , Mais de 10.000 partes
insoluvel

Fonte: Farmacopeia Brasileira

4.2.2. Avaliagao da eficdcia e da citotoxicidade “in vitro” do AU

4.2.2.1. Avaliacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante do AU foi avaliada através de dois métodos
amplamente utilizados em diferentes estudos da atividade antioxidante de ativos:
método de inibicao do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH") e método de inibicao

do radical 2,2’-azinobis-(3-ethylbensothiazoline) -6-sulfonic acid (ABTS™).

4.2.2.1.1. Método de inibicdo do radical DPPH*

O potencial de inibicdo do radical DPPH" pelo AU foi analisado segundo
metodologias propostas por Mensor et al. (2001) e Chiari et al. (2012), com
adaptacoes.

Para realizagcdo do ensaio, previamente foram preparados 50 mL de uma
solucdo estoque de MPAU com concentracdo de 1,75 mg/mL em metanol
(concentracéo escolhida a partir de ensaios prévios para definicdo de faixa maxima e

minima da curva analitica). Aliquotas da solucdo estoque foram adicionadas a 10
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tubos de ensaio contendo 2,5 mL de solugcdo metandlica de DPPH® a 0,004%, e
volumes decrescentes de agua destilada, obtendo um volume final de 3,5 mL para
cada tubo, como pode ser observado na Tabela 1. Os tubos foram entdo mantidos ao
abrigo da luz, e 30 minutos apdés o preparo, as absorbancias das solugdes finais foram
determinadas em espectrofotbmetro a 515 nm por espectroscopia na regido UV. O

experimento foi realizado em triplicata.

Tabela 1. Composi¢éo dos tubos reacionais para ensaio com o radical DPPH®

TUBO
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
[AU] (ug/mL) 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Vau (ML) 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Vagua (ML) 1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0
Obs.: tubo 0 = controle/ Fonte: autor

Para o calculo da porcentagem de inibicdo do radical DPPH' pelo AU, foi
utilizado a Equacao 2 (MOLINEUX, 2004).

% inibicdo do radical DPPH = 22mix ~AbSamostra 1009 (2)

ADbS max

Em que:
AbS nax. = absorbancia do DPPH® a 515 nm (controle);
ADS amostra = @absorbéncia da amostra a 515 nm.

A fim de realizar estudo comparativo, o ensaio também foi realizado com um
padrao de referéncia, no caso o acido ascoérbico (em faixa de concentracdo adequada
a este ativo), potente antioxidante natural de baixo custo muito utilizado em
preparacdes cosmeéticas (SCOTTI et al., 2007).

A analise dos resultados foi realizada utilizando as concentracdes inibitérias de
50% do radical (ICso0) de cada ativo, obtidas através das curvas analiticas construidas,

de % de inibicdo versus concentragao do ativo.

4.2.2.1.2. Método de inibi¢céo do radical ABTS™
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A inibicdo do radical ABTS™" pelo AU foi verificada segundo metodologia
proposta por Almeida et al. (2013), com adaptacoes.

Foi preparada previamente uma solugéo estoque de ABTS™ com concentragdo
de 7 mM (192 mg em 50 mL de agua destilada), e uma solugéo estoque de persulfato
de potassio com concentracédo de 140 mM (378,4 mg em 10 mL de agua destilada),
uma vez que a formacao do radical é dependente da presenca do persulfato. Assim,
5 mL da solucéo estoque de ABTS™* foram misturados com 88 L da solugéao estoque
de persulfato de potassio, e a solucdo resultante foi mantida em repouso por
aproximadamente 16 h, ao abrigo da luz. A fim de se obter uma absorbancia de 0,7+
0,05, a 734 nm, uma aliquota dessa solucéo final foi diluida em etanol.

Também foi preparada uma solucdo estoque de MPAU em etanol com
concentracdo de 523,63 pug/mL (concentracdo escolhida a partir de ensaios prévios
para definicdo de faixa maxima e minima da curva analitica).

Para a realizacdo do teste, aliquotas da solucdo estoque de MPAU foram
adicionadas a 10 tubos de ensaio contendo 2,0 mL da solucéo final de radical ABTS™,
e volumes decrescentes de etanol, obtendo-se um volume final de 3,03 mL para cada

tubo, como pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2. Composicéo dos tubos reacionais para ensaio com ABTS™*

TUBO

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

[AU] (pg/mL) 0 22,47 39,75 57,03 74,31 91,59 108,87 126,16 143,44 160,72 178
Vau (pL) 0 130 230 330 430 530 630 730 830 930 1030

Vetanol (UL) 1030 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0

Obs.: tubo 0 = controle/ Fonte: autor

Em seguida as absorbancias das solugcbes amostras dos tubos foram
determinadas em espectrofotometro a 734 nm, e a porcentagem de inibic&o do radical
foi calculada através da Equacéo 3 (MOLYNEUX, 2004).
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% inibicio do radical ABTS = 22imix —AbSamostra , 100 (3)

ADbS max

Em que:
Abs max = absorbancia do ABTS™ a 734 nm (controle);
ADbs amostra = @absorbancia da amostra a 734 nm.

O ensaio também foi realizado com um padrédo de referéncia, o acido ascérbico,
para estudo comparativo, em faixa de concentracdo adequada a este ativo.

A andlise dos resultados foi realizada utilizando as ICso do radical, de cada
ativo, obtidas através das curvas analiticas construidas, de % de inibicdo versus

concentracéo do ativo.

4.2.2.2. Avaliacdo da atividade despigmentante

A atividade despigmentante do AU foi determinada através da atividade
inibidora de tirosinase, em placa de 96 pocos, segundo metodologia proposta por
Khazaeli et al. (2009), com adaptacdes.

Foram preparadas previamente solucédo de tampéao fosfato pH 6,8, solucéo de
L-dopa a 4,5 mM em tampao, solucao de tirosinase a 80 unidades/mL em tampao, e
solucéo estoque de MPAU a 1000 pg/mL em DMSO (concentracdo escolhida a partir
de ensaios prévios para definicdo de faixa maxima e minima da curva analitica). Para
montagem das placas de 96 pocos foram adicionados, a cada poco, volumes
constantes de solucao de L- dopa (45 pL) e de solucéo de tirosinase (25 uL), volumes
decrescentes de solucdo tampéo e aliquotas da solucao estoque de AU, obtendo-se
um volume final de 150 pL, como pode ser observado na Tabela 3. Cada poco foi
preparado em triplicata na mesma placa.

A placa foi mantida em repouso por aproximadamente 10 minutos, e apos esse
tempo foi realizada leitura das absorbéancias a 490 nm em espectrofotometro com leitor
de placas.

Para o calculo da porcentagem de inibicdo da tirosinase foi utilizada a Equacéo
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%inibigdo = (1 — 2200) 5 100 (4)

Abs controle

Em que:

% Inibigdo = porcentagem de inibi¢do da tirosinase;

ADbS amostra = @bsorbéncia da amostra;

ADbS controle = absorbancia na auséncia de amostra (controle).

Tabela 3. Composicéo dos poc¢os reacionais do ensaio com tirosinase.

Poco Viampao (ML) Vau (UL) [AU] pg/mL
Ais 80 0 0
Bis 75 5 33,00
Cis 70 10 66,00
D13 65 15 100,00
Eis 60 20 133,00
Fis 55 25 166,00
Gi3 50 30 200,00
His 45 35 233,00
Ase 40 40 266,00
Ba-s 35 45 300,00
Css 30 50 333,00
Das 25 55 366,00
Ese 20 60 400,00
Fas 15 65 433,00
Guas 10 70 466,00
Hae 5 75 500,00
Az 0 80 533,00

Obs.: pocos Ai-3= controle/ Fonte: autor

Também foi realizado experimento com o padrao de referéncia acido ascorbico
para estudo comparativo (em faixa de concentracdo adequada a este ativo), por se
tratar de um ativo natural de baixo custo que apresenta alto poder despigmentante
(efeito classico).

A analise dos resultados foi realizada utilizando as ICso de tirosinase, de cada
ativo, obtidas através das curvas analiticas construidas, de % de inibicdo versus

concentracéo do ativo.
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4.2.2.3. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do AU foi realizada seguindo
suplemento M100-S16 do CLSI (2006b), com adaptacOes. As cepas utilizadas no
experimento foram: Staphylococcus aureus ATCC 6538; Staphylococcus epidermides
ATCC 12228; Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.
O ensaio foi dividido em duas etapas: determina¢édo da concentragao inibitéria minima

(CIM) e determinacgédo da concentracdo bactericida minima (CBM).

Preparo dos in6culos

O in6culo para realizacdo dos ensaios foi feito em caldo tripticaseina de soja
(TSB), preparado a partir da dissolugcdo em agua, sob aquecimento e posteriormente
esterilizado em autoclave (121 °C, 1 atm) durante 15 minutos.

O repique das culturas foi realizado com alca de platina, e apds esse
procedimento, as culturas foram mantidas por 24 horas em estufa de cultura
bacteriologica (35°C + 2°C) para crescimento. O in6culo foi entdo padronizado em
espectrofotdometro a 580 nm, com uma concentracdo de aproximadamente 1,0 x 108
UFC/mL (transmitancia de 25% + 2%). A suspensdo foi entdo novamente diluida em
TSB (1:100), obtendo-se uma suspenséo final de 1,0 x 108 UFC/mL, utilizada no
experimento (CLSI, 2006b).

Preparo das amostras contendo MPAU
Foram preparados 5 ml de uma solucdo metandlica de MPAU a 400 pg/ml,
solubilizando-se o0 ativo em metanol com auxilio do ultrassom durante

aproximadamente 5 minutos.

Determinacao da CIM

A determinacéo da CIM foi realizada através de diluicdo em microplacas de 96
pocos de acordo com a metodologia descrita para bactérias aerobicas da norma M7-
A6 do Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006a).

As microplacas foram preparadas adicionando- se atodos os po¢os 100 pL de agua
destilada estéril. Nos pocos designados por A foi realizado controle de meio (agua), e
os designados por B foi realizado controle de crescimento bacteriano (controle

negativo), e, portanto, nesses pog¢os foram adicionados 100 pL de caldo TSB. Nos
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pocos determinados pela letra C foram adicionados 100 pL de solvente (controle de
solvente). Nos designados por D, foram adicionados 100 pL de solucdo de antibiético
(400 pg/ml- controle positivo): cefazolina para S. aureus e S. epidermides e aztreonam
para E. coli e P. aeruginosa. Nos poc¢os determinados pelas letras E, F, G e H foram
adicionados 100 pL da solucao estoque de AU. Assim, todos 0s poc¢os passaram por
diluicdes sucessivas seguidas da adicdo de 100 pL de inoculo, com excecdo dos
pocos designados por A.

As microplacas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35°C + 2°C por 24
horas. O ensaio foi realizado em triplicata para cada cepa.

O esquema do preparo das microplacas pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5. Esquema do preparo das microplacas para determinagéao da CIM

Fonte: autor

Para avaliacédo dos resultados, em todos os pocos foram adicionados 30 uL de
solucdo de resazurina (100 pg/ml), revelador colorimétrico amplamente utilizado em
ensaios antimicrobianos. Em aproximadamente 2 horas as placas foram sendo
reveladas, exibindo colorag&o azul onde houve inibicdo de crescimento bacteriano e

coloragéo rosa onde houve crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002).

Determinacao da CBM
A CBM foi determinada através do crescimento bacteriano em meio agar TSA

em placa de Petri. O contetdo dos pocos das linhas contendo solugdo amostra (em
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diferentes concentracbes) das microplacas foram replicadas em placas de Petri
contendo agar TSA, com auxilio de hastes de madeira estéreis. As placas de Petri
foram entdo incubadas a 35°C por 24 horas, para verificacdo ou ndo de crescimento
bacteriano. Os resultados de morte bacteriana foram entdo confirmados através da

analise conjunta com as placas de 96 pocos.

4.2.2.4. Avaliacdo do potencial citotoxico

O potencial citotoxico do AU foi avaliado através do método colorimétrico com
o0 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT), proposto
por Mosmann (1983) e por Chiari et al. (2014), com adaptacfes, utilizando

gueratinécitos humanos metabolicamente incompetentes (Hacat).

Cultivo celular

O cultivo das células foi realizado em frascos para crescimento celular de 25 e
75 cm? com meio DMEM estéril enriquecido com soro fetal bovino a 10% e antibiético
(meio completo), por aproximadamente quatro semanas. A cada troca de meio as
garrafas foram lavadas com solucdo de Phosphate Buffer Saline (PBS) 1x. As garrafas
contendo as células foram mantidas em estufa apropriada para crescimento celular a
37°C em atmosfera de 5% de COa.

Ensaio com MTT

Para o plagueamento em microplacas de 96 pocos, as células com confluéncia
entre 80-90% foram previamente lavadas com PBS, tripsinizadas e centrifugadas com
meio de cultura DMEM completo a 1300 rpm durante 3 minutos. A seguir, foi realizada
uma diluicdo e suspensao das células em meio completo, seguida de uma contagem
em camara de Neubauer com padronizacdo (concentracdo requerida de 5x10°
células/mL). Dessa forma, 100 pL desta suspenséo padronizada foram pipetados em
cada poco da microplaca, que foi incubada em estufa por 24 horas para adeséo das
células.

As amostras contendo MPAU foram preparadas em tubo Falcon a partir de uma
solucéo estoque de MPAU a 100 pg/mL (em DMSO), em que uma aliquota foi diluida
em 3 mL de meio de cultura sem soro fetal bovino, resultando em uma solucéo a 2%

de DMSO e concentracao de 50 ug/mL de MPAU. Para o controle de solvente foram
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preparadas amostras contendo somente DMSO a 2% em meio de cultura sem soro
fetal. As amostras foram entéo filtradas com filtro de seringa de 0,22 um em tubos
estéreis.

As amostras finais, a serem adicionadas nas placas de 96 pog¢os (somente
metade da placa foi utilizada) foram preparadas em tubos de 2 mL através de diluicdo
seriada, como é possivel observar na Figura 6. 100 pL de cada solucéo diluida foram
entdo adicionados em triplicata nas linhas que viodeBa G (la3 paraAUe 4 a6
para controle de solvente), do menos concentrado para o mais concentrado. Na linha
A foi realizado o controle negativo (somente meio), e na linha H foi realizado o controle
positivo (meio a 10% de DMSO). O esquema de montagem das placas pode ser
observado na Figura 7.

As placas foram entdo tampadas e levadas para estufa por 24 horas.

2 mL da amostra de

All'a A0 pg/mL au
da solugdo controle

TmLde 1mLde 1mLde 1mLde 1mLde de solvente
mein meio mein meio mein

Figura 6. Preparo das amostras finais do ensaio com MTT.

Fonte: autor
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Amastras Caontrale de
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. . Menos concentrado
Controle negativo (meio)
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Figura 7. Esquema da montagem das placas para o ensaio com MTT

Fonte: autor

ApoOs 24 horas o tratamento foi entdo removido da placa, que foi lavada com
PBS (100 pL em cada pogo). 100 pL de solugéo de MTT (1 mg/mL) foram adicionados
a todos os pocos, e a placa foi incubada em estufa por 3 horas. O MTT foi entao
removido da placa e foram adicionados 100 pL de alcool isopropilico em cada poco
para solubilizacdo dos cristais de formazana.

O conteudo dos pocos da placa foi entdo lido em espectrofotbmetro em 595
nm, e os valores de absorbancias obtidos foram utilizados para o célculo da % de

células vivas, através das Equacdes 5 e 6 (ZHANG et al., 2004).

(Abscn—Absam)
Abscn

% células mortas = x 100 (5)

% células vivas = 100 — % células mortas (6)
Em que:

Abs ¢, = absorbancia do controle negativo
Abs am = absorbancia da amostra

Para analise dos resultados foi entdo construida uma curva de analitica, em

que foi possivel a obtencé&o do ICso, a partir da equagéo da reta.

Tornanda %@/6/0&0 %0/0//1&0



55

Foram realizados 3 ensaios independentes.

4.2.3. Preparo das emulsdes

A preparagédo de escolha para o estudo foi uma emulséo do tipo O/A utilizada
por Spagnol (2014), cuja férmula encontra-se descrita na Tabela 4. Para o preparo,
em escala laboratorial, os constituintes tanto da fase oleosa quanto da fase aquosa
foram pesados em balanca semianalitica, em béqueres distintos. A fase aquosa foi
entdo submetida a agitacdo mecanica manual para dispersdo dos constituintes e
formacdo de um gel, uma vez que sua composi¢cdo apresenta um espessante
hidrofilico sintético, o Sodium Polyacrylate. Ambas as fases foram entdo aquecidas
em torno de 60-70°C para completa solubilizagcdo dos componentes, e, por mistura
direta, a fase oleosa foi vertida na fase aquosa (uma vez que o contrario ndo seria
viavel devido a formacéo do gel), sob agitacdo, para total homogeneizacado. Para a
emulsdo contendo AU (EM-AU), a MPAU foi adicionada a fase oleosa, na
concentracdo de 1,5 %. Também foi preparada uma emulsdo base (EM-BS), sem AU,

para fins comparativos.

Tabela 4. Férmula da emulsao utilizada

INCI name %

Cetearyl Alcohol 4,0
Ceteareth — 20 2,0
Ethylhexyl Stearate 1,5
Glyceryl Stearate 1,0
Propylene Glycol 3,0
Dissodium EDTA 0,05
Methylparaben 0,18
Propylparaben 0,02

Sodium Polyacrylate (Rapithix™ A-100) 1,5
Water g.s.p. 100

Fonte: Spagnol, 2014.
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As emulsdes obtidas foram analisadas a partir de suas caracteristicas fisico-
qguimicas a 25 °C, como pH (solucdo a 10% em pHmetro digital), viscosidade (medicéo

direta com viscosimetro, spindle TE (#95) a 25 rpm) e caracteristicas microscépicas.

4.2.4. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para quantificacao

de AU em emulsao

4.2.4.1. Desenvolvimento de metodologia analitica por CLAE

A utilizacdo de metodologias analiticas é uma ferramenta de grande
importancia tanto no controle de qualidade, como no desenvolvimento de novos
produtos. Sendo assim, foi desenvolvida uma metodologia analitica para identificacao
e quantificacdo do AU na preparacao cosmeética utilizada (emulséo dermocosmética),
a fim de auxiliar no desenvolvimento do projeto.

Para o desenvolvimento da metodologia analitica por CLAE, previamente foi
realizada uma varredura na regido UV em espectrofotdbmetro, de solu¢cdes de MPAU
e PDAU, na concentracdo de 600 pg/mL, para a escolha do comprimento de onda a
ser utilizado no cromatografo liquido.

O desenvolvimento da metodologia por CLAE foi realizada em cromatografo
liquido PDA analitico- Perkin Elmer Flexar, constituido por desgaseificador, sistema
quaternario de bombeamento, injetor manual de 6 vias Rheodyne, forno de coluna,
detector PDA com cela analitica (190-700 nm) e detector UV-VIS com cela
preparativa, representado na Figura 8, utilizando coluna RP18 (XDB, 4,6 x 250 mm, 5
um, Waters), A=210 nm, e volume de injecdo de 20 uL (Laboratério de Pesquisa
Multiusuario).

Foram preparadas duas solucdes estoque de concentracdo 1200 pg/ml cada
uma, a partir da dissolucdo de 0,12 g de MPAU e PDAU em 100 mL de etanol grau
HPLC. As amostras finais, injetadas no equipamento foram preparadas diluindo-se
aliquotas da solucéo estoque em baldo de 5 ml com etanol, e filtrando-as com filtro
hidrofébico de PTFE 0,22 um. As concentracdes finais obtidas foram de 50, 100, 200,
400, 600, 800 e 1000 pg/mL para MPAU, e 600 pg/mL para PDAU.

Como fase movel foi utilizada dgua ultrapura Mili- Q® acidificada com éacido

acético glacial grau HPLC, e etanol grau HPLC.
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Para obtencao da condicdo que exibisse menor tempo de analise, diminuicao
de danos a coluna cromatografica e melhor perfil cromatografico (6tima separacao de
compostos e pico e linha de base com boa resolu¢éo), diferentes parametros foram
sendo modificados, tais como preparo da amostra, concentragdo da amostra, vazao,

proporcao da fase movel e acidificacdo da agua.

Figura 8. Cromatografo Liquido Perkin EImerEIéxar

Fonte: Laboratdrio de pesquisa multiusuario

O processo de validagdo de amostras, metodologias, equipamentos entre
outros requer diferentes tipos de ensaios e parametros a serem seguidos a fim de
garantir a qualidade e confiabilidade do sistema, para que assim possam fornecer
dados com alto grau de precisao e exatidao. O teste de conformidade do sistema é
parte integrante do processo de validacdo e pode variar de acordo com o sistema que
desejasse trabalhar, sendo fundamental o uso de farmacopeias para auxiliar da
definicdo dos parametros a serem utilizados (RIBANI et al.,2004; ICH, 2005;).

Para a qualificacédo de um sistema de CLAE, diversos parametros podem ser
utilizados para verificar a conformidade do sistema, como fator de retencéo (k), fator
de alargamento (Tr), nUmero de pratos (N), entre outros. Dessa forma, para andlise
do sistema cromatografico foram selecionados os seguintes parametros: volume vazio
(W), tempo de retencéo (Tr), area do pico, fator de retencao (K), fator de alargamento
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(Tr), fator de assimetria (As) e numero de pratos (N), calculados com base na média
dos valores obtidos em trés cromatogramas de solu¢cbes com concentracdo 600
pg/mL.
Para o calculo dos parametros selecionados foram utilizadas as Equacdes 7,
8,9,10e 11 (USP).
Vo =TyxF (7)

K — (TR _TV) (8)
Ty

Em que:
Tv = tempo do volume vazio
F = vazao (mL/min)

Tr= "% (9)

Ag = Wo1— fo,1) (10)
foa

Em que:

Wo,05 = largura do pico a 5 % da altura;

Wo,1= largura do pico a 10% da altura;

f = largura medida do inicio do pico até o meio dele (parte
frontal do pico).

N = 5,54 (;—:0)2 (11)

Em que:
Wso = largura do pico na metade da altura

4.2.4.2. Validagdo da metodologia desenvolvida

A metodologia desenvolvida foi validada em cromatégrafo liquido Perkin Elmer
Flexar, com desgaseificador, sistema de bombeamento, injetor manual e detector UV-
VIS, utilizando software Chromera® verséo 3.4.0.5712.

Os parametros adotados para validacdo da metodologia desenvolvida foram:

linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificagdo, precisdo, exatidao,
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seletividade e robustez, segundo legislacédo vigente do ICH e ANVISA (ICH, 2005;
BRASIL, 2017).

4.2.4.2.1. Linearidade

A partir de uma solucdo estoque de concentracdo 1200 pg/mL, foram
preparadas 5 solucdes diluidas de MPAU: 200, 400, 600, 800 e 1000 pg/mL, em
triplicata cada uma, em trés ensaios independentes. Todas as solucdes foram
preparadas com 0s mesmos constituintes e propor¢cédo da fase movel, isto €, etanol:
agua acidificada com acido acético a 1% - 85:15 (inclusive as solu¢cbes dos outros
parametros adotados). A relacéo linear foi demonstrada através da resposta analitica
proporcional individualizada de cada concentracdo utilizada, com limite de desvio
padrao relativo de 5%. Os dados utilizados foram resultado da média dos trés ensaios,
demonstrados através de gréaficos da &rea de pico versus concentracdo do AU, grafico
de residuos com andlise estatistica, equacao de regressédo de y em X, coeficiente de

determinacao e significancia do coeficiente angular.

4.2.4.2.2. Limite de deteccao

O limite de deteccéo (LD) representa a menor quantidade detectavel de um
analito em determinada amostra. Para o célculo do LD do AU na amostra foi utilizada
a Equacéo 12, a partir da média dos resultados das trés curvas analiticas obtidas na
linearidade (ICH, 2005).

DPa X3,3
IC

LD =

(12)

Em que:
DPa = desvio padrdo da média das intersec¢des com 0 eixo y;
IC = inclinagdo média das curvas analiticas.

4.2.4.2.3. Limite de quantificacéo
O limite de quantificacdo (LQ) pode ser definido como a concentracdo mais
baixa do analito que pode ser determinada com precisao e exatiddo aceitaveis em

condicdes experimentais. Para o célculo do LQ do AU na amostra foi utilizada a
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Equacédo 13, a partir da média dos resultados das trés curvas analiticas obtidas na
linearidade (ICH, 2005).

DPa x 10
IC

LQ = (13)

Em que:
DPa = desvio padréo da média das intersec¢cées com o eixo y;
IC = inclinacdo média das curvas analiticas.

4.2.4.2.4. Preciséo

Para estudo da preciséo foram preparadas sete solucbes de AU com
concentracdo de 600 pg/mL (escolhida por ser o meio da curva analitica obtida no
estudo de linearidade), a partir de uma solucéo estoque de 1200 pg/mL. Dessa forma,
o parametro foi avaliado através da repetibilidade intradia (proprio analista), em que
as sete replicatas foram analisadas sob as mesmas condi¢cdes experimentais e no
mesmo dia; e da precisdo intermediaria (entre analistas), em que cada analista
preparou e analisou sete replicatas em dias diferentes, sob as mesmas condicdes
experimentais.

Os resultados foram verificados por meio do desvio padrao relativo (DPR), com
valor maximo fixado em 5%, definido de acordo com a finalidade da metodologia, tipo
de amostra e concentracdo do analito. Além disso, foi realizada analise estatistica
para os resultados obtidos entre analistas a fim de verificar possiveis diferencas. O
calculo do DPR esta demonstrado na Equacéo 14 (ICH, 2005).

DPR = 22%100 (14)
CMD

Em que:
DP = desvio padrdo das amostras;
CMD = concentragdo média das amostras.

42.4.25. Seletividade
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A seletividade do método foi avaliada através da identificacdo qualitativa de
interferentes de matriz e de produtos de degradacao presentes nos cromatogramas
obtidos a partir da submissao das amostras ao método desenvolvido.

Para avaliar a presenca de componentes da matriz, trés solugbes foram
submetidas ao método: a) solucéo placebo (SPch), preparada a partir da diluicdo em
fase movel de uma solucéo estoque de emulséo; b) solucédo padrdo de AU (SPd) a
600 pg/mL, preparada a partir da diluicdo em fase mdvel de uma solucao estoque de
MPAU a 1200 pg/mL; c) solugdo amostra (SAm) a 600 pg/mL de AU, preparada a
partir da diluicdo em fase movel da solucéo estoque contendo emulsdo e da solucao
estoque de AU a 1200 pug/mL. Obs.: antes da diluicdo das solucdes estoque contendo
emulsdo foi realizada filtracdo com papel de filtro. Antes de serem injetadas no
equipamento as solugdes finais foram filtradas em filtro de seringa de 0,22 um.

Na avaliacdo da presenca de produtos de degradacdo, uma aliquota de uma
solucéo estoque de MPAU a 1200 pg/mL foi diluida para 600 pg/mL e submetida a
condicBes estresse, a fim de forcar a obtencdo de subprodutos de degradacédo que
pudessem causar interferéncia nas analises. As condicfes estresse utilizadas,
submetidas a uma temperatura de 80 °C, foram solucéo acida de HCI 0,01 mol/L (pH=
3,0), solucéo basica de NaOH 0,1 mol/L (pH= 10,0), solucéo de peréxido de hidrogénio
a 3%, luz UV e agua a 80 °C, por um periodo total de 48 horas, em que foram feitas
coletas nos tempos 0, 2, 4, 8, 24 e 48 horas. As solu¢des coletadas foram filtradas em
filtro de seringa e injetadas no cromatografo.

Os cromatogramas obtidos foram avaliados através de sobreposicdo dos

cromatogramas dos tempos 0, 8, 24 e 48 horas.

4.2.4.2.6. Exatidao

Por se tratar de uma metodologia proposta para um analito em uma matriz
complexa (emulséo), a exatiddo foi avaliada por meio de ensaio de recuperacéo,
seguindo método de adicdo de quantidades conhecidas de “padrdo” a amostra (no
caso, a emulsdo). Para realizacdo do ensaio, trés concentracdes relativas a curva
analitica de linearidade da metodologia foram escolhidas como concentracdes finais
a adicdo de padréo: 480 pg/mL (R1- 80%), 600 pg/mL (R2- 100%) e 720 pg/mL (R3-
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120%), contemplando assim o que se pede nos compéndios oficiais (concentracao
baixa, média, alta).

Para realizagdo do experimento, duas solugbes estoque foram preparadas: a)
50 mL de solucao padréo (Pd), contendo MPAU a 1200 pg/mL; b) 50 mL de solucéo
amostra (Am) contendo 1,2 g de emulsdo (correspondente a uma quantidade de
emulsao preparada com AU a 1200 pg/mL). O preparo de 10 mL das solu¢des diluidas
seguiu-se adicionando volumes crescentes de solugdo estoque Pd a um volume
constante de solucdo estoque Am (completos com fase moével quando necessario),

como demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5. Preparo das solucdes diluidas para analise da exatidao.

Concentragéao final

Volume de solugdo Volume de solugéo de AU no baldo

estoque Am (mL) estoque Pd (mL)

(hg/mL)
Pd - 5 600
R 4 4 480
R; 4 5 600
Rs 4 6 720

Fonte: autor

As solucdes foram preparadas em triplicata e ap0s preparo foram filtradas em
filtro de seringa. Para cada concentracdo foram calculados os DPR, com méaximo de
5% e a porcentagem de recuperacao, podendo variar de 95 a 105%. Foram realizados
3 ensaios em dias diferentes, e as recuperacdes finais R1, R2 e R3 foram obtidas
pelas recuperagdes médias de cada dia. Essas recuperagdes finais foram utilizadas
no calculo do DPR final, com maximo fixado em 5%.

A recuperacdo média foi obtida através da Equacéo 15.

CME

Rec. (%) = ?Xloo (15)

Em que:
CME-= concentracdo media experimental
CT= concentragédo tedrica

42.4.2.7. Robustez
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A robustez da metodologia desenvolvida foi avaliada realizando-se
modificacdes nas condicbes cromatograficas estabelecidas no método. Para isso,
foram preparadas solu¢des com concentracdo de 600 pg/mL as quais foram testadas
para cada nova condicéo, em triplicata. As condi¢Oes alteradas foram:

» Vazéao da fase moével: 0,58 mL/min; 0,60 mL/min; 0,62mL/min;

» Proporcao de fase mével: etanol: agua acidificada 87: 13; 85:15; 83:17;

> Marca do etanol: J.T Baker® e Applichem®;

» Comprimento de onda: 208 nm; 210 nm; 212 nm;

> Marca da coluna: Waters® e Phenomenex®.

Para analise dos resultados obtidos foi calculado o DPR entre amostras
submetidas a mesma condicdo, o DPR da média de cada condicdo (relativo a
concentracéo de 600 pg/mL) e o DPR da porcentagem relativa a concentracao tedérica
obtida em cada condicdo. Para todos os DPR foi estabelecido o valor maximo de 5%.

4.2.5. Avaliagdo da estabilidade das emulsdes

A estabilidade das emulsfes preparadas foi avaliada através da estabilidade
preliminar, segundo sugestdes do Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos da
ANVISA de 2004 e ISAAC et al. (2008), com adaptacdes.

ApoOs o preparo, a EM- BS e a EM- AU foram acondicionadas em 5 frascos de
vidro de 30 mL cada um, para que fossem expostas a condi¢des extremas, como
temperatura elevada (estufa a 40 °C), temperatura baixa (geladeira a 5 °C), radiacao
luminosa indireta e ciclos de congelamento e descongelamento. Uma amostra de cada
emulsao foi deixada em temperatura ambiente, ao abrigo de luz, para comparacao.

Para a analise das amostras foram avaliadas caracteristicas organolépticas,
como aspecto, cor e odor e caracteristicas fisico-quimicas, tais como pH, viscosidade
e teor, em triplicata.

O ensaio de estabilidade teve inicio 24 horas apés o preparo das amostras (T0),
ou seja, em T1, e teve duracdo de 15 dias, sendo que as amostras foram analisadas
a cada 3 dias (T1, T3 T6, T9, T12 T15), com excecdo das amostras do ciclo de

congelamento e descongelamento que foram submetidas a ciclos de 24 horas,
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durante 12 dias (6 ciclos), tendo sido analisadas no T1 e no T12 . Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata.

Para andlise dos resultados foram construidos graficos para cada caracteristica
avaliada, em funcdo dos tempos de analise, para uma melhor visualizacdo dos
resultados. Também foi realizado estudo comparativo dos resultados obtidos na
analise de teor da amostra por estatistica ANOVA. As comparac¢des foram embasadas
entre o teor dos tempos analisados da EM-AU, a fim de avaliar se houve estabilidade
do ativo na formulacgéo. A referéncia para as andlises foi com relacdo a T1.

4.2.5.1. Teste de centrifugacédo

O teste de centrifugacao foi realizado em T1, antes do inicio das analises da
estabilidade, para avaliacdo de sinais de instabilidade, tais como separacéo de fase,
coalescéncia, precipitacdo, entre outros. Para tanto, aproximadamente 5 g de cada
amostra foram colocados em tubos Falcon de 15 mL, e submetidas a centrifugacao a
3000 rpm, por 30 minutos (BRASIL, 2004; ISAAC et al., 2008).

4.2.5.2. Determinacao de pH
Para a determinacdo do pH das amostras, foram preparadas dispersdes a
aguosas com as emulsdes a 10%. O pH foi determinado em pHmetro, pela inser¢éo

do eletrodo nas dispersfes por aproximadamente 1 min (ISAAC et al., 2008).

4.2.5.3. Determinacgao da viscosidade

A viscosidade das amostras foi determinada em viscosimetro digital, com
rotacao de 25 rpm, utilizando spindle TE (#95), durante 1 min. O spindle foi escolhido
devido ao seu tamanho ser compativel com o diametro dos frascos utilizados e, sendo
assim, a rotagdo empregada baseou-se na resisténcia do spindle de escolha. As

triplicatas foram realizadas em 3 pontos distintos da amostra.

4.2.5.4. Determinacgéo do teor de AU

O teor de AU nas amostras de EM-AU foi determinado no inicio, meio e fim da
estabilidade, ou seja, em T1, T9 e T15, através do método desenvolvido por CLAE.
Para o preparo das amostras a serem injetadas no cromatégrafo, previamente foi
preparada uma solucéo estoque com a emulséo, em que 1g da emulsao foi diluida em

10 mL de solvente (mesmos constituintes e propor¢cdo da fase movel), obtendo-se
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dessa forma, uma solugcéo com concentracdo de AU de 1500 pg/mL. Esta solucéo foi
entdo filtrada em papel de filtro, e uma aliquota foi diluida em 5 mL de solvente,
obtendo-se assim uma solugédo com concentragao de 600 pg/mL, que foi filtrada em
filtro de seringa de 0,22 um e injetada no equipamento. A analise dos resultados foi

realizada utilizando a equacao da curva analitica de linearidade do método.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizacdo de MPAU

5.1.1. Identificacdo qualitativa do AU por espectroscopia naregiao IV
Os espectros de infravermelho obtidos para o PDAU e para a MPAU foram
dados através da transmitancia (%) versus nimero de onda (cm™) e podem ser

observados nas Figura 9 e Figura 10, respectivamente.
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Figura 9. Espectro de absorcao IV de PDAU

Fonte: autor
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Figura 10. Espectro de absorcéo IV de MPAU

Fonte: autor

Observando os espectros de IV obtidos tanto para PDAU quanto para MPAU,
€ possivel notar caracteristicas marcantes dos tipos de vibragdes presente dos grupos
funcionais da molécula de AU. A banda forte presente em torno de 1718 cm™ é
representativa da ligacdo C=0 de &cidos carboxilicos, que pode ser observada da
faixa de 1730 a 1700 cm. J& o estiramento O-H também de acidos carboxilicos é
representado por uma banda larga que vai aproximadamente de 3400 a 2400 cm™ e
é centrada por volta de 3000 cm™, sendo que esse tipo de vibracdo se sobrepde as
vibracBes C-H, o que pbde ser observado nas amostras testadas. Os estiramentos C—
H (sp®) estdo presentes na maioria dos espectros de compostos organicos e aparecem
na regido que compreende 3000 a 2850 cmt, como também pode ser observado. Ja
os dobramentos CH2 que ocorrem por volta de 1465 cm™ também se mostraram
presentes nos espectros analisados (PAVIA et al., 2010; ANTONIO et al., 2017).

A fim de comprovar a pureza da amostra utilizada nos ensaios seguintes
(MPAU) os espectros foram sobrepostos para comparacgao dos resultados, como pode
ser observado na Figura 11. A sobreposicdo demonstrou que as amostras sao
equivalentes.
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Figura 11. Sobreposicao dos espectros IV de PDAU e MPAU

Fonte: autor

5.1.2. Avaliacado da solubilidade do AU

A fim de diminuir o gasto tanto de soluto, quanto de solvente, as quantidades

foram ajustadas proporcionalmente, utilizando 10 mg de AU como referéncia, ao invés

de 1g. Os resultados obtidos

foram embasados nos termos descritivos da

Farmacopeia Brasileira (2010) e podem ser observados no Quadro 4.

Quadro 4. Solubilidade do AU frente a solventes diversos

Solvente Solubilidade (termo descritivo)
Agua Praticamente insoltvel (acima de
100 ml)
Etanol Pouco soluvel (até 10 ml)
Metanol Ligeiramente soltvel (até 1ml)
Dimetilsulfoxido Ligeiramente soltvel (até 1 ml)
(DMSO)
Acetato de etila Pouco soluavel (até 10 ml)
Cloroférmio Pouco soluvel (até 10 ml)
Acetonitrila Muito pouco soluvel (até 100 ml)

Fonte: autor
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A solubilidade de uma substancia pode ser definida como a quantidade maxima
capaz de ser solubilizada em determinado solvente, segundo sua polaridade. A
solubilidade reportada nas monografias oficiais de farmacos (farmacopeias)
geralmente indica a solubilidade do farmaco a 25 °C, utilizando a &gua como solvente
de referéncia. Para o controle de qualidade de farmacos, esse parametro qualitativo
deve ser utilizado como complemento de outras andlises. Dessa forma, a solubilidade
do AU foi investigada a fim de auxiliar na identificacdo qualitativa da MP utilizada, e
na escolha dos solventes a serem utilizados nos ensaios realizados (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; ATKINS et al., 2012; SPAGNOL, 2014).

Segundo o Merk Index (2001), o AU ¢ ligeiramente soluvel em metanol (1 parte
em 88 partes), pouco solavel em etanol (1 parte em 178 partes), pouco solivel em
cloroférmio (1 parte em 388 partes) e insolivel em &gua, confirmando assim a
solubilidade testada do AU. Além disso, também foi observado nos testes realizados,
gue o AU se demonstrou ligeiramente solivel em DMSO, pouco solavel em acetato
de etila e muito pouco soluvel em acetonitrila.

Assim, a &agua foi considerada como o solvente menos indicado para ser
utilizado nas metodologias analiticas utilizadas, uma vez que o ativo em estudo é
praticamente insolUvel nesse solvente, podendo comprometer a eficiéncia do teste.
Por esse motivo, os solventes de escolha foram o metanol, DMSO e preferencialmente

o etanol, por ser considerado um solvente menos téxico.

5.2. Avaliacao da eficacia e da citotoxicidade “in vitro” do AU
5.2.1. Avaliacao da atividade antioxidante

5.2.1.1. Método de inibi¢cédo do radical DPPH*

Na literatura existem diversos meétodos para avaliacédo da atividade antioxidante
de ativos. O método de inibigdo do radical livie DPPH* € um deles e baseia-se reducéo
do radical (evitando assim sua oxidagdo) através de moléculas doadoras de
hidrogénio, passando da cor violeta para uma cor residual amarelo-claro. Essa
alteracdo de cor produzida também gera decréscimo na absorbancia da amostra.

Assim, com a finalidade de comprovar dados da literatura referentes a capacidade
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antioxidante do AU, o método em questao foi escolhido por se tratar de um método

relativamente simples e eficaz, facilmente reprodutivel e de baixo custo. Os tubos

reacionais do ensaio realizado com AU estdo representados na Figura 12

(MOLYNEUX, 2004).

Figura 12. Tubos reacionais do AU frente ao DPPH"

Fonte: autor

Para andlise dos resultados obtidos, foram construidas curvas de analiticas

tanto para o AU, como para o padrao de referéncia utilizado (AA), contendo a equacéo

e 0 R?2de cada reta correspondente, sendo possivel, desta forma, o calculo da ICso de

DPPH* para os dois ativos, como pode ser observado nas Figura 13 e Figura 14.
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Figura 13. Curva analitica do AU para a porcentagem de inibicdo de DPPH"

Fonte: autor
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Figura 14. Curva analitica do AA para a porcentagem de inibicdo de DPPH"

Fonte: autor

5.2.1.2. Método de inibicdo do radical ABTS™

Outro método colorimétrico bastante utilizado na avaliacdo da atividade
antioxidante de compostos, por ser simples e de baixo custo, € o método de inibicédo
do radical ABTS™*. O principio do método baseia-se na reducédo do radical a partir de
uma molécula com forte potencial oxidativo (antioxidante), produzindo alteracdo de
cor e diminuicdo de absorbancia. Assim, o ABTS* na auséncia de antioxidante
apresenta uma coloracdo azul esverdeado, e a medida que é submetido a um
antioxidante, ele se reduz, tornando-se mais claro, até chegar a incolor. Na Figura 15
€ possivel observar a alteracdo de cor do ABTS™ frente a diferentes concentracdes

de AU na amostra (EREL, 2004).
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Figura 15. Tubos reacionais do AU frente ao ABTS™*

Fonte: autor

As curvas analiticas para analise dos resultados do AU e do padrdo de

referéncia (AA) frente ao ABTS™ foram construidas a partir da porcentagem de

inibicdo do radical versus concentracdo do ativo, e estdo demonstradas nas Figura 16

e Figura 17. Para o célculo da ICso de radical foram utilizadas as equag0des referentes

a cada curva analitica.
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Figura 16. Curva analitica do AU para porcentagem de inibicdo do ABTS"*

Fonte: autor
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Figura 17. Curva analitica do AA para porcentagem de inibicdo do ABTS"*

Fonte: autor

Através dos ensaios realizados para atividade antioxidante empregando o0s
radicais DPPH* e ABTS™, foi possivel comprovar o potencial antioxidante do AU, em
uma faixa de concentragao que variou de 22,47 pg/mL a 500 pg/mL. Comparando os
resultados obtidos entre AU e AA, foi possivel observar que para inibir 50% do radical
DPPH-" foi necessaria uma concentracao de 235,61 pg/mL de AU e 6,01 ug/mL de AA;
para inibir 50% do radical ABTS™ foi necessaria uma concentracdo de 107,17 pug/mL
de AU e 2,33 pg/mL de AA, ou seja, 0 AA foi capaz de inibir a mesma porcentagem
de DPPH" e ABTS™ em concentra¢cdes mais baixas que o AU, 0 que representa uma
poténcia de aproximadamente 40 vezes mais, tanto para o ensaio com DPPH’, quanto
para o ensaio com ABTS. Além disso, também foi possivel observar que os resultados
obtidos para o ensaio com DPPH® foram proporcionalmente maiores do que 0s
resultados obtidos com o ensaio com ABTS™ tanto para o AU, como para o AA (em
aproximadamente 2,5 vezes), devido as diferencas estruturais entre as moléculas dos

radicais, demonstrando assim coeréncia entre os resultados obtidos.

5.2.2. Avaliacao da atividade despigmentante
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O processo de sintese e deposicdo de melanina no corpo humano apresenta
varias etapas, em algumas das quais se utiliza a enzima tirosinase como catalisador.
Uma delas € a reacao de oxidacao da L-dopa a dopaquinona que gera pigmentos de
cor castanho. O método utilizado apresenta como principio avaliar a capacidade de
um composto em inibir a tirosinase na reacao de oxidacdo da L-dopa catalisada pela
enzima, fazendo com que o meio reacional deixe de apresentar a cor castanho
(KHAZAELI et al., 2009).

Na Figura 18 estad demonstrada a microplaca reacional do ensaio com
tirosinase e L-DOPA frente ao AU. E possivel observar que conforme a concentracio
de AU nos pocos aumenta, a cor castanho vai se tornando proporcionalmente menos
intensa, até se tornar incolor, evidenciando dessa forma, o potencial despigmentante
do AU na inibicdo da enzima tirosinase, em uma ampla faixa de concentracdo que
variou de 0,033 a 0,533 mg/mL.

Figura 18.Placa reacional do ensaio com tirosinase e AU

Fonte: autor

Aa curvas analiticas do AU e do padrao de referéncia, AA, para analise dos
resultados foram construidas a partir da porcentagem de inibicdo da tirosinase versus
concentracdo do AU, e estdo demonstradas nas Figura 19 e Figura 20. Para calcular
a ICso de AU e de AA para tirosinase foram utilizadas as equacgdes referentes a cada
curva analitica. As ICsp obtidas para o AU e para o AA demonstraram que a quantidade
necessaria para inibir 50% da tirosinase é aproximadamente 4,5 vezes maior para o
AU em comparagao com o AA.
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Figura 19. Curva analitica do AU para porcentagem de inibicdo da tirosinase

Fonte: autor
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Figura 20. Curva analitica do AA para porcentagem de inibi¢cdo da tirosinase

Fonte: autor

Apesar da diferenca verificada tanto nos ensaios para atividade antioxidante,
guanto para o ensaio de atividade despigmentante, o AA apresenta desvantagem
guando incorporado em preparagdes cosméticas, em razao de sua baixa estabilidade,
principalmente em emulsdes. A grande vantagem do AU com relagéo ao AA reside no
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fato de, além de potencial antioxidante e despigmentante comprovados, serem
reportadas outras atividades a ele, tais como atividade antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antineoplésica, entre outras (como exemplificado no Quadro 1), o que o
torna um ativo interessante para o0 desenvolvimento de cosmeéticos grau 2
multifuncionais. Além disso, o uso do AU em formulagcbes cosmeéticas € pouco
explorado, e em associacdo com outros ativos antioxidantes poderia proporcionar um
aumento da poténcia antioxidante, resultando em um produto com caracteristica

antioxidante maior do que a existente atualmente no mercado.

5.2.3. Avaliacao da atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana de compostos pode fornecer
informagdes importantes para o desenvolvimento de novos produtos capazes de
proporcionar maior seguranca microbiolégica, bem como produtos mais eficazes no
combate a determinadas patologias causadas por bactérias. Assim, as cepas
utilizadas foram escolhidas com base na legislacdo vigente para controle
microbiolégico de produtos cosméticos (BRASIL, 1999).

Para realizacdo do ensaio, diversas concentracdes foram previamente
testadas, a fim de se encontrar concentracdes efetivas na inibicdo do crescimento
microbiano. Assim, depois de definidas as concentracdes, todos 0s po¢os contendo
solugdo amostra de MPAU de todas as placas foram preparadas igualmente, a partir
da diluicdo da solucdo estoque de MPAU (400 pg/mL) nos pogos. As concentracoes
finais obtidas a partir da diluicdo seriada, dos pocos E, F, G e H das placas estéo

representadas na Tabela 6.
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Tabela 6. Concentracdo de AU nos pocos reacionais do ensaio antimicrobiano

Identificacédo poco Concentracao AU (ug/mL)
1 100,00
2 50,00
3 25,00
4 12,50
5 6,25
6 3,13
7 1,56
8 0,78
9 0,39
10 0,19
11 0,10
12 0,05

Fonte: autor

Para revelacdo das microplacas foi escolhido o revelador resazurina, um
indicador de viabilidade celular muito utilizado em estudos de crescimento celular por
se tratar de um corante que proporciona revelacdo dos resultados de forma mais
rapida se comparado com outros reveladores que possuem a mesma finalidade, ser
mais sensivel a microrganismos pouco redutores e pela facilidade na sua utilizacéo.
A resazurina € um corante 6xido- redutor de coloracdo azul que atua como aceptora
de elétrons na cadeia respiratoria da mitocéndria de células viaveis, tornando-se rosa
com certa fluorescéncia ao ser reduzida a resorufina devido a presenca das
desidrogenases (mitocondriais) que geram um ambiente redutor, indicando assim a
viabilidade celular (BUENO et al., 2002; RIBEIRO et al., 2004).

Para uma analise mais completa, os resultados foram analisados através de
um screening das CIM e CBM do AU, ou seja, as concentragcdes minimas necessarias
para inibicdo de crescimento e para morte celular, respectivamente. Os resultados
obtidos no ensaio com as microplacas de 96 pocos (CIM), juntamente com 0s
resultados observados nas placas de Petri (CBM) estdao demonstrados nas Figura 21

a Figura 24.
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- e b
Figura 21. Ensaio de CIM em microplaca (a) e CBM em placa de Petri (b) do AU frente
acepa S. aureus.

Fonte: autor

&
{
=

a cepa S. epidermides.
Fonte: autor

Figura 23. Ensaio de CIM em microplaca (a) e CBM em placa de Petri (b) do AU frente
a cepa E. coli.
Fonte: autor
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Figura 24. Ensaio de CIM em microplaca (a) e CBM em placa de Petri (b) do AU frente

a cepa P. aeruginosa.
Fonte: autor

Para a cepa S. aureus a inibicdo do crescimento microbiano em microplaca
pdde ser observada até o terceiro poco, indicando para o AU uma CIM de 25 pug/mL
(Figura 21a); ja para placa de Petri, o crescimento bacteriano pdde ser observado a
partir do terceiro quadrante, indicando uma CBM de 50 pg/mL (Figura 21b).

No caso de S. epidermides a inibicdo do crescimento em microplaca ocorreu
até o terceiro poco, indicando para o AU uma CIM de 25 pg/mL (Figura 22a); para
placa de Petri o crescimento bacteriano ocorreu a partir do terceiro quadrante,
demonstrando uma CBM de 50 pg/mL (Figura 22b). Porém nessa placa houve inibicdo
de dois pocos da linha B (controle de crescimento bacteriano), podendo indicar uma
possivel contaminagdo cruzada; também houve inibicdo de crescimento de quatro
pocos da linha C (controle de solvente), podendo o resultado final dos pogos contendo
amostra ter sido influenciado por este fator.

Para a cepa de E. coli a inibicdo do crescimento microbiano em microplaca
ocorreu até o segundo poco, indicando para o AU uma CIM de 50 pug/mL (Figura 23a);
para ensaio em placa de Petri o crescimento bacteriano foi observado a partir do
terceiro quadrante (Figura 23b), indicando assim uma CBM de 50 pg/mL.

Na microplaca da cepa P. aeruginosa a inibicdo do crescimento microbiano foi
observada até o terceiro poco, indicando para o AU uma CIM de 25 pg/mL (Figura
24a); para placa de Petri o crescimento bacteriano foi observado em todos os
quadrantes (Figura 24b), ndo sendo possivel obter, dessa forma, um valor de CBM

para o AU nesse experimento. Nas microplacas desta cepa também ocorreu a inibicdo
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de dois pocos do controle de solvente, podendo ter influenciado no resultado final dos
poGos teste.

A investigacdo da atividade antimicrobiana do AU revelou que este ativo
apresenta forte potencial tanto para diminuicéo de crescimento bacteriano, como para
morte celular bacteriana, para todas as cepas testadas. Aligiannis et al. (2001) em seu
estudo com base em CIM de compostos vegetais propuseram uma classificacdo de
forca inibitoria, em que CIM até 500 pg/mL séo consideradas fortes; entre 600 e 1500
pug/mL sdo consideradas moderadas; e acima de 1500 pug/mL fracas. Além disso, 0s
estudos realizados por Duarte et al. (2014), Almeida et al. (2014), Santos et al. (2012)
e Rotava et al. (2009), em que foi investigada a atividade antimicrobiana de diversos
compostos naturais através de ensaios de CIM e CBM, revelou que em todos eles a
concentragéo requerida para inibigcdo das cepas utilizadas (na maioria destes estudos
as cepas utilizadas foram as mesas deste trabalho) € bem maior do que as obtidas
com o AU, revelando assim a vantagem do forte potencial antimicrobiano do AU em
comparacdo com outros compostos naturais. Desta forma, essa caracteristica
observada sugere, possivelmente, o uso do AU como um conservante cosmético,
isoladamente ou em associagcdo com outros antimicrobianos, a partir de ensaios mais
aprofundados para atividade antimicrobiana, como por exemplo, o teste desafio,
podendo permitir assim, uma possivel reduc¢do quantitativa ou qualitativa dos

conservantes sintéticos tradicionalmente empregados.

5.2.4. Avaliacdo do potencial citotoxico
A avaliacdo do potencial citotoxico proposto por Mosmann (1983) é um ensaio
colorimétrico que se baseia na reducéo do corante MTT (de coloracédo amarela) por
células vivas, formando cristais insoluveis de coloragéo violeta (MOSMANN, 1983).
Apoés diluicdo seriada da solucdo estoque de MPAU (100 pg/mL) em meio de

cultura, foram obtidas as concentragdes de acordo com a Tabela 7.
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Tabela 7. Concentracdo de AU nos pocos reacionais do ensaio com MTT

Identificacdo poco Concentracao AU (ug/mL)
B1i3 50,00
Cis 25,00
D13 12,50
Eis 6,25
Fi3 3,12
Gi3 1,56

Fonte: autor

O resultado colorimétrico obtido para o ensaio com o corante MTT pode ser

observado na Figura 25.

Figura 25. Placa reacional do ensaio de citotoxicidade com MTT
Fonte: autor

Através dos calculos realizados e da visualizacado colorimétrica da placa
reacional, representada pela Figura 25, ndo foi observada morte celular significativa
para as concentragfes testadas. Como a concentragdo maxima testada (50 pg/mL)
nao promoveu morte celular, ndo foi possivel a constru¢éo de uma curva analitica para
calculo da concentracdo necessaria para manter 50% de viabilidade celular (ICso).
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Uma proposta seria aumentar a concentracdo de AU para observar até qual
concentracédo ele seria considerado nao citotoxico, no entanto, a concentracédo de 50
pg/mL foi a maxima permitida para solubilizacdo do AU, j& que em concentragdes mais
elevadas ocorre precipitacdo do ativo na presencga de agua. Dessa forma, o resultado
foi avaliado qualitativamente e segundo a porcentagem de viabilidade celular
observada na maxima concentragao utilizada.

Apesar do ensaio nao ter abrangido os valores de ICso obtidos no estudo de
eficacia do AU (235,61 pg/mL para DPPH*; 107,17 pg/mL para ABTS™; 338,00 pug/Ml
para tirosinase), foi observado que a maxima concentracdo testada faz parte da faixa
de concentracdo efetiva do AU para os ensaios de atividade antioxidante e
despigmentante, além de abranger todas as concentracdes antimicrobianas efetivas
obtidas (50 e 25 pg/mL). Como a méaxima concentracdo testada ndo demonstrou
toxicidade alguma, é possivel que as concentracfes de ICso obtidas na eficacia do AU
também ndo sejam, por ndo serem tdo maiores. Porém, € necessaria uma nova

investigacao a partir de algum mecanismo que melhore a solubilidade do AU em agua.

5.3. Preparo das emulsdes

Como um dos objetivos deste trabalho foi avaliar o comportamento de uma
formulacdo emulsionada O/A contendo AU, decidiu-se trabalhar com uma férmula ja
estabelecida e estudada, descrita na Tabela 4, e que apresenta como caracteristicas
uma viscosidade suficiente para ser classificada como uma preparacdo denominada
“creme” e sensorial leve ao toque . Tal escolha baseou-se no fato de se tratar de uma
emulsado estavel, segundo Spagnol (2014) e Spagnol et al. (2017), e uma formulacéo
relativamente simples, com sensorial muito agradavel e concentracéo reduzida de
componentes oleosos (intencdo de uso facial), como € possivel observar no Quadro
5, construida com base na funcdo e composigédo percentual de cada componente da
formula. Além disso, € uma formulacdo que apresenta niumero reduzido de matérias-
primas, o que contribui para a minimizagéo de possiveis interferentes as analises a

serem realizadas.
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Quadro 5. Analise detalhada da emulsao utilizada

INCI NAME Funcao Composicéo (%)
Cetearyl Alcohol Agente de consisténcia 4,0
Ceteareth- 20 Tensoativo ndo- ibnico 2,0
Ethylhexyl Stearate Emoliente 15
Glyceryl Stearate Agente de consisténcia 1,0
Propylene Glycol Umectante e solubilizante 3,0
Dissodium EDTA Sequestrante/ antioxidante 0,05
Methylparaben Conservante antimicrobiano 0,18
Propylparaben Conservante antimicrobiano 0,02
Sodium Polyacrylate Espessante hidrofilico 15
Aqua g.s.p. Veiculo 100

Fonte: autor

Para a composicdo da fase graxa da emulsdo empregou-se alcool
cetoestearilico, um componente graxo nao téxico, muito utilizado em preparacdes
cosmeéticas e farmacéuticas emulsionadas de uso tépico, como agente de
consisténcia; o alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE, um tensoativo n&o ibnico,
amplamente empregado em sistemas emulsionados; o estearato de octila, um éster
de acido graxo (acido estearico) com alcool graxo (&lcool octilico) utilizado em
emulsdes como um emoliente capaz de proporcionar alta espalhabilidade e sensacéo
nao oleosa; e 0 monoestearato de glicerila, agente de consisténcia, considerado
atoxico e ndo irritante, e que auxilia na estabilidade da emulsdo (JUNGINGER, 1997,
ROWE et al., 2009; CORREA, 2012; SPAGNOL, 2014).

Ja a fase aquosa foi preparada com propilenoglicol, um agente umectante e
solubilizante e que no caso, foi utilizado para solubilizar os parabenos; poliacrilato de
sédio (Rapithix™ A-100), um polimero espessante hidrofilico, utilizado para garantir a
viscosidade sem a necessidade de incrementar a formula com materiais graxos que
possam comprometer o sensorial necessario para uso facial. Além disso, a presenca
deste material contribui para a estabilizacdo do sistema proposto; metilparabeno e
propilparabeno como conservantes antimicrobianos; e EDTA dissodico, um

sequestrante de metais e também antimicrobiano quando empregado em
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concentracdes iguais ou superiores a 0,1% (ROWE et al., 2009; SANFELICE et al.,
2010; CORREA, 2012; SPAGNOL, 2014).

A concentracdo proposta para o preparo da emulsao contendo AU foi del,5 %
de AU, baseando- se nos estudos de eficacia realizados e em concentracdes de ativos
normalmente propostas em formulagcbes cosméticas (ANCHISI et al., 2001;
SPAGNOL et al., 2017; SINGH et al., 2018).

A emulsao base (EM-BS) e a emulsdo contendo AU (EM-AU), bem como suas
caracteristicas fisico-quimicas podem ser observadas nas Figura 26 e Figura 27 e

Quadro 6, respectivamente.

Figura 26. Emulsdes preparadas sem AU (EM-BS) e com AU (EM-AU)
Fonte: autor

Quadro 6. Caracteristicas fisico-quimicas das emulsdes obtidas

Caracteristicas a 25 °C EM-BS EM-AU
Emulsao viscosa, Emulséo viscosa,
Aspecto ) )
homogénea, opaca, leitosa  homogénea, opaca, leitosa
Cor Branco leitoso Levemente palha
Odor Inodora Inodora
Viscosidade (mPa ou Cp) 7800 5700
pH (solucédo a 10%) 6,9 6,6

Fonte: autor
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Figura 27. Caracteristicas microscopicas de EM-BS (a) e EM-AU (b).

Através dos resultados apresentados, € possivel observar uma leve mudanca
de coloracdo da emulséo preparada com AU e uma solubilizacdo incompleta do ativo
na formulac&o, uma vez que a presenca de agua causa precipitacdo do mesmo. Além
disso, tal preparacdo apresentou menor viscosidade se comparada com EM-BS,
porém néao perceptivel a olho nu, o que pode ser justificado por uma possivel interacéo
do AU com o agente espessante Sodium Polyacrylate. O AU, por ser uma substancia
com carater acido pode interagir com o grupamento carboxilato de sédio presente no
espessante hidrofilico (estrutura representada pela Figura 28), mesmo considerando
sua baixa solubilidade em agua que nao garante sua completa dissociacao acida.

fCH2_(i\/Hi'n
G=0
O—Na

Figura 28. Estrutura quimica do Poliacrilato de Sodio.
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Com relacéo ao pH, foi observado um leve decréscimo comparado com a EM-
BS, o que pode ser explicado pela pouca solubilidade do AU na emulséo e ao fato de

ter caracteristica levemente acida por se tratar de um acido orgéanico.

5.4. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para quantificacao

de AU em emulsao

5.4.1. Desenvolvimento de metodologia analitica por CLAE

A fim de definir o comprimento de onda mais adequado a ser utilizado para
qguantificacdo do AU por CLAE, foi realizada uma varredura em espectrofotbmetro na
regido do UV com uma amostra de MPAU, como pode ser observado na Figura 29. O
espectro demonstrou 3 comprimentos de onda com absor¢do maxima, porém em
literatura s6 havia registros do comprimento de onda a 210 nm (a concentracao
utilizada foi definida utilizando o comprimento de onda de 329 nm a fim de abranger
toda a faixa de absortividade da molécula, com base na lei de Lambert- Beer, em que
a absorcéo é proporcional a concentracdo do analito e dessa forma, necessita estar
em uma faixa que vaide 0,2 a 1, para identificar e quantificar o analito com seguranca).
Para confirmacdo do resultado obtido com a amostra de MPAU, foi realizada uma
varredura com PDAU (na mesma concentracao utilizada), como pode ser observado
na Figura 30. O espectro resultante demonstrou apenas um comprimento de onda
maximo, em uma faixa de absor¢éo de aproximadamente 220 nm. Dessa forma, ficou
definido o comprimento de onda de 210 nm, observado em literatura, uma vez que o
comprimento obtido a 329 nm poderia ser de alguma impureza. Como o solvente
organico utilizado (etanol) apresenta absortividade maxima em regido UV a 205 nm,

nao iria interferir em uma analise por CLAE.
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Figura 29. Espectro UV de MPAU.

Fonte: autor
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Figura 30. Espectro UV de PDAU.

Fonte: autor
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Apos definicdo do comprimento de onda, as proporc¢des foram sendo testadas,
até a obtencdo de um cromatograma com melhor resolucéo, sendo que 85:15 (etanol:
agua acidificada a 1%) foi a que exibiu melhor perfil. O uso de &cido acético na fase
movel foi devido ao fato de manter o AU em sua férmula molecular e assim melhorar
os resultados e evitar danos a coluna. Posteriormente, para definir a faixa de
concentracdo a ser utilizada para a validacdo do método, algumas concentracdes
foram testadas em CLAE, como pode ser observado na Figura 31. A concentragcao de
200 pg/mL foi a que obteve um cromatograma com melhor resolucdo, sendo definida

entdo como a menor concentracéo de trabalho.

: 1\\ |‘ |1 \
Mo i [
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YUY i) \‘_N_/,,«-«/" “\MW )
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‘l} | \H\
1 |
|| |
| R
| = [ |
I |
200 pg/mL 800 pg/mL

Figura 31. Teste de concentracdes

Fonte: autor

A fim de confirmar o cromatograma obtido para MPAU e conferir maior

confiabilidade a MP utilizada, foi realizado um estudo por CLAE com PDAU em
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comparacdo com MPAU, demonstrado na Figura 32. E possivel observar que os

cromatogramas ficaram sobrepostos, conferindo assim confiabilidade a MP utilizada.

LEGENDA

MPAU
500 PDAU

Avsorbance (mAU)
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}—0433,
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F—4.881
b5 276
$— 5600
15
?, 433,
}—713%6mi
}—7525min
ki_

5
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Figura 32. Comparacdo dos cromatogramas das amostras de PDAU e MPAU

Fonte: autor

Como é possivel notar, os cromatogramas estavam apresentando uma inflexao
em aproximadamente 4 min. Entdo a forma de preparo das amostras foi alterada, e
elas passaram a ser preparadas com a mesma proporcdo e constituintes da fase
moével. O cromatograma final de uma amostra a 600 pg/mL esta representado na
Figura 33. O fluxo foi mantido a 0,6 mL/min uma vez que fluxos maiores causavam

aumento de pressédo no sistema, podendo afetar a coluna.
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Figura 33. Cromatograma final de MPAU 600 pg/mL

Fonte: autor

As condicbes cromatograficas que forneceram melhor adequabilidade do

sistema foram:

v" Vazéo: 0,6 mL/min;

Proporcao da fase movel: 85:15 (etanol: 4gua acidificada a 1%);
Concentracdo minima para boa resolucao: 200 pg/mL;
Comprimento de onda: 210 nm;

Tempo de reten¢do: 9,5 min

NN

Preparo de amostra: com mesmos constituintes e propor¢éo de fase mével.

Para verificar a conformidade do sistema, foi realizado teste de conformidade
do sistema através de diversos parametros, e o resultado pode ser observado Tabela
8. Os resultados obtidos estdo de acordo com os valores de referéncia preconizados
pelo ICH, uma vez que K> 2, Tr<2, As< 2 e N > 2000.
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Tabela 8. Resultados obtidos para conformidade do sistema

Tr ‘ : Vv
(min) Area pico K TF (mL) As N
Média 9,50 9591414,84 2,62 1 1,56 1 3105,26
PRR 0,54 2,49 0,87 0 0,43 0 1,09
(%)

Fonte: autor

Em comparacdo com as metodologias analisadas na literatura (Quadro 2), a
metodologia proposta neste trabalho apresenta a grande vantagem de utilizar os
preceitos de quimica verde, uma vez que faz uso de solventes considerados verdes
(etanol, 4gua e acido acético), com um baixo volume de vazédo e tempo reduzido de
analise. Sendo assim, gera menos poluentes e confere maior seguranc¢a ao analista,
além de ser mais barato. Além disso, o menor tempo de retengcdo comparado com as

metodologias disponiveis em literatura, o torna interessante para uso.

5.4.2. Validagcao da metodologia desenvolvida

5.4.2.1. Linearidade

A linearidade foi obtida por meio de curva analitica de concentracdo versus area
do pico, sendo avaliada a partir de 5 pontos compreendidos entre a concentracao de
200 pg/mL e 1000 pg/mL como preconizado na legislacao vigente, e a representacao
grafica pode ser observada na Figura 34. Os dados foram apresentados com desvio
padrdo e demonstraram-se lineares e homocedasticos, com r>= 0,9996 e r = 0,9997.
O valor de significancia do coeficiente angular (15092,10) foi de 1,41853E-18
(<<<0,05).
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Fonte: autor
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Além disso, os valores obtidos na curva analitica final foram analisados através

de estatistica ANOVA (Tabela 9) que demonstrou que entre as concentracdes houve

diferenca estatistica significativa para o valor de area, uma vez que F calc. (1277,66)

foi maior do que o F tab. (3,48). A andlise da regresséo linear também demonstrou

diferenca estatistica significativa, uma vez que F calc. (5107,94) foi maior do que F

tab. (4,96). JA o desvio de linearidade n&do apresentou diferenca estatistica

significativa, visto que F calc. (0,90) foi menor que F tab. (3,71).
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Fontes de Graus de Somade . F F tabelado
] ) Variancia
variacéo liberdade quadrados calculado (0,05)
Entre
4 273412868540298 68353217135075 1277,66 3,48
concentracdes
Regresséo
i 1 273267849991082 273267849991082 5107,94 4,96
inear
Desvio de
) _ 3 145018549217 48339516406 0,90 3,71
linearidade
Residuo 10 534986737232 53498673723 - -
Total 14 273947855277530 - - -

Fonte: autor

O grafico de dispersao dos residuos (Figura 35) apresentou praticamente 100%

dos residuos dentro do limite vertical analisado (-2 e 2), considerando o limite de

confianca de 95%.
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Figura 35. Grafico de disperséo de residuos

Fonte: autor
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5.4.2.2. Limite de deteccao e quantificacdo

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados com base em
resultados obtidos na curva analitica do método e segundo célculos da legislacédo
vigente (RDC 166), e foram:
LD= 21,5 pg/mL

LQ= 65,14 pg/mL

Os valores obtidos apresentaram-se de acordo, uma vez que sdo menores do

gue as concentracdes presentes na curva analitica.

5.4.2.3. Preciséo

Foi obtida através da precisdo intermediaria (entre analistas) e pela
repetibilidade (préprio analista), e os resultados foram avaliados segundo o DPR (%)
e, no caso da precisdo intermediaria, também foi avaliada a proximidade dos
resultados através de analise estatistica (teste t- varidncias equivalentes). Todos os
valores de DPR apresentaram-se dentro da faixa estabelecida de 5% (95 % de
confianca).

A precisao intradia (repetibilidade) avaliada por meio de DPR obteve valor de
média igual a 8364150,17 e DPR(%)= 2,38.

A precisao entre analistas, além do DPR, também foi avaliada através do teste
t para variancias equivalentes (homocedasticas), a fim de verificar diferencas
significativas entres os resultados obtidos entre os analistas. O resultado do teste pode

ser observado na Tabela 10.
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Tabela 10. Teste t homocedastico para analise da precisédo entre analistas

Analista 1 Analista 2
Média 8364150,173 8161463,433
Variancia 39515951739 1,18804E+11
Observacgdes 7 7
GL 12
Stat-t 1,348
P(T<=t) bi-caudal 0,203
t critico bi-caudal 2,179

Fonte: autor

O DPR (%) obtido para o analista 1 foi de 2,38 % e para o analista 2 foi de
4,22%.

A andlise estatistica demonstrou que ndo houve diferencas estatisticas
significantes entre os resultados obtidos pelos dois analistas, uma vez que ot calc.(-
1,35) foi menor do que o t tab. (1,78) e o valor de P foi de 0,1 (maior que o nivel de

significancia 0,05).

5.4.2.4. Seletividade

Os cromatogramas obtidos na analise de interferentes de matriz da seletividade
para as amostras de SPch, SPd e SAm foram sobrepostos para comparacao e podem
ser observados na Figura 36. E possivel observar que os componentes da emuls&o
nao interferem significativamente no pico cromatografico do AU, uma vez que nenhum

componente aparece no mesmo tempo de retencao do AU ou proximo a ele.
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LEGENDA
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Figura 36. Cromatogramas sobrepostos das SPch, SPd e SAm

Fonte: autor

Os cromatogramas obtidos no estudo de degradacdo da seletividade,

referentes aos tempos 0, 8, 24 e 48 horas de cada solucdo estresse podem ser

observados nas Figura 37 a Figura 41.
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Figura 37. Cromatogramas da solucdo de MPAU frente a solucéo de HCI

Fonte: autor
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Figura 38. Cromatogramass da solucédo de MPAU frente a solucdo de NaOH

Fonte: autor
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Figura 39. Cromatogramas da solucdo de MPAU frente a solucéo de H202
Fonte: autor
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Figura 40. Cromatogramas da solucdo de MPAU frente a solu¢éo de H20 a 80 °C
Fonte: autor
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Figura 41. Cromatogramas da solucdo de MPAU frente a solugéo de luz UV

Fonte: autor

Obs.: para luz UV ndo houve sobreposi¢cao do cromatograma de 48 horas uma

vez que a solucéo sofreu evaporagéao.

A avaliacdo por meio do estudo de degradacéo forcada demonstrou, através
de testes qualitativos, as caracteristicas dos cromatogramas obtidos pela submisséo
do AU a condic¢des de ampla faixa de pH, oxidacgao, calor e luz, como preconizado em
legislacao vigente (RDC 166 de 2017). Frente a condi¢des de baixo pH (Figura 37) o
pico do AU ndo sofreu interferéncias e nenhum outro pico diferente péde ser
identificado no cromatograma. Ja frente ao NaOH (Figura 38) foi possivel observar o
aparecimento de outros picos (com aproximadamente 3 min de tempo de retencéo)
ao longo dos tempos de coleta, porém sem interferéncia no pico do AU, o que poderia
significar uma degradacdo em outra regido da molécula e n&o na regido responséavel
pela caracteristica cromoéfora. Na submissdo ao peréxido (Figura 39) é possivel
observar que o pico do AU também nédo sofreu alteracdes, porém um pico em

aproximadamente 4 min pode ser observado nos cromatogramas de todos 0s tempos,
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0 que poderia ser algum componente da solucdo de peréxido. Através da analise da
Figura 40, foi possivel perceber que temperaturas altas ndo geram residuos capazes
de interferi no pico do AU. J4 a Figura 41 demonstrou que a submissédo do AU a luz
UV néo promove alteragbes no cromatograma do AU. O aumento do tamanho do pico
deveu-se a um aumento de concentragdo do AU na amostra, uma vez que a amostra
sofreu evaporacdo durante os tempos analisados.

Assim, o método demonstrou-se seletivo.

5.4.2.5. Exatidéo
A recuperagao total e o DPR % obtidos no parametro “exatiddao” foram

demonstrados através da Tabela 11.

Tabela 11. Resultado final para exatidao

Recuperacgéo Recuperacéao
média (%) total DPR (%)
R1 98,36
R2 98,99 98,47 0,48
Rs 98,07

Fonte: autor

O critério de aceitacdo utilizado tanto para os DPRs (%), quanto para as
porcentagens de recuperacao também foi o de 5% (95% de confianca- amplamente
utilizados em estudos da &rea da saude). Dessa forma, a recuperagdo média final
(98,47%) e o DPR % (0,48) apresentaram-se dentro do limite determinado.

5.4.2.6. Robustez
Os resultados obtidos para as variacdes escolhidas no parametro de robustez,
bem como os DPR%, podem ser observados na Tabela 12.
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Tabela 12. Resultados obtidos no parametro de robustez

Condicéo Faixa de trabalho DPR final (%) Teor de AU (%)
alterada
0,58 103,21
Fluxo (mL/min) 0,60 2,40 100
0,62 98,48
Proporcéo de fase 83:17 130 100,29
movel 85:15 ' 100
87:13 102,40
Marca de solvente Panreac® 2,00 100
J.T.Baker® 97,21
Comprimento de 208 111,85
onda 210 12,38 100
212 87,17
Waters® 100
Marca da coluna Phenomenex® 0,32 100.46

Fonte: autor

A robustez foi avaliada através da proximidade dos resultados obtidos quando
o método foi submetido a variac6es das condicbes estabelecidas, com os resultados
obtidos através das condi¢des estabelecidas do método. Para isso foi utilizado o
DPR%, com um limite de 5%. Os resultados demonstrados na Tabela 12 mostram que
nao houveram variacdes significativas de area de pico conforme variagdo nas
condi¢bes: proporcdo de fase moével, vazdo, marca de etanol e marca da coluna.
Porém para comprimento de onda houve variagdo significativa. Sendo assim, o
meétodo é considerado robusto para pequenas alteracdes na proporcéo de fase moével,
vazao, marca de etanol e marca de coluna, no entanto, ndo € robusto para variacdes

no comprimento de onda.

5.5. Avaliacdo da estabilidade das emulsdes
A estabilidade das emulsBes preparadas foi avaliada através da estabilidade

preliminar, que visa submeter as formulacbes a condi¢cbes extremas as quais
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poderiam estar sujeitas, acelerando possiveis reacdes entre 0os componentes da
férmula, e causando dessa forma, alteracdes nas caracteristicas do produto. Assim, 0
intuito em se realizar o estudo de estabilidade preliminar foi o de avaliar a estabilidade
do AU quando incorporado a uma emulsdo, bem como o comportamento da
estabilidade da uma emulsdo preparada, sem a finalidade de estimar a vida atil do
produto, uma vez que ha a necessidade de melhoria da solubilidade em agua do AU,

para que se obtenha uma emulsdo mais homogénea e sem precipitacéo do ativo.

5.5.1. Teste de centrifugacao

As emulsbes submetidas ao teste de centrifuga podem ser observadas na
Figura 42. Foi possivel observar que as amostras submetidas a centrifugacdo nao
sofreram separacéo de fase e nem qualquer outro tipo de alteracdo, mantendo-se,
dessa forma, estéveis ao teste da centrifugacéo.

Figura 42. Emulsdes submetidas a centrifugacdo a 3000 rpm.

Fonte: autor
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5.5.2. Aspecto, cor e odor

A partir da Figura 43 a Figura 46, é possivel visualizar as diferencas de aspecto
e cor das emulsdes, obtidas no estudo de estabilidade preliminar, para cada condi¢c&o
estudada, de T3 e T15. Na Figura 47 € possivel observar as diferencas de aspecto e

cor das emulsdes submetidas ao ciclo de congelamento/descongelamento em T12.

Figura 43. Comparativo de aspecto e cor de EM-BS e EM-AUem T3 e T15a 25°C

Fonte: autor
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Figura 44. Comparativo de aspecto e cor de EM-BS e EM-AU em T3 e T15 a 40 °C

Fonte: autor

Figura 45. Comparativo de aspecto e cor de EM-BS e EM-AU em T3 e T15 em luz

indireta
Fonte: autor
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Figura 46. Comparativo de aspecto e cor de EM-BS e EM-AUem T3 e T15em 5°C

Fonte: autor

Figura 47. Aspecto e cor de EM-BS e EM-AU em T12 no ciclo de

congelamento/descongelamento

Fonte: autor

E possivel observar que, em relacdo a amostra inicial das emulsées, em T1,
representadas pela Figura 26, as amostras de EM-BS permaneceram com as mesmas
caracteristicas de aspecto e cor. Ja as amostras de EM-AU apresentaram algumas
alteracbes em relacdo a amostra inicial. A amostra a 25 °C e a submetida a luz indireta
sofreram uma pequena alteracdo de cor ao final dos 15 dias de estabilidade,
demonstrando-se com intensidade palha um pouco mais forte do que em T1. Ja a
amostra a 40 °C apresentou um leve aumento de intensidade da cor palha em T3, e

que intensificou- se mais em T15. A amostra a 5 °C e a submetida ao ciclo de
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congelamento/ descongelamento apresentaram-se com a colora¢cao um pouco menos
intensa do que em T1. As amostras que apresentaram-se com a cor mais intensa
provavelmente foi devido a uma oxidac¢ao do AU, causada pela temperatura ao longo
do tempo. No entanto, as temperaturas mais baixas foram capazes de manter a
coloracdo das amostras inalteradas, possivelmente por prevenirem reacfes de

oxidacdo dos componentes. Nenhuma amostra apresentou variacdo de odor.

5.5.3. Determinacéao de pH

As variacoes de pH obtidas no estudo de estabilidade preliminar para a EM-BS
(6,65+0,04) e para EM-AU (6,62+0,03) podem ser observadas nas Figura 48 e Figura
49, respectivamente.

m 25°C
—e—40°C
12 4 —A—5°C

EM-BS —v— LUZ UV
CICLO

Tempo (dias)

Figura 48. Valores de pH da EM-BS obtidos na estabilidade preliminar
Fonte: autor
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Figura 49. Valores de pH da EM-AU obtidos na estabilidade preliminar
Fonte: autor

A partir dos gréficos, e pelos valores de média de pH e desvio padréao
calculados, € possivel observar que ndo houveram variacdes significativas de pH,
tanto para EM- BS, como para EM-AU, conferindo dessa forma, estabilidade as

emulsdes analisadas, com relacdo ao pH.

5.5.4. Determinacao da viscosidade
As variacdes de viscosidade obtidas no estudo de estabilidade preliminar para
a EM-BS (83834+ 2808) e para EM-AU (63243t 3144) podem ser observadas nas

Figura 50 e Figura 51, respectivamente.
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Figura 50. Valores de viscosidade da EM-BS obtidos na estabilidade preliminar
Fonte: autor
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Figura 51. Valores de viscosidade da EM-AU obtidos na estabilidade preliminar
Fonte: autor

A partir dos gréficos e pelos valores de média de viscosidade e desvio padrao

calculados, é possivel observar que para EM-BS houve um leve aumento de
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viscosidade para todas as condi¢cdes, sendo um pouco mais expressivo para a
amostra submetida ao ciclo de congelamento/ descongelamento. Para a EM-AU a
viscosidade também néo sofreu grandes alteragdes, tendo demonstrado variagdes um
pouco mais expressivas para as amostras submetidas ao ciclo de
congelamento/descongelamento, a luz indireta e a 40 °C. Porém, as alteracdes
observadas ndo sao expressivas e, portanto, as emulsdes demonstraram-se de certa

forma estaveis com relagdo a viscosidade.

5.5.5. Determinacao do teor de AU
O teor de AU nas amostras submetidas a temperatura de 25, 50 e 5°C e a luz
indireta, determinado nos tempos T1, T9 e T15, bem como o teor da amostra

submetida ao ciclo de congelamento/descongelamento em T12, estédo representados

na Figura 52.
—m—25°C
410 —e—40°C
400 3 Yy —4—5°C
390 3 e .. —v—LUZ Uv
. 3804 N o . CICLO
=1 370 4 \ i TS T
E 3601 -\\Ek_i;\"\_ii‘
8 3504 \ B
= ] e
S 3404 \ =
= 3304 .
g 320 N
o 310 S
wg 300 \
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£ 280 N
& 270 \
2 280 L
= 1 —
S 2504 =
240 e
230
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Figura 52. Valores de teor de EM-AU ao longo dos 15 dias de experimento

Para analise do teor de AU ao longo do tempo, também foi feita uma analise
estatistica ANOVA One Way, com poOs teste de Tuckey. Os resultados estdo

representados através de médias e desvio padrdo na Tabela 13.
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Tabela 13. Média e desvio padrao das concentracdes (ug/mL) de AU na EM-AU no

inicio, meio e fim do estudo de estabilidade preliminar, frente as condi¢cdes submetidas

Condicao de armazenamento

Tempo (dias) 25 °C 40 °C 50C LUZ cicLo
1 399,632 44,00 399,63:+4,00 399,632+4,00 399,632 +4,00 399,63% +4,00
9 358,400 +4,96 264,58°+ 3,26 397,052+ 0,98 388,242 + 9,09 -
12 - - - - 369,270 + 3,03
15 361,490 47,79  237,20°+2,55 362,62°+ 8,26 337,96" + 3,13 -

Legenda: a,b,c,- letras iguais representam valores estatisticamente iguais em uma mesma coluna

Fonte: autor

Analisando a Figura 52 e a Tabela 13, observa-se um decaimento no valor do
teor em todas as condi¢Bes as quais a EM-AU foi submetida, sendo esse decaimento
mais significativo nas amostras submetidas a temperatura de 40 °C e a luz, 0 que esta
de acordo com os resultados obtidos para aspecto, cor e odor, e viscosidade, em que
também foram percebidas mudancas nessas mesmas condicfes as quais as
amostras foram submetidas. Provavelmente, como jé foi discutido, essa diferenca
encontrada possa ter ocorrido em decorréncia da temperatura que causaria uma
degradacdo do AU presente nas formulagbes. Dessa forma, ha um indicativo de que
um produto contendo AU necessitaria de condicfes especiais de armazenagem para

gue o ativo ndo sofresse degradacdo causando prejuizos a formula.
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6. CONCLUSOES

v

O controle de qualidade da MP avaliada forneceu dados que proporcionaram
confiabilidade a amostra. Porém através do ensaio de solubilidade foi possivel
perceber a dificuldade de solubilizacdo que o AU apresenta, principalmente em
agua, o que acaba limitando a escolha dos materiais a serem utilizados e dos
ensaios a serem realizados. Sendo assim, torna-se necessario o estudo de
mecanismos que facilitem a solubilizagdo do AU;

A avaliacdo da eficacia do AU com relacdo a atividade antioxidante,
despigmentante e antimicrobiana foi comprovada através dos ensaios
empregados, tendo o AU apresentado uma boa atividade frente a todos os
testes, principalmente no antimicrobiano, em que demonstrou um forte
potencial para inibicdo e morte celular, o que reforca a ideia de um ativo
bastante interessante, com caracteristicas multifuncionais para prevencao de
alteracdes indesejadas na pele e como um possivel agente antimicrobiano de
formulacdes, a ser mais explorado na area cosmética,

Apesar do AU exigir uma concentracdo mais alta que o AA para inibicdo de
50% dos compostos nos ensaios realizados para atividade antioxidante e
despigmentante, ele apresenta a vantagem de possuir atividade antimicrobiana
e diversas outras reportadas em literatura, como atividade anti-inflamatéria e
antineoplasica, o que o tornam um ativo multifuncional interessante para a
pesquisa e desenvolvimento de novos produtos multifuncionais. Além disso,
sua associacao com outros ativos antioxidantes e despigmentantes poderia
aumentar a poténcia dos mesmos;

Em concentracdes até 50 pg/mL o AU ndo demonstrou citotoxicidade, porém é
necessario o desenvolvimento de mecanismos que melhorem sua solubilidade,
a fim de que se possa aumentar a concentragdo para o teste até a obtencao da
méaxima concentragdo em que ndo se observa citotoxicidade;

A metodologia desenvolvida e validada apresentou a vantagem de, além de
empregar preceitos de quimica verde, utilizando solventes menos toxicos em
comparacao com as metodologias encontradas em literatura, ter apresentado

um tempo de retengcdo menor do que os encontrados em literatura;
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v A emulsdo preparada com AU revelou poucas diferencas nas caracteristicas
fisico-quimicas como aspecto, pH e viscosidade comparada com a emulsao
preparada sem AU;

v" O estudo de estabilidade preliminar da emulsdo contendo AU demonstrou que
as caracteristicas de pH e viscosidade da emulsdo se mantém estaveis quando
submetida a condicBes extremas. Porém o teor de AU é alterado, sofrendo
decaimento, principalmente em temperaturas elevadas, indicando que alguns
cuidados devem ser tomados quanto a temperatura de armazenamento de um

produto acabado.
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