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RESUMO

O Dimetilaminoetanol (DMAE) em associagdo aos filtros solares e outros
ativos tém sido utilizado de forma significativa e crescente nos produtos
dermocosméticos destinados a prevencao e tratamento do envelhecimento cutaneo.
Estudos vém comprovando sua eficacia em atenuar linhas de expressao e melhorar
a aparéncia da pele. No entanto, h& na literatura uma escassez de metodologias
analiticas para a quantificagio do DMAE de uso cosmético. Neste trabalho,
determinou-se a validacao de duas metodologias analiticas para a quantificacao de
DMAE glicolato. O método de titulometria potenciométrica em meio ndo aquoso se
mostrou exato, preciso e especifico para a analise quantitativa da matéria prima e
das formulagcbes dermocosméticas propostas. O método cromatografico realizado
por CLAE em fase reversa, realizado em baixo comprimento de onda (205 nm),
apresentou resultados bastante satisfatorios para a quantificagdo do farmaco na
formulacdo dermocosmética para os mesmos parametros de validagcdo. O método
titulométrico apresentou melhor performance e foi escolhido para a analise do teor
de DMAE (glicolato nos testes de estabilidade. De acordo com o estudo de
estabilidade, as formulagbes demonstraram ser estaveis, apresentando decaimento
do teor do ativo menor que 5% em relacdo ao controle (tempo 0). O ensaio de FPS
in vitro demonstrou decaimento médio de 12 % parra formulagcao A (P <0,001) e de
aproximadamente 14 % para formulagdo B (P<0,001). A andlise da biometria
cuténea realizada na face das voluntarias demonstrou que a formulagcdo néo
provocou 0 aumento da oleosidade (P > 0,05) e promoveu o equilibrio do pH facial
para um valor médio final de 5,1. A verificacdo da hidratagao apresentou resultados
positivos estatisticamente significativos comparando-se o tempo 0 (controle) e o
tempo 15 dias de uso da formulagdo, com aumento médio de 11,5% neste periodo
(P< 0,001). O nivel de hidratacao foi mantido até o 30° dia (P>0,05). O teste de
toxicidade dérmica da formulagdo demonstrou ndo haver irritagdo cutanea primaria e

cumulativa nos coelhos avaliados.



ABSTRACT

Dimethylaminoethanol (DMAE) associated to sunscreens and other
ingredients have significantly been used by cosmetic formulations to prevent skin
aging. Many researches have been developed to confirm its effects in treating
wrinkles and improve skin appearance. However there is a lack of official
methodology to quantify DMAE used in cosmetics formulations. The aim of this study
was to validate and evaluate two methodologies to determinate DMAE glicolate raw
and in a cosmetic formulation. The non-aqueous potenciometric titration method is a
rapid, accurate, specific and precise methodology for determination of DMAE
glicolate in raw material and in proposed formulations. The HPLC method using a
reversed-phase column was performed in low wavelength detection (205 nm) and
also demonstrated satisfactory performance for the same validation parameters than
above. The titrimetric method has a better performance and was chosen to determine
DMAE glicolato in the proposed formulations for stability tests. According to the
stability tests, the proposed formulations showed a good stability performance, with
less than 5% decay of DMAE glicolato comparing to control (initial time). The solar
protection factor (SPF) in vitro assay has demonstrated an average decay of 12 % for
formulation A (P < 0,001) and an average decay of about 14 % for formulation B (P <
0,001). The cutaneous biometry assay performed on volunteer's face has
demonstrated that the formulation did not increase oily concentration on skin (P >
0,05) and promoted the pH equilibrium to the average value of 5,1 on face. The
moisture determination showed positive results, statistically significant comparing the
control (time 0) to time 15 days using the formulation, with an average increase of
about 11,5 % in this period (P< 0,001). Level of moisturizing was kept until the 30 day
(P>0,05). The dermal toxicity assay of the formulation has demonstrated no primary
and cumulative skin irritancy in the assess rabbits.
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1- INTRODUCAO

O Dimetilaminoetanol (DMAE) em associacdo aos filtros solares e outros
ativos tém sido utilizado de forma significativa e crescente nos produtos
dermocosméticos disponiveis no mercado, destinados a prevengéo e tratamento do
envelhecimento cutaneo. Estudos cientificos vém comprovando a eficacia do DMAE

em atenuar linhas de express@o e melhorar a aparéncia da pele.

O desenvolvimento de formulagdes contendo o DMAE glicolato e filtros
solares, assim como o desenvolvimento de metodologias analiticas para
quantificacdo do DMAE, procura atender a uma crescente demanda do mercado
cosmético industrial e de farméacias magistrais, que recebem continuamente

prescricdes contendo esses ativos associados.

Ha no mercado diversos sais do DMAE e as pesquisas parecem se referir ao
DMAE base livre (DMAE BL) como substancia principal, porém as formulagdes com
DMAE BL n&o s&do adequadas ao pH da pele, e o simples fato de se corrigir o pH

com um acido pode transforma-lo no seu sal correspondente.

A escolha do DMAE glicolato e da adicdo de filtros solares a formulacgéo,
pretende associar as propriedades dos alfa-hidroxiacidos (uma vez que este sal é
derivado do acido glicédlico) e dos fotoprotetores na melhoria dos sinais do

envelhecimento cutaneo.

O desenvolvimento de metodologias analiticas para a quantificacao do DMAE
glicolato, vem preencher uma lacuna nos processos necessarios para se assegurar
a qualidade e a seguranca da matéria-prima e do produto acabado. A validacao das
metodologias analiticas permitiu o estudo da estabilidade das formulacdes, assim

como da matéria-prima obtida em laboratério (DGN), verificando-se o
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comportamento do DMAE glicolato quando associado aos filiros solares em uma

mesma formulacao, comprovada também pela avaliacao do FPS in vitro.

A avaliagdo da biometria cutdnea permite avaliar a eficacia in vivo da
formulagdo, neste caso segundo os critérios avaliados de hidratagdo, oleosidade e

pH.

Além dos testes de eficacia através da biometria cutanea, é importante a
realizagcdo dos testes de toxicidade dérmica primdria e cumulativa. Estes testes
permitem verificar a seguranga do produto e a sua adequagao para utilizagao diéria
como um dermocosmético, de acordo com o guia de seguranga para produtos

cosméticos (ANVISA.CATEC, 2003a).



25

1.1 - Estrutura da pele

O envelhecimento cutaneo tem adquirido grande importancia nas Ultimas
décadas, despertando muito interesse na classe cientifica, que procura entender

melhor este processo, transformando-o em objeto de estudo.

A pele é um érgao de grande extensao e importancia no organismo humano.
E responsavel por diversas fungdes, como: protegdo fisica, exercendo fungéo
barreira entre o meio externo e interno; regulacdo térmica; percepgdo sensorial
através da ocorréncia de uma vasta rede de estruturas muito especializadas que
permitem a sensagdo de calor, frio, dor e pressdo. A pele participa também de
diversas fungdes bioldgicas como a resposta inflamatéria e imune, pigmentacéo,

crescimento piloso, cicatrizagdo e sintese da vitamina D (LANGRAND et al., 2006;

HEGEDUS et al., 2006).

Embora ocorra o comprometimento das fungbes da pele ao longo da idade,
seu principal papel como barreira protetora do organismo frente a diversas
agressodes de agentes externos, raramente falha no decorrer dos anos. Mas, como a
pele é responsavel também pela aparéncia externa do individuo, o fator
envelhecimento o abala sensivelmente, estimulando-o a buscar meios de retardar ou
atenuar certas caracteristicas adquiridas, como: rugas, diminuicao de ténus, perda

de elasticidade e hidratagao (SCOTTI, 2003).

A pele é formada de trés camadas, da mais externa para a mais interna
respectivamente: epiderme, derme e hipoderme (Figura 1). A epiderme possui
origem ectodérmica e a derme origem endodérmica. A epiderme divide-se em
subcamadas, que em ordem de profundidade, sdo: a camada cérnea (mais

superficial), a camada llcida, a camada granulosa, a camada espinhosa e o estrato
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germinativo ou basal, que é a camada mais profunda da epiderme. A camada
cérnea € a mais fina e superficial, sendo composta de células mortas e
queratinécitos, os quais sdo transformados em queratina de superficie. Este
processo de renovagéao celular ocorre por toda a vida, porém seu decaimento € um
dos principais fatores de manifestagdo do envelhecimento cutaneo, que pode ser
percebido através do afinamento da pele. A camada cérnea é hidratada por um filme
liquido chamado de manto hidrolipidico, formado por agua, sais minerais, enzimas,

vitaminas e gorduras (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1990; FREEDBERG et al., 2003).

A camada ou estrato licido apresenta-se delgada, contendo células
achatadas, com citoplasma repleto de filamentos. A camada granulosa é formada
por células secretoras de substancia fosfolipidica e glicosaminoglicanos que vedam
a passagem de agua e outras substancias entre elas. As células da camada ou
estrato espinhoso possuem expansdes citoplasmaticas que mantém as células
unidas pelos desmossomos, estruturas responsaveis pela coesdo entre as células. O
estrato germinativo ou camada basal € uma estrutura vascularizada que apresenta
intensa atividade mitética, responsével pela renovagéo e nutricdo da epiderme e
demais camadas, sendo formada basicamente por colageno tipo IV e proteoglicanos

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1990; ROBERT, 1994).

Abaixo da epiderme, encontra-se a derme, constituida por um tecido
conjuntivo denso composto de células como fibroblastos, granulécitos e macréfagos
e macromoléculas sintetizadas pelos fibroblastos que formam a matriz extracelular
(MEC), formada por colageno, elastina, glicosaminoglicanos e glicoproteinas de
estrutura, que tem a funcdo de se comunicar com as células controlando suas
atividades metabdlicas. Ela é formada por duas camadas pouco distintas: a derme

papilar e a derme reticular (mais profunda). Ambas contém muitas fibras elasticas,
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vasos sanguineos e linfaticos além de nervos. Nesta camada encontram-se o0s
pélos, as glandulas sebaceas e sudoriparas, as unhas e diversas terminacdes

nervosas (ROBERT, 1994).

P EPIDERME
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Figura 1 - Camadas da pele e estrutura da epiderme.
Fonte: www.bioderma.fr/conceils/informations.asp

A ligagao entre a derme reticular e a hipoderme é uma transigéao abrupta entre
um tecido dérmico conectivo e fibroso para um tecido predominantemente adiposo.
De todo modo, ambas as regides sao funcional e estruturalmente bem integradas
através de terminagdes nervosas e vasculares, que compde a continuidade dos
apéndices epidérmicos. De origem mesenquimal, os adipécitos sdo as células
primarias da hipoderme. Organizam-se em glébulos definidos por septos de tecido
conectivo fibroso. A hipoderme exerce fungao de isolamento, reserva energética e
protecdo. Permite ainda a mobilidade das estruturas adjacentes (FREEDBERG et

al., 2003).
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1.2 - Envelhecimento cutaneo

Durante sua vida o individuo sofre diversas agressdes por agentes fisicos
quimicos ou biolégicos, que podem levar ao aparecimento de patologias ou alterar o
processo de envelhecimento. Os tecidos gradualmente passam por mudangas de
acordo com a idade, sendo que, na pele, essas alteragbes sdo mais facilmente
reconhecidas. Atrofia, enrugamento e lassidao representam os sinais mais aparentes

de uma pele senil (ORIA et al., 2003).

O envelhecimento intrinseco da pele (Figura 2) é observado na epiderme
como um reflexo das modificagbes que ocorrem também no tecido conjuntivo da
derme, que atua como um alicerce natural para a epiderme. Nesta, nota-se a
diminuicdo das células de Langherans e monécitos, diminuicdo da sintese de
melanossomas e menor pigmentacdo. Na derme, observa-se a diminuigdo do
colageno, fibras elasticas, macrofagos e dilatagdo dos canais linfaticos. As
mudangas fisiolégicas observadas séo a diminuicdo do nimero de queratinécitos e
fibroblastos e redugcdo da vascularizagdo, principalmente préximo aos foliculos

pilosos e glandulas (RAMOS e SILVA et al., 2001; ORIA et al., 2003).
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Figura 2 - Diferenciacao histolégica de pele jovem e envelhecida intrinsecamente. Espécimes
de pele dos grupos jovem (A) e idoso (B) corados pelo tricromio de Van Gieson-elastina, visto
por microscopia dtica (x200 de aumento), em que as fibras elasticas sdo observadas em preto.
Observa-se a clara fragmentacao das fibras elasticas ao longo da derme com o
envelhecimento. Na derme superficial, o aparelho elastico perdeu quase completamente sua
disposicao vertical na pele senil (adaptado de Oria et al., 2003).

Com o passar dos anos e principalmente apos os 30 anos de idade, surgem
rugas, manchas de hiperpigmentacao, reducao na espessura da pele e dificuldade

de cicatrizacao (PEYREFITTE et al., 1998).

O envelhecimento cutineo devido a fatores externos e principalmente
influenciado pela radiagdo solar € conhecido como envelhecimento extrinseco ou
actinico. A exposicao solar excessiva pode causar diversos danos ao organismo,
dentre eles, imunossupressao local e sistémica, fotoenvelhecimento precoce e,
como principal fonte de preocupacdo, o aparecimento de fotocarcinogénese

(FISHER, et al., 2005).

O fotoenvelhecimento da pele € um processo complexo que se caracteriza
pela perda do ténus cutdneo, aumento da desidratagdo e ressecamento, elastose
actinica, pigmentacao irregular e aparecimento de rugas mais profundas. Este
fenotipo é causado por alteragdes nas fungdes celulares e deterioragdo da matriz

extracelular dos tecidos conectivos, levando a uma desorganizacdo das proteinas
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estruturais primarias como elastina e colageno (FISHER, et al., 2005; RABE, et al.,

2006).

Bioquimicamente a pele fotodanificada apresenta modificagées quantitativas
e qualitativas nas proteinas da matriz dérmica extracelular, entre elas colageno,

glicosaminoglicanos e elastina, como pode ser visto na Figura 2 (ORIA et al., 2003).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma familia de enzimas capazes
de degradar a maior parte dos componentes conectivos e proteinas da matriz
dérmica. Estudos demonstraram uma relagdo dose-dependente entre as MMPs e a

radiagdo UVA e UVB (WLASCHEKA, et al., 2003; FISHER, et al., 2005).

1.3 - Radiacao solar e fotoenvelhecimento

Os raios ultravioletas dividem-se em UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) e
UVC (200-290 nm). A radiacdo solar abaixo de 290 nm praticamente nao atinge a
superficie terrestre, sendo absorvida pela camada estratosférica de oz6nio (JAHAN,

1990).

A radiagéo UV é responsavel por 90% dos danos causados a pele e assim
como os raios infravermelhos (IV) os quais penetram mais profundamente na pele
(Figura 3), afetando em conjunto a renovacgéao celular, diminuindo a elasticidade da
pele devido ao aumento das MMPs elastase e colagenase (GASPARRO et al,
1998). A radiacdao UVB (em torno de 300nm) é suficientemente energética para
penetrar no estrato corneo e epiderme causando queimaduras severas ou eritemas.
A radiacdo UVA em torno de 350 nm alcanga a derme estimulando a formacgao de
melanina a qual protege a pele de queimaduras imediatas. No entanto, embora os

raios UVA possuam menor energia que os raios UVB, os raios UVA penetram na
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derme causando também elastose, isto €, a perda das estruturas de suporte natural

e elasticidade da pele (SHAAT, 1990).

Espectro solar Luz visivel IR
{nm) 0 00 800

Estratosfera

Camada de Ozdnio

Estrate cérneo

Epiderme

Derme

Hipoderme

Figura 3 - Penetracao da radiacao solar nas camadas da pele.

Sabe-se que as radiacées UVA e UVB estimulam a formacédo de perdxidos
citotéxicos (radicais livres) que estdo intimamente relacionados ao
fotoenvelhecimento cutdneo. Para exercer seus efeitos nas células, a energia
eletromagnética inerente a radiacao UV, deve ser absorvida pelos croméforos
celulares existentes, tais como DNA, porfirinas, acido urocanico e aminoacidos
aromaticos. Estes cromoforos, quando excitados, podem reagir com o oxigénio
molecular, resultando em espécies reativas de oxigénio (ROS) (LONGSTRETH et

al., 1998; GILCHREST et al., 2000; FISHER et al., 2005).

Podemos classificar as ROS em duas categorias distintas: radicais livres,
representados por radicais superédxido e hidroxil; e compostos néo radicais, como
por exemplo oxigénio singlete e perdxido de hidrogénio. Os radicais livres sédo

necessarios a vida, pois participam e promovem uma série de reacées necessarias a
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manutengdo do organismo. Deve-se ter em mente porém, a necessidade de um
equilibrio orgéanico, evitando-se a producdo excessiva destas espécies, frente as
defesas naturais antioxidantes existentes no organismo (CADENAS et al., 2000;

GILCHREST et al., 2000; FISHER, et al., 2005).

1.4 - Filtros solares fisicos e quimicos

A utilizacao diaria de fotoprotetores tornou-se imperativa nos dias atuais na
prevencédo dos danos causados a pele. Diversos fatores ambientais contribuem para
0 aumento da exposigao aos efeitos nocivos da radiagdo UV. O Brasil é o pais com a
maior &rea intertropical do planeta, cujo angulo de incidéncia da radiagéo solar é

mais perpendicular, intensificando assim os seus efeitos.

Os fotoprotetores devem ser capazes de absorver ou refletir a radiagao
incidente protegendo o individuo dos danos que podem ser causados pela radiagdo

(SANTOS et al., 1999; NOHYNEK et al., 2000).

Atualmente podemos encontrar dois tipos de filtro solar. Os chamados filtros
fisicos os quais formam uma barreira fisica na pele e agem refletindo a radiacao
(6xido de zinco e diéxido de titanio), e os filiros quimicos, que constituem
substancias capazes de absorver a radiagdo solar (energia eletromagnética) na
forma UV e emitir a radiagdo transformada em outro tipo de energia (SHAATH,
1997). Dentre os filtros quimicos destacam-se atualmente os chamados filtros
naturais, que sdo, em sua maioria, substancias isoladas de espécies botanicas que
promovem ou contribuem para o aumento da eficacia fotoprotetora das formulacdes

(GARCIA, 1996; da SILVA et al., 2005).

A eficacia dos filtros solares € proporcional a sua concentracdo e dependente

da capacidade de absorcao da energia radiante. Quanto mais amplo o espectro de
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associacao de filiros solares e quanto mais sinérgica for a mistura, maior sera o
espectro de protecdo solar, aumentando sobremaneira a eficacia da formulagcéao (DE

PAOLA e RIBEIRO, 1998; SANTOS et al., 2001).

Formulagbes antisolares eficazes devem também ser estaveis na pele, nao
devem provocar irritagdo ou sensibilizagdo e ndo devem apresentar fototoxicidade. E
necessario observar a aceitagdo cosmética da formulagéo, que deve levar em conta
a relagao entre a concentragao dos filtros solares e o fator de protegao solar (FPS)
desejado, ter boa espalhabilidade e cobertura na superficie cutanea, mas nao deve

permitir a penetragao dos filtros na pele ou mucosas (NOHYNEK et al., 2000).

1.4.1 - Fator de Protecéao Solar

A determinacdo do fator de protecdo solar (FPS) é uma técnica de
comprovacao de eficacia do fotoprotetor para a porcao UVB do espectro
eletromagnético. Diversos estudos e esforgos vém sendo realizados no sentido de
se padronizar uma metodologia de determinacdo do FPS quanto a radiacdo UVA,
porém ainda ndo se alcangou um consenso nesta questdo. No entanto, € muito
importante que as formulacdes fotoprotetoras alcancem ambos os espectros, UVA e

UVB, da radiacao solar (MURPHY, 2002).

A determinacao do FPS no Brasil € regulamentada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), atualmente de acordo com a resolugdo 237 de 2002,
que preconiza a realizacdo deste teste de acordo com a metodologia do FDA
(Federal Register, norma FDA, may, 2003). O ensaio preconiza a utilizacdo de uma
formulacdao padrdo contendo 8% de salicilato de homomentila (FPS 4,47); ou de

acordo com a norma COLIPA (ref. 94/289, october 1994), uma formulacdo padrao
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contendo 2,7% de metoxicinamato de octila (FPS 3,7 + 0,3) (JANOUSEK,1990;

ANVISA, 2002).

A determinagao do FPS in vivo é realizada utilizando-se 20 voluntarios sadios
de ambos os sexos, com sensibilidade média a radiacdo UV. Prepara-se uma parte
das costas de cada individuo (30 cm?), de modo que em uma parte é aplicada a
formulacao em teste e a outra é o controle. Irradia-se com lampada UV (300 w), vinte
minutos apods a aplicacdo da formulagdo. O tempo para formacédo do eritema é
observado e determina-se o FPS de acordo com a razdo entre o tempo necessario
de exposicao a radiacao UV para produzir eritema na pele protegida e o tempo de

ocorréncia do eritema na pele desprotegida (Quadro 1) (ANVISA, 2002).

Quadro 1 - Féormula geral para determinacao do fator de protecéo
solar in vivo (adaptado de Anvisa, 2002).

DME na pele protegida
DME na pele desprotegida

FPS =

DME: Dose minima de radiagdo capaz de
produzir eritema minimo.

Embora a metodologia de determinagdo in vivo seja a mais adequada e
oficialmente utilizada na maioria dos paises, ela € uma metodologia bastante
dispendiosa e apresenta questdes éticas por se tratar de testes com seres humanos.
A metodologia de determinacdao do FPS in vitro (MANSUR et al., 1986) apresenta
como vantagem o fato da nao utilizagdo de voluntarios humanos, além de ser um
método adequado para andlises rotineiras no desenvolvimento galénico de

formulacdes e de controle de qualidade. E um método rapido e que apresenta boa
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correlacdo com a determinacéo do FPS in vivo (GARCIA et al., 1990; SANTOS et al.,

1999; BARTH, 2000).

No método in vitro utiliza-se a espectrofotometria na regido do UV, medindo-
se a absorbancia de uma solugcdo da formulagdo nos comprimentos de onda da

regiao do UVB 290, 295, 300, 305, 310, 315, 320 nm (MANSUR, et al., 1986).

As formulacdes fotoprotetoras sdo classificadas segundo a ANVISA, de
acordo com o FPS apresentado no Quadro 2. As formulagbes comercializadas

devem ser rotuladas de acordo com esta orientagéo.

Quadro 2 - Critério de classificacao do FPS segundo

ANVISA, 2002.
FPS Classificacao
>2<6 Baixo
>6<12 Moderado
>12<20 Alta
> 920 Muito alta

1.5 - Rede neuronal da pele

Na pele, o sistema nervoso constitui uma complexa rede de estruturas
bastante especializadas envolvendo receptores mecanicos, térmicos, quimicos e
terminagdes nervosas livres. A inervacdo motora na pele, é realizada pelo sistema
autécerino. As fibras adrenérgicas inervam os vasos sanguineos (vasoconstriccao
periférica), musculo eretor do pélo e glandulas apocrinas. As fibras autonémicas

colinérgicas exercem controle sobre as glandulas écrinas (regulacdo do suor). As
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glandulas sebaceas sao reguladas pelo sistema enddcrino e ndo sao inervadas por

fibras autdnomas (HABIF, 2003).

A acetilcolina (ACH) é um exemplo de neurotransmissor que teve sua
ocorréncia extra-neuronal reconhecida recentemente em uma ampla variedade de
células. Sabe-se que o sistema colinérgico ndo neuronal na pele esta envolvido em
uma série de fungbes béasicas como diferenciagcdo de queratinécitos, formagéao da
barreira epidérmica, circulagdo sanguinea, angiogénese e uma variedade de
rea¢des imunes. Portanto, recentes pesquisas investigam os mecanismos de agéo
envolvidos neste complexo sistema, que pode ser a chave para o tratamento de
diversas patologias dermatolégicas como acne vulgar, vitiligo, pénfigo vulgar,

dermatite atépica e psoriase (KUNZEN, 2004).

Diversos estudos tém demonstrado que muitas terminagdes nervosas livres
ou conectadas, situam-se muito superficialmente na jungdo dermo-epidérmica ou na
epiderme (LAGRAND et al., 2006). Receptores nicotinicos de ACH sdo expressos
em células neuronais e ndo neuronais como, por exemplo, células endoteliais,
células do epitélio brénquico e queratindcitos da pele (WANG et al., 2005). Em 2003,
Nguyen e colaboradores investigaram o mecanismo do controle da mediacéo
colinérgica na adeséo celular de queratinécitos humanos, mediada por ACH néo
neuronal produzida nos proprios queratindcitos. Os resultados demonstraram que os
receptores colinérgicos presentes nos queratinécitos regulam a adesédo de seus

desmossomos.

Ndove e colaboradores (1998) realizaram mapeamento dos subtipos de
receptores colinérgicos muscarinicos (m1, m4 e m5), presentes nos queratindcitos

humanos e em cultura de células. Os resultados demonstraram a presenga dos
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receptores nos queratindcitos humanos e principalmente nos sitios de contato entre

células.

Pffeifer (1959) verificou que o DMAE tartarato administrado oralmente a
humanos na dose de 20 mg/dia (0,084 mmol), produziu leve estimulacdo mental,
aumento gradual no ténus muscular e talvez um aumento da freqiéncia da
convulsdo em individuos suscetiveis. Doses maiores produziram insbnia, tensao
muscular e tremores esponténeos (PFEIFFER, 1959 apud MASTEN, 2002). Outro
estudo relatando o aumento da tensdo muscular com o uso de DMAE foi citado por
Danysz e colaboradores em 1967. Acredita-se que devido ao relato e a observagéo
clinica do aumento na tensdo muscular nos individuos tratados comegou-se a
investigar o uso cosmético do DMAE no aumento do tbnus facial e suas

propriedades anti-envelhecimento da pele.

O aumento do tdnus muscular desejado, ou efeito ‘lifting’, poderia ser entao
alcangado de acordo com o estimulo a contragdo e modulagdo dos musculos lisos
ou aumentando-se a contratiidade e adesdo de outras células dérmicas e
epidérmicas. Conforme j& demonstrado anteriormente (NDOYE et al.,1998;
NGUYEN et al., 2003; KUNZEN, 2004; WANG et al., 2005; LAGRAND et al., 2006),
de fato os receptores colinérgicos de superficie das células epidérmicas, modulam
uma ampla variedade de atividades celulares, como proliferacdo, migragéo, adeséo,
diferenciagdo e viabilidade. Os melandcitos, queratindcitos, células endoteliais e
fibroblastos possuem receptores ou enzimas das classes muscarinicas e nicotinicas,
que poderiam formar uma rede de transdugdo de sinal, utilizando a ACH como

citotransmissor comum a diferentes tipos de células (KLAPPROTH et al., 1997).
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Segundo a literatura, o interesse cosmético sobre o DMAE teve seu inicio por
volta de 1996, quando Nicholas Perricone, dermatologista americano patenteou e
divulgou um cosmeético antiidade, promotor do aumento do ténus cutaneo, contendo
DMAE (3 a 5 %), éster de vitamina C (ascorbil palmitato) e outras vitaminas e

minerais.

Em 2002, pesquisadores da Johnson & Johnson (EUA e Franga) em parceria
com a universidade de Liege na Bélgica, publicaram um trabalho sobre os efeitos
tensores de uma formulagcdo em gel contendo DMAE. Comparou-se grupo controle
(utilizagdo de um placebo) e outro grupo utilizando formulagdo contendo 3 % de
DMAE. Os resultados foram acessados segundo medidas de distensé@o da pele dos
voluntarios através de um equipamento de biometria cutanea Reviscometer®
responsavel pela medida de RRT (ressonance runing time) de ondas cisalhantes
aplicadas a superficie da pele. Os valores medidos em RRT sdo inversamente
proporcionais a velocidade de propagacdo da onda cisalhante emitida pelo
equipamento, na superficie e no interior da pele e dizem respeito a tensao intrinseca
e a densidade da pele. A medida que a pele envelhece, ocorre degradacédo de
elastina e coldgeno presentes na matriz dérmica. Com a degradagéo das estruturas
da matriz, ocorre um decaimento na sua densidade e na velocidade de transmisséo
do estimulo aplicado. A lassidao da pele €, portanto, caracterizada por altos valores
de RRT e 0 aumento na firmeza da pele, por valores menores de RRT (PIERARD et
al., 2002). Verificou-se neste estudo que a formulacédo gel contendo DMAE a 3%,
diminuiu os valores de RRT, aumentando assim a firmeza da pele, enquanto o
placebo estudado ndo apresentou nenhum efeito significativo nas medidas de RRT

(UHODA, et al., 2002; PIERARD et al., 2002).
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Uhoda e colaboradores (2002) desenvolveram um estudo utilizando outros
parametros de biometria cutanea, além da utilizacdo do reviscometer®. Utilizou-se
um gel contendo DMAE a 3% e um placebo para o grupo controle. Na primeira fase
dos estudos o gel foi aplicado em apenas uma bochecha de mulheres com idade
entre 26 a 53 anos. As medidas foram realizadas 10 minutos apo6s a aplicacao,
utilizando-se o equipamento cutometer® capaz de medir a distensdo ou tragdo da

pele.

1.6 - DMAE

O DMAE (dimetilaminoetanol) (CAS: 108-01-0), € uma molécula natural,
classificada como aminoalcool, de peso molecular (PM) 89,1 e férmula molecular
C4H11NO e pode ser encontrado em pequenas quantidades em alguns peixes e ovas
de salmao (HONEGGER e HONEGGER, 1959; apud ZHANISER, 1978; ISHIBASHI,
1984 apud MASTEN, 2002). E uma molécula pequena, de baixo ponto de ebulicdo
134°C, e que se apresenta na forma de base livre, como um liquido incolor com forte
odor caracteristico das aminas e pH por volta de 11. Recomenda-se cuidado ao
manipula-lo, pois ocorre liberacdo de vapor irritante e corrosivo para os olhos,
mucosas € para a pele. Recomenda-se evitar contato com acidos e substancias

oxidantes (LANG, 2003; HSDB, 2006).

DMAE ¢ sintetizado de quantidades equimolares de oxido de etileno e
dimetilamina. O grupo amina do DMAE forma sais pela reagdo com acidos minerais
e carboxilicos. O grupo hidroxila da origem aos ésteres através de reagdo com
acidos carboxilicos. O DMAE bitartarato é formado a partir da reagcdo do DMAE e

acido tartarico (MASTEN, 2002).
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Na industria quimica o DMAE é utilizado como intermediario para sintese de
antihistaminicos e anestésicos, como catalisador de enzimas epoxi € poliuretanos e

como controlador de pH para inibigao de processos corrosivos (ZEIGER, 1997).

Desde a década de 70, o DMAE tem sido utilizado no tratamento de diversas
desordens do sistema nervoso central, ligadas a uma hipofungdo de neurbnios
colinérgicos, como por exemplo: déficit de aprendizado e hiperatividade em criancas
(STENBACK et al., 1988); discinesia tardia ou induzida por Levodopa (DE SILVA,
1977); fadiga crbnica e neurastenia (American Hospital Formulary Service, 1984;
citado por HSDB, 1996). Gosseline colaboradores (1976) relataram a principal
contra-indicagdo de uso do DMAE para o grand mal epilético e que doses maiores
que 1200 mg/dia (13,46 mmol/dia) ndo produziram sérios efeitos colaterais (ZEIGER,

1997).

Segundo o Physician’s Desk Reference (PDR), o DMAE estd em desuso
como medicamento e pode ser encontrado atualmente no mercado americano,
apenas como suplemento nutricional, utilizado como um estimulante e facilitador das
fungbes cognitivas, o qual apresenta efeito mais prolongado e menores efeitos
colaterais. Nos mercados europeu, japonés, mexicano e australiano, pode ser
encontrado sob a forma do sal cloridrato de clorfenoxiacetato, ou meclofenoxato,

utilizado como estimulante da cognigdo em idosos (LANG, 2003; PDR, 20086).

Os sais derivados do DMAE para uso interno sdo encontrados na forma de p6
para fabricagdo de comprimidos e capsulas, tanto como monodroga quanto em
associacdo a outros compostos. Dentre estes sais, destacam-se o0s encontrados
como referéncia na literatura: aceglutamato (Cleregil®, Risatarum®); bitartarato

(Liparon®); hemisuccinato (Tonibral® Rishiaril®) e p-acetamidobenzoato (Deaner®).
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O medicamento Deaner (Laboratério Riker - USA) foi prescrito nos Estados Unidos
por mais de 20 anos para tratamento de déficit de aprendizado em criangas, tendo

sido retirado do mercado em 1983 (MERCK INDEX, 2001; MASTEN, 2002).

A agéncia americana Food and Drug Administration (FDA) preconiza como
dose terapéutica maxima recomendada (MRTD) 15,0 mg/Kg de peso corporal/dia de
DMAE. Nao foi encontrado registro de medicamento ou suplemento nutricional
contendo DMAE no Brasil, porém é comum que farmécias com manipulagdo aviem

formulas prescritas por médicos de diversas especialidades clinicas.

1.6.1- Relacao entre DMAE e acetilcolina

A utilizacdo clinica do DMAE sempre esteve relacionada a sua fungdo como
substancia precursora da ACH. Diversos estudos relacionam DMAE e ACH.
Verificou-se que o DMAE supre o cérebro de colina (COL), que é posteriormente
acetilada pela acetiltransferase para formar ACH (DE SILVA, 1977). Ambas as
moléculas apresentam uma grande semelhancga estrutural como pode ser observado

na figura 4.

A colina, recentemente classificada como um nutriente humano essencial, tém
um papel critico na integridade estrutural das membranas celulares como um
precursor da biosintese de fosfolipideos, fosfatidilcolina e esfingomielina. Sabe-se
que estes dois Ultimos sao precursores de mensageiros intracelulares diacilglicerol e
ceramida. Alguns metabdlitos como fator de ativacdo plaquetario (PAF) e
esfingofosforilcolina, também participam de processos de sinalizacao celular.

Portanto, perturbacées no metabolismo da COL, irdo afetar uma gama de fungdes e
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estruturas celulares (Oregon State University, 2000; Hendler e Rorvik, 2001a apud

MASTEN, 2002).
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Figura 4 - Formulas estruturais do DMAE (A), colina (B) e acetilcolina (C).

Haubrich e colaboradores (1975) desenvolveram um estudo acerca da
inducdo da ACH no cérebro de ratos pelo cloreto de COL e por Deaner®. Apés a
administracdo de DMAE acetoamidobenzoato (Deaner®) ou cloreto de COL
verificou-se um aumento da concentragdo de COL e ACH no cérebro dos ratos
(corpo estriado), indicando que a sintese cerebral da ACH pode ser estimulada in
vivo pelo aumento da concentracdo tecidual dos precursores COL e DMAE

(Deaner®) (HAUBRICH et al.,1975).

Em outro estudo realizado por Haubrich e Gerber (1981), investigou-se o
mecanismo de inibigdo da COL-desidrogenase, enzima responsavel pela rapida
metabolizacdo da COL, impondo a esta um curto limite de agao. Verificou-se neste
estudo a atuagdo do DMAE como um inibidor da COL-desidrogenase in vitro, tendo

causado um aumento na concentracao da COL no figado e rins de ratos tratados.
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Em 1999 um estudo randomizado acerca de protocolos experimentais
utilizados no tratamento de discinesia tardia foi realizado por Soares e Mc Grath. A
meta-analise demonstrou que o tratamento com DMAE nao foi mais efetivo que o

controle realizado com placebo (SOARES et al., 1999).

Russel e Jender (1981) realizaram experimento para investigacdo dos efeitos
comportamentais de duas substancias com efeito oposto no sistema de transmissao
colinérgica. Investigou-se o Deanol® ou DMAE como precursor colinérgico, atuando
no aumento da transmissao colinérgica e a 3-hemicolina (HC-3) e sua acéo oposta
ao DMAE, atuando na diminui¢cdo da sintese de ACH no cérebro de ratos utilizados
como cobaias. Alguns dos efeitos comportamentais estudados foram: reatividade ao
estimulo visual e téatil; resisténcia a captura e manuseio; tensdao muscular e reacao
de defesa ao choque induzido. O estudo demonstrou que o DMAE administrado
sozinho, nao apresentou efeito significativo no comportamento dos animais e
apresentou um efeito dose-dependente na supressdao da HC-3. O estudo foi
consistente na conclusao geral de que uma diminuicdo da atividade colinérgica esta
associada com uma hipereatividade e que um aumento da atividade colinérgica esta
relacionado a hiporeatividade. O estudo indicou ainda que os efeitos
comportamentais do Deanol® sdo dependentes do estado do sistema colinérgico,

agindo em conjunto com a HC-3, mas n&o sozinho.
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1.6.2 - Uso topico do DMAE

O DMAE e seus derivados vém sendo mundialmente utilizados em
preparagdes topicas e até orais para uso cosmético, como substancia capaz de
prevenir e amenizar os efeitos causados pelo envelhecimento cutédneo. Diversas
patentes descrevem sua utilizagdo utilizando diferentes indicagbes cosméticas

(HIKIMA, 1998; PERRICONE, 1997; TAJIMA et al., 2002).

O DMAE orotato (CAS RN 1446-6-6) foi mencionado em uma patente
européia (ISMAIL, 1985 apud MATEN, 2002), presente em formulagdo oral
associada a vitamina E e vasodilatadores para manutengao e suporte de colageno

da pele.

O DMAE foi indexado no Chemical Abstract Plus database (CAPLUS) para
uma patente mundial como uma composicdo com propriedades de penetracdo
transdérmica rapida para ativos farmacéuticos (KIRBY e PETTERSSON, 2000).
Verificou-se também o registro de formulagdo contendo alcanolaminas para o
tratamento de manchas na pele, utilizando DMAE na concentragédo de 1 a 10%
preferencialmente (c), tendo sido indexado na Europa e Japdo como componente de
formulagdes cosméticas utilizadas no tratamento de cabelos tingidos (TAJIMA et al.,
2002). O DMAE cloridrato (CAS 2498-25-1) foi encontrado em uma patente japonesa

de um cosmético com propriedades antiidade (HIKIMA, 1998).

Ha no mercado brasileiro diversos derivados do DMAE disponiveis
comercialmente para o uso topico. A maioria deles é composta por ésteres e sais e
encontram-se na forma liquida, descritos no Quadro 3 (CONSULCOM, 2002). A

maioria destes derivados é formada ap6s adicao estequiométrica do respectivo acido
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ao DMAE, sob resfriamento, ja que estas reacoes de neutralizagdo sdo bastante

exotérmicas.

Para este trabalho a escolha do derivado de DMAE a ser utilizado deveria
considerar diversos fatores, como existéncia de literatura cientifica disponivel, dados
toxicolégicos, fator de corregao a ser utilizado, considerando a relagéo entre o PM do
derivado e o PM do DMAE BL, compatibilidade entre os componentes da formulagao
e a relagdo custo beneficio. Outro fator a ser considerado seria a possibilidade de
beneficios cutaneos que o &cido gerador do derivado de DMAE traria a formulagéo,
uma vez que dependendo do pH final, ele pode estar mais ou menos disponivel na

formulacao.

Os trabalhos ja publicados sobre o uso tépico do DMAE (COLE et al., 2002;
GROSSMAN et al., 2002; UHODA et al., 2002), ndo deixam claro a utilizagédo do
DMAE BL ou de qualquer outro derivado, citando apenas o DMAE como ativo. No
entanto, o uso da base livre por si s6, ndo seria recomendado para uma formulagéo
cosmeética, ja que o odor desagradavel caracteristico das aminas prevalece no pH do
DMAE BL n&o neutralizado (em torno de 11), pH este que n&o é recomendado para

a pele daface. O PM do DMAE glicolato é 164.

Quadro 3 - Derivados do DMAE para uso topico e sua relacao estequiométrica (CONSULCOM,
2002).

Acido PM Relacdo DMAE/ Derivado
dcido
Benzbico 122,12 1,37 DMAE Benzoato
Citrico anidro 192,13 2,15 DMAE citrato
tartarico 150,09 0,59 DMAE Tartarato
Latico 90,08 1,01 DMAE Lactato
Glicolico 76,05 1,17 DMAE Gilicolato
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Ha também a possibilidade da utilizacdo dos derivados de DMAE indicados
para uso oral (geralmente na forma de pd), para a utilizacdo em formulacdes
cosméticas. Estes sais sdo utilizados por farmacias com manipulagéo. O principal
inconveniente farmacotécnico, além da auséncia de referéncias cientificas, seria a
necessidade da utilizagdo do fator de corre¢cdo derivado/DMAE BL. Como estes
fatores sdo geralmente muito altos, maiores que 2,5, a grande quantidade do pé a
ser utilizado, dificultaria uma boa apresentagcdo e aceitagdo cosmética da

formulagdo, conforme pode ser verificado no Quadro 4.

Quadro 4 - Derivados do DMAE para uso oral e sua relacao estequiométrica
(CONSULCOM, 2002; MASTEN, 2002)

Derivado PM Fator de correcao
DMAE BL 89,14

DMAE acetoamidobenzoato 268,31 3,01

DMAE bitartarato 239,23 2,68

DMAE orotato 245,24 2,75

O DMAE aceglutamato esta contido na lista de substancias ndo permitidas
para uso cosmético, segundo a norma mercosul GMC n°29/05 que delibera sobre a
permissao de substancias para uso cosmético (Lista de substancias... MERCOSUR,
2005).

A fim de elucidar estas questdes e obter pardmetros acerca da estabilidade e
eficacia das formulagdes propostas, determinou-se neste estudo a utilizagédo do
DMAE ¢licolato, baseado na adequada relagdo estequiométrica entre o acido
glicolico e o DMAE, e ja que se pretende associar a formulagcdo as propriedades

querato-reguladoras deste alfa-hidroxiacido.

Neste trabalho, avaliaremos o perfil de estabilidade de uma formulagéo
dermocosmeética contendo DMAE glicolato fabricado industrialmente (DGE),
gentilmente cedido pela empresa Embrafarma e de uma formulagcéo contendo DMAE

glicolato neutralizado em laboratério (DGN).
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1.7- Acido glicdlico

Os alfa-hidroxiacidos (AHAs) sdo uma classe de substancias derivadas
geralmente de frutas. Um dos principais é o acido glicélico, que € derivado da cana
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Figura 5 - Formulas estruturais do acido glicolico (A) e DMAE glicolato (B).

O &cido glicdlico (AG) é composto por um grupo hidroxi e um grupo
carboxilico, ambos os oxigénios carboxilicos estdo no mesmo plano. Outros
exemplos de AHAs sdo o acido malico (de magas), tartérico (de uvas), citrico (de
frutas citricas) e latico (leite). Os efeitos do acido glicélico nos cornedcitos podem ser
demonstrados pela melhora de diversas lesdes epidérmicas incluindo ictioses, acne,

queratoses seborréicas e queratinicas (ROENIGK, 1997).

O acido glicdlico encontrado comercialmente estd na forma de uma solugéo a
70% (Catélogo do fornecedor Embrafarma, 2004). De acordo com o parecer técnico
n° 7 de 28 de setembro de 2001, da camara Técnica de Cosméticos da ANVISA
(CATEC), a concentragdo dos AHAs em produtos cosméticos deve ser de até 10% e
o pH final das formulagdes maior ou igual a 3,5 para aplicagdo cosmética

(ANVISA.CATEC, 2001).



48

O uso dos AHAs no tratamento de problemas dermatoldgicos relacionados a
queratinizacado tem sido bastante estudado e difundido, porém seu mecanismo de
acdo ndo esta totalmente esclarecido. Acredita-se que esteja relacionado com
mudangas nas ligagbes ibnicas do estrato cérneo (EC) (TSAI e HSU, 1999) e

provavelmente com a ativagao de fibroblastos (MOY et al., 1996).

As células epidérmicas estéo interligadas por ligagbes desmossémicas, e 0
pH induzido na camada mais externa do extrato corneo pode dissolver estes
acoplamentos, resultando na regeneragdo celular (HARWARD, 1996; SCOTTI,

2002).

DiNardo e colaboradores (1996) desenvolveram um estudo acerca dos efeitos
clinicos e histolégicos relacionados ao uso do &acido glicdlico em diferentes
concentragdes e niveis de pH. Os resultados demonstraram que todos os niveis de
pH (3,25; 3,80 e 4,40) e concentragdes estudadas (3,25; 6,50; 9,75 e 13,0%) de AG,
apresentaram resultados clinicos satisfatorios. Observou-se que a pele xeroética e
ictidtica apresentaram evidéncias histologicas de afinamento do EC, espessamento
da epiderme viavel e aumentos significantes no conteido de colageno e
glicosaminoglicanos. Outros estudos comprovaram o aumento na densidade
epidérmica através do tratamento com AG, provavelmente devido ao aumento da
sintese de colageno, elastina, mucopolissacarideos e glicosaminoglicanos da derme,
estimulando a renovagdo celular, minimizando principalmente os danos da pele
fotoenvelhecida (GARCIA,C.R.C. 1996; GILCHREST,1996; HOOD et al., 1999; INAN
et al., 2006). O AG também demonstrou acelerar a sintese de colageno através dos
fibroblastos, mas também modular a degradagdo da matriz através dos
queratinécitos, via citocinas. Concluiu-se que o AG contribuiu para a regeneragéo da

pele fotodanificada através de diversos mecanismos celulares (OKANO et al., 2003).
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Dependendo da concentragdo de AHA utilizado, pode-se verificar resultados
diferentes. Um estudo realizado com ratos albinos apés a utilizagdo de solucdes
aquosas contendo 8%, 50% e 70% de AG respectivamente, demonstrou que em
concentragdes mais baixas, apenas a epiderme foi afetada e espera-se um resultado
adequado para o tratamento de rugas. Em concentragdes mais altas, considerou-se
um estimulo dos fibroblastos da derme, resultando em um aumento da sintese de
colageno. Os efeitos nocivos provocados por altas concentragdes de uso néo devem
ser ignorados e o tempo apropriado de tratamento, deve ser sempre acompanhado

por um clinico responséavel (INAN et al., 2006).

1.8 - Estudo da Estabilidade de produtos cosméticos

O estudo da estabilidade das formulacdes fornece informacdes sobre o grau
de estabilidade relativa de um produto nas diversas condicbes a que possa estar
sujeito, desde a fabricacao até o término da sua validade (ANVISA.CATEC, 2004).
Este estudo contribui para a orientacdo no aperfeicoamento das formulacées, do
material adequado de acondicionamento, na estimativa do prazo de validade e

informacdes sobre confiabilidade e seguranca dos produtos.

Segundo o guia de estabilidade de produtos cosméticos (ANVISA.CATEC,
2004), é recomendavel que se viabilize um estudo de estabilidade preliminar, com
duracdo de até 15 dias, a fim de se testar o produto em sua fase inicial de

desenvolvimento.
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O estudo de estabilidade acelerada, também conhecida como exploratéria,
objetiva o fornecimento de dados preditivos do tempo de vida Util e a compatibilidade
da formulagdo com o material de acondicionamento. E empregado em escala
laboratorial e piloto de fabricagcdo. Possui duragédo de 90 dias, podendo se estender
por seis meses a um ano. De um modo geral, avalia-se caracteristicas

organolépticas, fisico-quimicas e microbioldgicas.

O teste de prateleira, shelf life ou estudo de estabilidade de longa duragao,
valida limites de estabilidade do produto e comprova o prazo de validade estimado
nos testes de estabilidade acelerada. As amostras sdo armazenadas a temperatura

ambiente e analisadas periodicamente até que o se expire o prazo de validade.
De um modo geral, as condicdes de estresse aconselhadas sao:
= estufa: 37;40; 45 ou 50 +2°C;
» geladeira: 5+ 2°C;
= freezer -5 ou—10+ 2°C.

Para os testes preliminares pode-se adotar ciclos de estresse de 24 horas
alternando a armazenagem em intervalos regulares de tempo em estufa, geladeira

ou freezer (ANVISA.CATEC, 2004).

Segundo a resolucdo RE n°1 de 29 de julho de 2005, que trata da
estabilidade de produtos farmacéuticos; medicamentos liquidos e semi-sélidos de
base aquosa devem ser analisados sob as condigbes apresentadas no Quadro 5

(ANVISA, 2005).
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Quadro 5 - Condicao de armazenamento para testes de estabilidade de medicamentos semi-
solidos.

Forma Condicéo de Embalagem Temperaturae  Temperatura e
Farmacéutica armazenamento umidade umidade (longa
acelerado duracéo,
(c) ( ) ¢d0)
Semi-sélido 15-30 Semipermeavel 40°C+ 2 °C 30°C+ 2°C

75%* 5% UR 75%+ 5% UR

Semi-sélido 15-30 Permeavel 40°C+ 2 °C 30°C+ 2°C

O prazo de validade provisério de 24 meses € concedido caso o relatério do
estudo de estabilidade acelerado de 12 meses apresente variagdo de teor menor ou
igual a 5,0 % do valor de andlise inicial do lote, mantidas as demais especificagcées.
Caso as variagbes de doseamento estejam entre 5,1 e 10,0 % no estudo de
estabilidade acelerado, o prazo de validade provisério sera de 12 meses. O prazo de
validade definitivo serd concedido para produtos que apresentarem nos estudos de
longa duragdo uma variagdo de doseamento dos ativos dentro das especificacdes
farmacopéicas ou do método validado de acordo com a legislagdo em vigor

(ANVISA, 2005).

1.8.1 - Fatores Extrinsecos e Intrinsecos

Diversos fatores podem influenciar na estabilidade das formulagdes. Os
fatores extrinsecos ou externos considerados no estudo da estabilidade de
cosméticos sdo: processos de envelhecimento que ocorrem em conseqiiéncia do

tempo, temperatura de armazenamento e de exposi¢cao a luz (fotosensibilidade dos
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componentes), oxigénio (geracdo de radicais livres e reagdes de oxi-reducao),
umidade, além do material de acondicionamento, contaminagdo microbiol6gica e

vibragao relacionada ao transporte (ANVISA.CATEC, 2004).

Dentre os fatores intrinsecos encontramos as incompatibilidades fisicas e
quimicas. Estes fatores estdo relacionados a natureza das formulagbes e
principalmente a interagdo das substancias entre si ou com o material de

acondicionamento.

As incompatibilidades fisicas sdo observadas quando ocorrem alteracdes no
aspecto fisico da formulagao, como: precipitacdo, separacéo de fases, cristalizagao,
entre outros. As incompatibilidades quimicas, dizem respeito as reagbes quimicas
propriamente ditas que podem ocorrer entre os componentes da formulagdo e

relacionam-se com a integridade e seguranga dos ativos. Os principais fatores séo:

* pH;

* Reacbes de oxi-reducao;

* Hidrélise;

* Interagéo entre componentes da formulagéo;

* Interagéo entre os componentes e material de acondicionamento.

1.8.2 - Estabilidade de emulsoes

Emulsdes sdo preparagbes heterogéneas e sistemas termodinamicamente
instaveis, compostas de dois liquidos imisciveis, convencionalmente descritos como

agua e 6leo, cada qual disperso em finas goticulas sobre o outro, que retornam para
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as fases de agua e 6leo separadamente, através da fusdo ou coalescéncia de
goticulas, a menos que sejam cineticamente estabilizadas por um terceiro
componente, o agente emulsificante. A fase interna ou dispersa apresenta-se como
pequenas goticulas e o liquido dispersante é chamado de fase externa ou continua.
As emulsdes sao classificadas como 6leo em agua (O/A) ou agua em éleo (A/O),
dependendo da localizagdo da fase continua ou externa. No entanto, emulsées
farmacéuticas sdo freqlientemente compostas por sistemas multicomponentes, de
fases sélidas ou cristais liquidos (lamelares) (ANSEL et al., 2000; ECCLESTON,

2002; FLORENCE e ATWOOQD, 2003).

A estabilidade de uma emulséo relaciona-se principalmente a viscosidade da
fase interna. Particulas pequenas dispersas em um liquido (ou gas), estdo em
constante choque devido ao movimento browniano. Diversas instabilidades podem
ocorrer no sistema devido a estas movimentagcdes e interagbes entre as fases
(Figura 6): inversao de fases, coalescéncia, formagédo de creme ou creaming e até a

quebra total da emulséo (FLORENCE e ATWOOD, 2003).
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Figura 6 - Representagao esquematica dos processos de instabilidade de uma emulsao
(ECCLESTON, 2002).

De acordo com a Lei de Stokes, a velocidade de sedimentagéo ou formagéo
de creme de uma particula esférica (v) em um meio fluido, pode ser obtida pela

equacao 1 (FLORENCE e ATWOQD, 2003):

2ga” (p1-p 2)
| (Equagéo 1)

9n

Onde: v = Velocidade de sedimentacdo de uma particula esférica;
g = constante de aceleragéo gravitacional, 981 cm/s?

a = diametro das particulas dispersas, cm;

p1=densidade da fase dispersa (interna).

p2 =densidade da fase dispersante (continua ou externa);

7 = viscosidade da fase dispersante
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1.8.3 - Formulacdes gel-creme

As formulagdes gel-creme adquiriram grande forca e aceitacdo no mercado
brasileiro a partir das farméacias de manipulagéo, que tiveram grande demanda para
desenvolver formulagdes do tipo “oil-free”, com menor quantidade possivel de éleos

e com aspecto de creme.

De um modo geral, elas séo constituidas de uma base em gel, emulsificantes,

substéncias oleosas ou silicones, adquirindo um aspecto leitoso ou cremoso.

O gel & um sistema solvente-polimero, que contém uma rede tridimensional
de ligacbes bastante estaveis, quase nao afetadas por movimento térmico. Podem
ser subdivididos em dois grupos, dependendo das ligacdes entre as cadeias da
rede. Os do tipo | sdo sistemas irreversiveis com uma rede tridimensional formada
por ligacdes covalentes entre as macromoléculas. Os géis do tipo Il, mais
comumente usados em farmécia, sdo reversiveis pelo calor e mantidos por ligagoes

intermoleculares do tipo ligagédo hidrogénio (FLORENCE e ATWOOD, 20083).

O gel-creme € uma emulsdo cuja fase aquosa esta previamente gelificada
pelo polimero hidréfilo gelificante. Os agentes gelificantes empregados na formacao
do gel-creme sao usualmente os mesmos utilizados para a obtencédo de um hidrogel,
como por exemplo, carbopol (carbomer) e natrosol (FERREIRA, 2002;

FERNANDEZ-MONTES, 2005; MARTINI, 2005).

Devida atencao deve ser dada as possiveis incompatibilidades entre o agente
gelificante e os ativos empregados. Formulagées com pH &cido, devem utilizar
gelificantes nado ibnicos, para se evitar a quebra da rede tridimensional do gel

(FERNANDEZ-MONTES, 2005).
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Do ponto de vista galénico o gel-creme apresenta maior consisténcia em
relacdo as emulsdes originais. Do ponto de vista dermocosmeético, as formulagcdes
gel-creme acentuam o grau de evanescéncia da emulséo original, desde que nao
contenha em sua fase oleosa, alta concentracdo de substéncias graxas de alta
oclusdo (FERNANDEZ-MONTES, 2005). Devido a baixa concentragdo de
substéncias oleosas, a formulagdo gel-creme apresenta sensagao tatil de gel, com
certa refrescéncia, especialmente para peles oleosas e mistas, podendo ser utilizada
por todos os tipos de pele, dependendo, porém, dos demais componentes

agregados (MARTINI, 2005).

Diversas macromoléculas de polimeros atuam também como agentes
emulsificantes, alterando as forgas hidrodinamicas da emulsdo durante o processo
de agitagdo, devido a sua influéncia nas propriedades reoldgicas (ECCLESTON,

2002).

Recentemente, diferentes matrizes de géis aquosos (hidrogéis), como
carbomer 940, goma xantana e carragena, vém sendo utilizadas para aumentar a
viscosidade de emulsdes e microemulsdes. A adi¢cdo destes polimeros tornou as
microemulsdes estudadas mais apropriadas para uso topico e com &tima

estabilidade (CHEN, 2006).

1.9 - Revisdo das metodologias analiticas

Atualmente, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) € uma das
técnicas analiticas mais utilizadas na quantificacdo de farmacos. A maioria das
farmacopéias preconiza a utilizagdo desta técnica em fungdo de suas inUmeras

vantagens como precisdo, exatiddo, rapidez, seletividade e capacidade de
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automacao. A revisdao das metodologias analiticas envolvendo a quantificacao de
DMAE por CLAE em fase reversa (FR), permitiu concluir que ndo ha metodologia
oficial ou validada, para a determinacdo de DMAE glicolato em formulagées

cosmeéticas.

Um dos primeiros métodos descritos na literatura para a determinagdo
quantitativa e simultinea do DMAE, ACH e COL descreve uma andlise por
cromatografia gasosa (CG). Esta anadlise foi realizada empregando-se DMAE
acetoamidobenzoato (Deanol) a roedores com posterior andlise de seu tecido
cerebral e plasma. Nenhum dos métodos de extragdo empregados (tetrafenilboro,
pareamento iénico, precipitacdo de Reinecke e resina catibnica), foi capaz de
separar totalmente o DMAE da ACH e COL, porém a detec¢éo de Deanol por CG,
demonstrou ser bastante especifica e reprodutivel, sob as condigbes do ensaio
(ZAHNISER et al., 1977). Outro método descrito por Mishani e colaboradores (2002),
descreve a utilizagdo de CLAE, utilizando uma coluna de troca ibnica e detector
condutimétrico. O método demonstrou ser capaz de separar com eficiéncia a COL e
DMAE (ambos na forma do sal cloreto), em uma formulagdo radiomarcada, utilizada

na detecgéo de tumores.

A titulacdo potenciométrica em meio ndo aquoso é outra metodologia que se
mostra adequada para a determinagdo de substancias fracamente basicas ou
fracamente acidas, assim como para alguns sais de aménio quaternario (BECKETT
& STENLAKE, 2001). Esta metodologia é comumente utilizada por alguns
fornecedores para a determinagédo quantitativa do DMAE na matéria-prima, porém,
na auséncia de referéncias oficiais, tornou-se necessario a adaptagao e validagao

desta metodologia.
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A validacado de metodologias analiticas simplificadas, que permitam assegurar
uma analise confidvel e reprodutivel, utilizando-se CLAE em FR e titulagdo
potenciométrica em meio ndo aquoso para a determinagdo e quantificagdo do DMAE
glicolato na matéria-prima e nas formulagbes, se mostrou uma ferramenta
necesséria e desafiadora, além de determinante da etapa posterior dos estudos de

estabilidade.

Ainda no intuito de alcancar outras metodologias que pudessem estar
relacionadas ao DMAE glicolato, pesquisou-se métodos de determinagao
envolvendo o acido glicolico, um &cido carboxilico de cadeia curta, o qual reage com

o DMAE, em uma reagéo de neutralizagdo formando o DMAE glicolato.

De acordo com a literatura, os métodos cromatograficos descritos para a
determinagdo de acidos carboxilicos de cadeia curta empregam a CG apoés
derivatizagdo e CLAE, utilizando quatro principais métodos de separagao: excluséo

ibnica, troca ibnica, fase reversa e pareamento iénico (SCALIA et al.,1998).

Scalia e colaboradores (1998) descreveram uma metodologia para a
determinagdo do acido glicdlico (AG) em produtos cosméticos por CLAE em fase
reversa, utilizando o pareamento idnico, apds processo de purificagdo em cartuchos
de troca idnica, obtendo uma porcentagem de recuperagéo em torno de 92,4 a 96,2
% para as formulagbes em creme e gel. O pareamento i6nico é um recurso muito
utilizado na andlise de compostos ionizaveis. Uma vez que a fase estacionaria na
CLAE FR é apolar, ela interage fracamente com o soluto i6nico, reduzindo
demasiadamente seu tempo de retengdo, podendo acarretar uma seletividade

insatisfatéria do método. No pareamento ibnico, o contra-ion de carga oposta ao

soluto analisado é adicionado na fase moével, formando com este um complexo de
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carga neutra, capaz de interagir melhor com a fase estacionaria, aumentando a

seletividade do sistema (CHANG e CHANG, 2003; RIBEIRO e VOLPATO, 2005).

Outro trabalho utilizando CLAE em fase reversa e pareamento idnico foi
descrito para determinagdo simultdnea de agentes clareadores hidrofilicos em
produtos cosméticos, incluindo-se entre eles o AG. O método mostrou-se linear para
a faixa de 8,0 a 36,3 mg/mL de AG. A faixa de recuperagéo obtida para o AG, variou
entre 99,6 e 100,1 % e precisdo (CV%) de 6,43 a 5,17 no comprimento de onda de

220 nm (CHANG e CHANG, 2003).

1.10 - Biometria cutanea

A dermocosmeética atual requer para o desenvolvimento de uma formulagéo a
utilizagdo de métodos que comprovem a eficacia e a seguranga de uso do produto

desenvolvido.

A bioengenharia cutdnea tem se tornado uma importante area, capaz de gerar
ferramentas cada vez mais utilizadas na determinagdo cientifica de diversos

parametros (KLIGMAN, 1995).

A aplicacdo das metodologias ndo invasivas na avaliagdo da eficicia dos
cosméticos permite que medidas mais precisas sejam realizadas e possam
complementar a avaliagdo clinica, muitas vezes subjetiva. A aplicacdo destes
métodos requer um delineamento cuidadoso do experimento, seguido de
padronizacdo das metodologias aplicadas, uma vez que diversos parametros podem
interferir nas medidas (GASPAR et al., 2001). E muito importante, portanto, que

exista um controle dos processos e do ambiente em que as medidas serdo
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realizadas, registrando-se temperatura e umidade, presenca de luz solar e fluxo de

ar (SERUP, 1995).

As medidas de biometria cutdnea por métodos nao invasivos sé@o técnicas
rapidas e seguras de se aplicar a humanos, uma vez que é possivel avaliar a pele in
vivo, em tempo real, sem a necessidade de se violar sua integridade (KLIGMAN,

1995).

Os equipamentos de biometria cutdanea permitem que diversos parametros
sejam avaliados, como por exemplo, conteldo aquoso do estrato cérneo
(hidratagao), teor lipidico (oleosidade), pH, coloracédo da pele, perda transepidérmica
de &gua, visco-elasticidade, textura superficial da pele, caracteristicas tensoras
(deformagéo e elasticidade), técnicas de imagem, dentre outros (GASPAR, 2001,

catélogo do fornecedor Courage khazaka, 2006).

1.10.1 - Medidas de hidratacdo cutanea

A hidratagao representa o elemento mais importante para preservar a
condicao fisica e a aparéncia da pele. O nivel de hidratacdo da pele depende de
vérios fatores como o poder higroscopico do estrato corneo, a taxa de fornecimento
de agua pelas camadas mais internas da epiderme e a taxa de perda de agua, via

evaporagao.

A agua por si s6é seria suficiente como agente de tratamento para a pele
desidratada. No entanto existe uma dificuldade de aplicacdo da 4gua como um unico
agente de tratamento, ja que apenas um fino filme liquido poderia aderir a pele.

Nessas condicbes, a evaporacdo da agua de re-hidratacdo ocorreria antes que
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qualquer efeito emoliente pudesse ocorrer. Por outro lado, a imersao prolongada em
agua solucionaria o problema da evaporagdo, mas resultaria no inchamento do
estrato corneo, causando danos as células e até mesmo exacerbando a condigéo
original. Esses problemas podem ser contornados a partir da incorporagéo da agua

em veiculos que regulem sua administragdo (TAGAMI, 1995).

Uma vez que o grau de hidratag@o do estrato cérneo é um fator de extrema
importancia na preservagéo das condigdes fisicas da pele, muitos esforgos tém sido
direcionados no sentido de restabelecer os teores normais de agua na pele com

diversas formulacées.

Em biometria, a técnica mais utilizada na determinagdo do contetdo aquoso
do estrato cdrneo é realizada por medidas de capacitancia. A sonda capaz de medir
esta capacitancia € composta de eletrodos que contém uma rede interdigital de
ouro. A parte ativa do eletrodo é composta de fina membrana de material vitreo de
baixo potencial dielétrico. Ndo ha contato galvanico entre a sonda e a superficie da
pele e um campo elétrico de freqliéncia variando entre 40 a 75 kHz é estabelecido
na camada superior da pele (BAREL & CLARIS, 1995). As mudangas na
capacitancia sdo convertidas em unidades de hidratagdo que variam de 0 a 120
unidades arbitrarias (UA), onde 0 unidade corresponde a pele muito seca e 120
unidades a pele muito hidratada (SWATSCHEK et al., 2002). Este método é
considerado exato e reprodutivel quando utilizado sob condigbes padronizadas e
tem sido utilizado em diversos trabalhos como uma importante ferramenta para
pesquisa cosmética, farmacolégica e dermatolégica (SWATSCHEK et al., 2002;

DISTANTE et al., 2002; YILMAZ e BORCHERT, 2006).



62

1.10.2 - Determinacao do pH cutaneo

A natureza acida da superficie cuténea foi descrita primeiramente por Hesus
em 1892 e diversos trabalhos vém investigando este parametro. Um estudo
realizado por Zlotogorski (1987) com cerca de 600 adultos, demonstrou uma faixa
representativa do pH populacional variando entre 4,0 e 5,5 (regido da testa) e 4,2 a
5,9 na regido da bochecha, para individuos com menos de 80 anos. Apés os 80

anos, verificou-se que os valores de pH s&o mais alcalinos.

O pH da pele tem sido visto por alguns pesquisadores como um importante
indicador funcional, relacionado com a produgéo de acido latico, formagéo do manto
hidrolipidico, manutengédo da homeostase e fungdes imunoldgicas (ZLOTOGORSKI,
1987; LEONARDI et al., 2002; KIM et al., 2006). Alguns trabalhos também apontam
a ligagdo entre o pH, atividades enzimdticas e renovagédo celular e algumas
patogenias como dermatite de contato, dermatite atopica, ictiose, acne vulgar e
infecgbes por C. Albicans. Fatores exdgenos como uso de detergentes, alguns
medicamentos e cosméticos podem obviamente afetar o pH cutédneo (SCHMID-

WENDTNER e KORTING, 2006).

As técnicas potenciométricas atuais para a determinacdo cutanea do pH,
envolvem a utilizagdo de eletrodos especiais de vidro, 0os quais representam um
avangco sobre os eletrodos de hidrogénio, quinidrona e antimdnio, utilizados

anteriormente (ZLOTOGORSKI, 1995).

Recente trabalho realizado por Weber e colaboradores (2006) empregou um
biosensor com nanotubos de carbono em uma célula eletroquimica, capaz de

detectar especificamente lactato e o pH de uma solucao de suor artificial.
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1.10.3 - Determinacao da oleosidade cutanea

A pele saudavel é naturalmente coberta por um manto lipidico, derivado do
sebo e de lipidios da epiderme. A produgéo do sebo é um processo regulado pelos
hormbnios e receptores androgénicos. Embora esta secregdo seja mais
caracterizada individualmente por fatores hereditarios, ela também varia de acordo

com a idade, sexo e regido da pele (YOUN et al., 2002).

Os lipideos do EC sdo compostos de quantidades praticamente equivalentes
de ceramidas, colesterol e acidos graxos livres. As ceramidas encerram uma familia
de, no minimo, sete sub-fragbes e sao criticas para a fungdo barreira do EC

(PROKSCH et al., 20086).

Um dos equipamentos mais utilizados para a determinagéo da oleosidade da
pele é o Sebumeter® o qual é baseado em uma medida fotométrica de acordo com a
opacidade de uma fita especial colocada em contato com a pele e fornece valores
quantitativos entre 0-99 ug sebo/cm?. No entanto é necessario observar a saturagéo
da fita utilizada para se evitar erro nas medidas (PIERARD et al., 2000; YOUN et al.,

2002).

Medicamentos e formulagdes cosméticas podem afetar positiva ou
negativamente o contetdo graxo do EC, determinando, de certa forma, as
formulagdes mais indicadas para determinado tipo de pele. Desta forma, a
investigacdo acerca do contetdo graxo do EC pode auxiliar no desenvolvimento de

formulagdes mais apropriadas para determinada populagéo de individuos.
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2- OBJETIVOS

2.1 - Objetivos gerais
Formulagdo de um dermocosmético estavel e eficaz com fungdes antiidade
agregadas.
2.2 - Objetivos especificos
* Desenvolvimento e validagao de metodologia analitica por titulagdo
potenciométrica para andlise do teor de DMAE glicolato na matéria-prima e na

formulacao;

* Desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica por CLAE para analise

do teor de DMAE glicolato na formulagao;

* Determinagéo do FPS da formulagdo pelo método in vitro;

* Determinagcdo da estabilidade acelerada e em temperatura ambiente das

formulagdes desenvolvidas;

* Comparagdo da estabilidade do DMAE glicolato industrializado e do

sintetizado em laboratério na formulacao;

* Avaliagéo da toxicidade dérmica da formulagéo proposta;

* Avaliacdo da eficacia da formulacdo quanto aos parametros de biometria

cuténea: oleosidade, pH e hidratagéo.



3- MATERIAL E METODOS

3.1 - Matérias-primas

Acido glicélico - Galena

Benzofenona 3 - Deg
Butilhidroxitolueno (BHT) - Via Pharma
DMAE base livre - Deg

DMAE glicolato - Embrafarma

Emulgin VL 75 - ChemSpecs
Octocrileno - Spectrum

Phenochem - ChemSpecs
p-metoxicinamato de octila - Spectrum

Structure XL - National Starch

3.2 - Reagentes, Solventes e outros

Acetonitrila grau cromatografico - Tedia
Acido acético glacial P.A. - Vetec

Acido perclérico 70% P.A. - Vetec
Anidrido acético P.A. - Controltec
Etanol P.A. - Vetec

Fluido Padrao Brookfield 12500 cps

65
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Fosfato de potassio monobasico (KH2POy) - Vetec
Hidroxido de Sédio P.A. - Vetec

Membrana de filtro hidrofilica 0,20 um — Millipore

3.3 - Equipamentos

Agitador magnético Corning

Agitador mecéanico Fisatom modelo 713 D
Balancga analitica Mettler Toledo AG 204
Balanga de precisdo Mettler Toledo PB 3002
Banho de ultra-som Thornton T 14
Centrifuga Beckman Coulter Avanti™ J 25

Cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu — bomba modelo LC-10AD
vp, auto-injetor modelo SIL-10 AD vp, detetor de arranjo de fotodiodos modelo
SPD-M10A vp e sistemas de dados (software) modelo Class -VP verso 6.1

Agitador para alta dispersao Ultra Turrax T18 basic
Espectrofotdmetro de infravermelho Shimadzu FTIR 8300
Espectrofotdmetro Shimadzu UV 2401 PC

Estufa de secagem e esterilizagdo Fanem modelo 315 SE
pHmetro/condutivimetro Digimed DM 21, eletrodo CV1 e CV4
Placas de aquecimento e agitador mecanico Corning PC 351
Equipamento para determinacao de ponto de fusdo Blchi B-540

Refratdmetro Carl Zeiss 120540
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o Titulador automatico Mettler DL25

e Unidade combinada de biometria cutdnea Courage Khazaka: Corneometer
820 PC, Sebumeter SM 810 e Skin pHmeter pH 900

¢ Viscosimetro anal6gico Brookfield modelo LVT

3.4 - Padroes

Devido ao fato de ndo haver no mercado substéancia quimica de referéncia do

DMAE glicolato, utilizou-se como padrao de trabalho a matéria-prima com teor de

pureza declarado, gentilmente cedida pela empresa Embrafarma (DGE).

3.5 - Caracterizacédo das matérias —primas

A tabela 1 relaciona as andlises realizadas para caracterizagdo das matérias-

primas utilizadas neste estudo.

Tabela 1 - Relacao de analises realizadas para a caracterizacdo das matérias-primas.

Matéria -prima Analises realizadas Referéncia
Faixa de fusédo MERCK, 2001.
Benzofenona Espectrofotometria IV SHAAT, 1990.

ENCICLOPEDIA..., 1995.

DMAE glicolato

Espectrofotometria UV
pH Laudo de analise do

Teor fornecedor.

Metoxicinamato

de octila

Espectrofotometria IV
ENCICLOPEDIA..., 1995.
MERCK, 2001.

indice de refracdo

Octocrileno

Espectrofotometria UV
ENCICLOPEDIA..., 1995.
USP, 2004.

indice de refracdo
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3.5.1 - Determinacéao da faixa de fusao

Introduziu-se a amostra de benzofenona-3 (BZF) em capilar de vidro,
procedendo-se a leitura para determinagé@o da faixa de fusdo. A andlise foi realizada
em duplicata (USP 2004; Enciclopédia de absorvedores de UV para produtos com

filtro solar, 1995).

3.5.2 - Determinacao do indice de refragao

Amostras de octocrileno (OCT) e metoxicinamato de octila (MTO) foram
analisadas diretamente no equipamento através da disposicdo de gotas das

amostras sobre o prisma opaco do refratbmetro (USP 2004, Enciclopédia..., 1995).

3.5.3 - Espectrofotometria na regidao do UV

Para a obtencao do espectro de absorgcao da luz na regido do UV, pesou-se
acuradamente cerca de 100,0 mg de cada matéria prima DMAE glicolato comercial
(DGE), DMAE glicolato sintetizado (DGN) e OCT e transferiu-se para seus
respectivos baldes volumétricos de 100,0 mL. A essas solugbes adicionou-se cerca
de 50 mL de etanol P.A., homogeneizou-se em ultra-som por 5 minutos e o volume
foi entdo completado com etanol. Transferiu-se uma aliquota de 10,0 mL de cada
solugdo obtida para seu respectivo baldo de 100,0 mL e completou-se o volume com
etanol, obtendo-se solugdao na concentracao de 100 pg/mL de cada matéria prima

(USP, 2004).
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3.5.4 - Espectrometria na regiao do infravermelho

Os espectros foram obtidos utilizando-se pastilhas de brometo de potassio
(KBr) contendo 1% (p/p) de BZF. J& a analise do MTO foi realizada adicionando
diretamente a amostra entre placas de brometo de potassio. A varredura para a
obtengdo do espectro foi realizada entre 400 e 4000 cm™. Os espectros obtidos
foram comparados com os padrées encontrados na literatura (SHAAT, 1990;

ENCIPLOPEDIA..., 1995; USP 2004).

3.5.5 - Determinag¢éao do pH

O pH das amostras de DGE e DGN e suas respectivas solu¢des aquosas a
5% pl/v, foi determinado através de analise potenciométrica direta utilizando-se
eletrodo CV1 de ponte simples. O pHmetro foi calibrado com tampao 4,0 e 7,0

(Merck) antes de cada medida (Laudo do fornecedor Embrafarma).

3.5.6 - Determinacao do teor do padrao e matéria-prima DMAE glicolato

Na validagdo das metodologias analiticas para a determinacdo do teor de
DMAE glicolato por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por titulagdo
potenciométrica em meio ndo aquoso, utilizou-se o DGE como padréao de trabalho. O
teor de ambas as matérias-primas (DGE e DGN) foi determinado por titulagéo
potenciométrica utilizando método validado neste trabalho. Pesou-se em triplicata
exatamente cerca de 100,0 mg de cada matéria prima DGE e DGN para seus
respectivos recipientes. Diluiu-se em 50,0 mL de acido acético glacial P.A. e 1,0 mL

de anidrido acético. As amostras foram previamente homogeneizadas por 1 minuto
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no titulador. Titulou-se diretamente com a solugdo de HCIO4 0,1 N fatorada

imediatamente antes das analises.

3.6 - Preparo das formulacodes

3.6.1 - Formulacéao A

Triturou-se os pés de BZF e BHT em gral de porcelana com auxilio de um
pistilo. Incorporou-se os filtros solares oleosos, conservantes, esséncia e o
emulsificante (fase oleosa). Pesou-se o DGE quantitativamente e transferiu-se para
caneco de inox, com auxilio da agua destilada. Dispersou-se lentamente o agente
gelificante sob constante agitacdo utilizando-se agitador mecéanico equipado com
pas em hélice na rotagdo de 800 rpm e o agitador para alta dispersao a 6000 rpm.
Incorporou-se a fase oleosa sob constante agitacdo, até total homogeneizacao da
formulacdo. Envasou-se a formulagdo preparada em embalagens de polipropileno

com capacidade de 120 g e fechamento em batoque.

3.6.2 - Formulacao B

Triturou-se os pos de BZF e BHT em gral de porcelana com auxilio de um
pistilo. Incorporou-se os filtros solares oleosos, conservantes, esséncia e o
emulsificante (fase oleosa). Aqueceu-se 80% da agua a 70 £ 2°C e dispersou-se
lentamente o0 agente gelificante sob constante agitacdo, utilizando-se agitador
mecanico equipado com pas em hélice na rotagdo de 800 rpm e o agitador para alta
dispersdo a 6000 rpm. Incorporou-se a fase oleosa sob constante agitacao até total

homogeneizagdo da formulagdo. Apés resfriamento até aproximadamente 40°C,
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adicionou-se o DGN pesado quantitativamente com auxilio de parte da agua
destilada nao aquecida. Envasou-se a formulacao preparada em embalagens de

polipropileno com capacidade de 120 g e fechamento em batoque.

Tabela 2 - Relagdo entre a concentracdo e componentes utilizados na fabricacdao da
formulacao base.

Componentes Funcéao Concentracao (%)

DMAE glicolato Ativo 5,0

Octilmetoxicinamato Filiro Solar UVB e 2
UVA parcial

Benzofenona 3 Filtro solar UVA 2

Octocrileno Filtro solar UVB 2

Dipersao de metilparabeno, propilparabeno, etil e Sistema de 0,5

butilparabenos dispersos em fenoxietanol conservantes

(Phenochem)

Lauril glucosido, poligliceril2-dipolihidroxiestearato Emulsificante 3

e glicerina (Emulgin VL 75)

Fosfato de hidroxipropilamido (Structure XL) Agente gelificante 5

Butilhidroxitolueno (BHT) Antioxidante 0,05

Esséncia Aromatizante 0,2

Agua destilada Veiculo gsp 100

3.6.3 - Obtencédo do DMAE glicolato em laboratoério

Para a obtencdo do DMAE glicolato em laboratério (DGN) neutralizou-se

lentamente o DMAE base livre com acido glicélico, sob constante agitagao e controle

potenciométrico até pH de aproximadamente 6,6. O processo foi conduzido sob
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resfriamento em banho de gelo, ja que a reagdo é bastante exotérmica. O teor do
DGN obtido foi determinado por titulagdo potenciométrica de acordo com o item

3.5.6.

3.7 - Anadlise quantitativa por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Através de testes preliminares foram determinados os parédmetros e
condi¢cbes ideais para o estabelecimento e validagdo do método por CLAE para a
determinagdo do DMAE glicolato matéria-prima e nas formulagdes desenvolvidas e

estudadas.

3.7.1 - Preparo da solugao-padrao de DMAE glicolato

Pesou-se exatamente cerca de 1,5 g do padrdo DGE contendo cerca de 70%
de DMAE glicolato para baldo volumétrico de 50,0 mL. Adicionou-se uma solugédo de
acetonitrila e tampao fosfato pH 7,4 (1:1) previamente filirada em membrana com
0,45 um e desgaseificada em banho de ultra-som e vacuo. Os baldes foram
submetidos ao ultra-som por 5 minutos. Completou-se o volume com a mesma
solugéo, obtendo-se uma solu¢gdo-mée de aproximadamente 20 mg/mL de DMAE

glicolato.

3.7.2 - Preparo da amostra para avaliacao da precisao e exatidao

As amostras foram preparadas incorporando-se o padrdo de DGE a uma
matriz em branco (placebo) da formula¢do, em quantidades relativas a 80, 100 e 120

%, de modo que cada amostra resultasse em uma concentracdo de 4, 5 e 6 % de
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padrao, respectivamente. As amostras foram pesadas em triplicata para cada
concentragdo para baldo de 25,0 mL. Adicionou-se cerca de 15 mL de uma solugéo
extratora de acetonitrila e tampdo fosfato pH 7,4 (1:1) previamente filtrada em
membrana com 0,45 um e desgaseificada. Os baldes foram submetidos ao ultra-som
por 5 minutos. Completou-se o volume com a mesma solugao e homogeneizou-se
manualmente. Transferiu-se aliquotas de 5,00 mL para baldo de 25,0 mL,
completou-se com a solucao extratora e homogeneizou-se manualmente. Obteve-se
solugbes contendo exatamente cerca de 600 pug/mL (80%), 800 pg/mL (100%) e
1000 pg/mL (120%). Todas as amostras foram filtradas em membrana Millipore com
0,45 um de diametro imediatamente antes da injecao no cromatégrafo. As injecdes

foram realizadas em duplicata (Ribani et al., 2004).

3.7.3 - Condic6es cromatograficas

A metodologia em estudo seguiu 0s seguintes parametros cromatogréficos:

1. Coluna cromatogréafica: Shimpack CLC-ODS fase reversa, C18, 5um de didmetro

de particula, medindo 4,6 mm x 25 cm;
2. Vazao: 1,0 mL/min;
3. Temperatura: ambiente;

4. Volume de injecdo: 10uL;

5. Deteccdo: 205 nm;
6. Fase mdvel: tampéo fosfato pH 7,4;

7. Solvente para padrdo e amostras: solugdo de acetonitrila e tampéao fosfato 7,4
(1:1).
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Todas as fases moveis e solucdes utilizadas foram filtradas em membrana
hidrofilica Millipore de 0,40 um. A desgaseificagcdo da FM foi realizada internamente

no degasser do equipamento de CLAE.

3.8 - Validacao da metodologia analitica por CLAE

Para a validagdo da metodologia foram avaliados os parametros de seletividade,

linearidade, precisao e exatidao (ICH, 1996; ANVISA, 2003c; USP, 2004).

3.8.1 - Seletividade

A fim de se verificar a seletividade através da interferéncia dos excipientes no
método, as amostras do gel creme placebo, contendo todos os componentes menos
o DMAE (glicolato, na concentragdo correspondente a 1000 ug/mL do ativo, foram
analisadas por CLAE nas mesmas condicdes analiticas empregadas para as

amostras (ANVISA, 2005).

3.8.2 - Linearidade

As curvas de calibragdo foram construidas em ftriplicata a partir de uma
solugcdo mae do padrao numa concentracdo média de 20 mg/mL. A partir desta
solugdo construiu-se cada curva de calibragdo utilizando-se 5 niveis de
concentragdo de DGE (400, 600, 800, 1000 e 1200 pg/mL). As solugbes foram
diluidas na mesma solucao extratora utilizada para as amostras e levadas ao ultra-

som por 5 minutos. Todas as solugdes foram filtradas em membrana millipore com
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0,45 um de diametro imediatamente antes da injecdo no cromatografo. Determinou-
se a curva padrdo utilizando-se as cinco concentragdes experimentais com injecao
em ftriplicata. As curvas foram construidas relacionando-se a area média das trés
injecdes contra a concentragdo em cada nivel. O coeficiente de correlagdo da curva

(r) foi obtido pelo método dos minimos quadrados.

Determinou-se a linearidade do método através dos coeficientes de
correlacao (r) e de regressao (a e b), obtidos através da regressao linear das curvas
de calibragéo. As curvas de calibracdo foram determinadas experimentalmente em 3
dias diferentes, utilizando-se cinco concentracdes diferentes do padrao de trabalho
(400, 600, 800, 1000 e 1200 ug/mL), contemplando-se o intervalo de 80 a 120% da
concentragao tedrica da amostra, cada ponto foi injetado em triplicata. O coeficiente

de correlagéao (r) deve ser maior que 0,99 (ANVISA, 2003).

3.8.3 - Precisao

O preparo das amostras para o ensaio de precisao foi determinado conforme
o item 3.7.2 utilizando o recurso de normalizagdo das massas pesadas de DGE. A
normalizagdo das massas foi realizada para minimizar possiveis erros gerados na
precisdo devido a pequenas diferengcas de pesagem, que poderiam gerar falsos
erros. Calculou-se um valor experimental de &rea relativa a uma pesada exata e

relacionou-se com a massa real para cada nivel de concentragéo, onde:

A oxp= &rea obtida . X (mq)
Massa pesada (mg)

X= Quantidade exata (mg) de DMAE glicolato para cada nivel de concentracdo (80, 100 e 120 mg
respectivamente).
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A preciséo pelo método placebo contaminado foi expressa em termos do DPR
das injecdes das amostras em ftriplicata, nos niveis de concentragao baixo, médio e

alto. O DPR néo deve ser maior que 5% (ANVISA, 2003c; Ribani et al., 2004).

3.8.4 - Exatidao

O preparo das amostras e o0 ensaio de recuperagao para a determinacao da
exatiddo do método por placebo contaminado foi realizado de acordo com o item
3.7.2. O célculo da recuperagdo foi realizado comparando-se o valor teoérico
adicionado de DGE nas amostras de placebo das formulagdes, com o valor
mensurado na amostra através da determinacdo em friplicata, utilizando-se uma

curva padrao realizada no mesmo dia da analise (FDA, 1999; ANVISA, 2003c).

3.9 - Analise quantitativa do DMAE glicolato através do método de titulacao

potenciométrica em meio ndo aquoso

Através de testes preliminares foram determinados os parametros e
condicdes ideais para o estabelecimento e validagdo do método por titulacao
potenciométrica em meio ndo-aquoso para a determinacdo do DMAE glicolato

matéria-prima e nas formulagdes.

Este foi o método selecionado para a avaliagédo do teor de DMAE glicolato
matéria-prima e para o acompanhamento do estudo da estabilidade das formulagdes

desenvolvidas neste trabalho.
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3.9.1 - Preparo da solugéo titulante HCIO; 0,1N

Homogeneizou-se em baldo volumétrico de 1000,0 mL sob resfriamento,
cerca de 8,5 mL de acido perclérico 70 % P.A., 500 mL de acido acético glacial P.A.
e 21 mL de anidrido acético P.A. O volume foi completado lentamente com &cido
acético glacial P.A. A solugéo titulante foi fatorada imediatamente antes de cada

andlise.

3.9.2 - Fatoracao da solugéo titulante HCIO40,1N

Imediatamente antes da utilizagdo da solucao titulante HCIO, 0,1N era
realizada a fatoragdo utilizando-se biftalato de potassio, previamente dessecado,
como padrao primario. A fatoracdo foi realizada em triplicata, pesando-se com
exatidao cerca de 160,0 mg de biftalato de potassio com adicdo de 50,0 mL de &cido
acético P.A. e titulando-se com a solugao de HCIO4 0,1 N. O branco foi determinado

titulando-se 50,0 mL de acido acético glacial P.A.

3.9.3 - Preparo das amostras para avaliacao da precisao e exatidao

As amostras foram preparadas incorporando-se quantidades conhecidas do
padrao DGE a amostras do gel creme em branco (placebo) em quantidades
equivalentes a 80, 100 e 120 % da concentracdo de trabalho, de modo que cada
amostra resultasse em uma concentracao de 4, 5 e 6 % de DGE, respectivamente.
As amostras foram pesadas em ftriplicata para cada nivel de concentragao
diretamente para o copo do titulador. Adicionou-se 50,0 mL de acido acético glacial

P.A. e 1,0 mL de anidrido acético. As amostras foram agitadas sob a hélice do
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titulador por 2 minutos antes de cada titulacdo ou até que todo o gel-creme estivesse
diluido na solugcao solvente. Os resultados foram expressos por normalizagao das

pesadas.

Fator de analise da rea¢@o: 1 mL HCIO4 16,4 mg DMAE glicolato.

3.9.4 - Condic6es analiticas para titulometria em meio ndo aquoso

A metodologia seguiu os seguintes parametros:

1. Solucao titulante: HCIO4 0,1N;

2. Padréo primario para fatoracdo: biftalato de potassio previamente dessecado
por 4 horas a 105 °C;

3. Solvente: acido acético glacial P.A. 50,0 mL + anidrido acético 1,0 mL;

4. Tempo de agitacdo das amostras antes da titulacdo: aproximadamente 2

minutos;

5. Velocidade da hélice: graduagao 4;

6. Eletrodo: dupla ponte CV4 Mettler Tolledo;

7. Eletrdlito: KCI 3M/ LiCl 3M em acido acético P.A.
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3.10 - Validacdo da metodologia analitica por titulacdo potenciométrica em

meio ndo aquoso.

Para a validagdo da metodologia foram avaliados os parametros de
seletividade, linearidade, precisédo e exatidao (ICH, 1996; ANVISA, 2003c; USP,

2004).

3.10.1 - Seletividade

Com o objetivo de se verificar a existéncia de interferentes no método
proposto, as amostras de placebo foram preparadas da mesma forma que as

amostras de gel creme contendo o DMAE glicolato.

Titulou-se diretamente com a solugéo de HCIO,4 cerca de 2,0 g do placebo em
triplicata. As amostras de placebo foram diluidas com 50,0 mL de acido acético
glacial P.A. e 1,00 mL de anidrido acético e agitadas sob a hélice do titulador por

aproximadamente 2 minutos antes de cada titulagao.

3.10.2 - Linearidade

As curvas de calibragdo foram construidas em triplicata utilizando-se o DGE
como padrdao de trabalho. Determinou-se experimentalmente a faixa de

concentragao utilizada, ja que nédo existem referéncias oficiais na literatura.

Pesou-se diretamente para o recipiente do titulador exatamente quantidades
relativas a 40; 60; 80; 100; 120 e 140 mg do padrdo de trabalho DMAE glicolato,

utilizando-se o fator de corregéo. Diluiu-se com 50,0 mL de acido acético glacial P.A.
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e 1,0 mL de anidrido acético. Titulou-se diretamente com a solugao titulante de

HCIO4 0,1N previamente fatorada.

Determinou-se a linearidade do método através dos coeficientes de
correlagéo (r) e de regresséo (a e b), obtidos através da regressao linear das curvas
de calibragdo. As curvas de calibragdo foram determinadas experimentalmente
conforme o item 3.6.3. O coeficiente de correlagédo (r) deve ser maior que 0,99

(ANVISA, 2003).

3.10.3 - Precisao

As amostras foram preparadas conforme o item 3.9.3. Expressou-se o0s
resultados em termos do DPR do teor encontrado das amostras em ftriplicata, para

cada nivel de concentragao baixo, médio e alto (FDA, 1999; ANVISA, 2003).

3.10.4 - Exatidao

As amostras foram preparadas conforme descrito no item 3.9.3. O calculo da
exatidao, através da recuperagao, foi realizado pela relagdo entre o teor de DGE
encontrado na amostra do placebo contaminado e o teor de DGE adicionado, para

os trés niveis de concentragdo (FDA, 1999; ANVISA, 2003).
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3.11 - Estudo da Estabilidade

Foi determinado o perfil da estabilidade de duas formulagdes produzidas por
dois diferentes métodos. A primeira formulagé@o (A) foi produzida por emulsificagdo a
frio, utilizando-se o DGE como principio ativo. A segunda formulagdo (B) sofreu o
processo de emulsificagdo a quente, utilizando-se o DGN como ativo, de acordo com
0s processos descritos nos itens 3.6.1 e 3.6.2 respectivamente. As amostras foram
envasadas em embalagem final de polipropileno e armazenadas a temperatura
ambiente 25°C + 3°C; e em condicao acelerada utilizando-se estufa a 40 °C + 2°C,

sob saturacao de umidade.

As formulagdes A e B, armazenadas a temperatura ambiente e na condigéo
acelerada, foram analisadas nos tempos 0, 15, 30, 60 e 90 dias, de acordo com os
parametros de inspecao selecionados, a saber, aspecto visual, centrifugacao, pH,
viscosidade, determinacdo do FPS e determinacdo do teor de DMAE glicolato por
titulagdo potenciométrica. Paralelamente realizou-se o ensaio de teor na matéria
prima DGN obtida em laboratério, nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias, armazenada a

temperatura ambiente.

3.11.1- Inspecgéo visual

No estudo da estabilidade acelerada todas as amostras foram avaliadas
visualmente quanto a separagédo de fases e alteracdo na coloracdo. A separacao
parcial ou total das fases de uma emulsdo pode caracterizar instabilidade fisico-
quimica ou microbiol6gica e indicar mudancas necessarias na formulacdo para se

atingir a estabilidade da mesma.
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3.11.2- Centrifugacéao

Amostras submetidas a uma forga centrifuga sofrem uma aceleracao na
mobilidade das particulas através do aumento na forca de gravidade. Este teste
permite antecipar possiveis instabilidades, as quais podem ser observadas na forma
de precipitagdo, coalescéncia e até separagdo total de fases. Para a realizagéo
deste ensaio pesou-se 40,0 g de cada amostra para tubo de centrifuga e
padronizou-se o0 ensaio para a rotacdo de 6000 rpm por 15 minutos, com

temperatura interna da centrifuga de 25°C (ANVISA.CATEC, 2004).

3.11.3- Determinacéao do pH

Submeteu-se as amostras A e B armazenadas a temperatura ambiente e em
condicdo acelerada a leitura potenciométrica direta em pHmetro equipado com
eletrodo de ponte simples. Calibrou-se o pHmetro imediatamente antes de cada
leitura com solugdes tampao pH 4,0 e 7,0 (Merck). A determinacdo do valor do pH
esta relacionada a compatibilidade dos componentes da formulacao, eficacia e
seguranca de uso, constituindo um importante parametro a ser avaliado nos estudos

de estabilidade.

3.11.4 - Determinacao da viscosidade aparente

A viscosidade aparente das formulagbes A e B foi determinada em
viscosimetro anal6gico de Brookfield. Utilizou-se o padrao Brookfield de 12.500 cps
para andlise do perfil da viscosidade e padronizou-se as leituras utilizando-se

spindle LV 4, na velocidade 6. Estes pardmetros demonstraram maior proximidade
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entre as medidas do padrao e das amostras e foram padronizados para todas as
medidas. Utilizou-se cerca de 100 g do gel creme, de modo que se atingisse a marca
determinada no spindle. As medidas foram realizadas apds 2 minutos de rotacéo, a

temperatura de 25 +2°C e 50 £ 5 % UR.

3.11.5 - Determinacao do FPS in vitro das formulacoes

A determinacdo do FPS in vitro foi realizada segundo metodologia de
MANSUR e colaboradores (1986). Ela apresenta vantagens como a nao utilizagao
de voluntarios humanos, além de ser um método barato, seguro, rapido, eficaz e
com boa correlagdo com a determinagdo do FPS in vivo. Esse ensaio foi
preconizado pela ANVISA a partir de 2002 (MANSUR et al.,1986; GARCIA et al.,

1990; SANTOS et al., 1999; BARTH, 2001;).

Utilizou-se a espectrofotometria na regido do UV para a avaliagdo do FPS das
formulagdes, medindo-se a absorbéncia das solugdes em triplicata, na faixa do

comprimento de onda na faixa do UVB (290, 295, 300, 305, 310, 315 e 320 nm).

3.11.5.1- Preparo da solucao das amostras

Pesou-se com exatiddo em ftriplicata cerca de 0,50 g das amostras de gel
creme de cada formulagdo diretamente para baldo volumétrico de 100,0 mL.
Adicionou-se cerca de 30 ml de etanol P.A. e levou-se ao ultra-som por 5 minutos. O
volume foi completado com etanol P.A. Transferiu-se uma aliquota de 1,0 mL para

baldo volumétrico de 25,0 mL e completou-se o volume com etanol. As amostras
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foram homogeneizadas manualmente. Obteve-se amostras de concentracéo final de

0,2 mg/mL.

3.11.5.2- Analise espectrofotométrica

Realizou-se a leitura em ftriplicata, utilizando-se etanol P.A. como medida de

referéncia. Calculou-se o FPS médio de acordo com férmula abaixo:

320

FPS espectrofotométrico = FC . X EE (A) . | (A) . abs (A)
290

Férmula 1 — Calculo do FPS segundo Mansur (MANSUR, 1986).

Onde, FC= Fator de corregao (igual a 10)
EE (L)= Efeito eritematogénico da radiagcdo no comprimento de onda A.
I (\)= Intensidade da luz solar no comprimento de onda A.

Abs (A)= Leitura espectrofotométrica para absorbancia da solucdo no
comprimento de onda (A).

Os valores de EE (A) X | (L) séo tabelados e descritos em relacdo a cada

comprimento de onda de leitura.
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Quadro 6 - Relagao entre efeito eritematogénico e intensidade
da radiacdo em cada comprimento de onda (A) (Mansur et al,.
1986).

A (nm) EE (A) X 1(7)

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
Y= 1,0000

3.11.6 — Determinacéao do teor de DMAE glicolato nas formulacoes

Determinou-se o teor do DMAE em ftriplicata, conforme procedimento descrito
no item 3.5.6, nas formula¢cdes A e B em ambas as condigbes de armazenamento

(temperatura ambiente e condigdo acelerada), nos tempos 0; 15; 30; 60 e 90 dias.

3.12- Estudo da biometria cutanea

Apés a elaboragcdo do protocolo de estudos segundo o capitulo IV da
resolucao n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude, e posterior aprovacdo pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho (HUCCF), seguiu-se a selecao dos voluntarios segundo critérios especificos de

inclusao e exclusao.

No estudo de biometria cutanea, avaliou-se o efeito da formulagdo

dermocosmética proposta (formulagdo A), através de métodos biométricos nao



86

invasivos capazes de medir a hidratacdo, a oleosidade € o pH da pele. Para tais
medidas utilizou-se o equipamento em unidade combinada de biometria cutanea.
Realizou-se as medidas em ambiente climatizado e monitorado, com temperatura
variando entre 22°C e 25°C, e umidade relativa do ar entre 40% e 50% (GASPAR et

al., 2001).

Figura 7 - Equipamento de unidade combinada de biometria cutanea

3.12.1- Critérios de inclusao e exclusao para selecao de voluntarios

Selecionou-se 21 voluntarios sadios, do sexo feminino, com idade entre 25 e
60 anos, com fototipo de pele branca ou parda (fototipos 1 a 3), capazes de fornecer
seu consentimento livre e esclarecido por escrito, apos informagao para participagéao
voluntaria no estudo e que estivessem livres do uso de dermocosméticos por no

minimo 30 dias.

Foram excluidos voluntarios com histérico ou sinais de dermatopatologias,
hipersensibilidade a algum componente da formulagdo ou que durante o estudo

apresentassem sinais ou sintomas de irritagdo ou dermatite de contato associado.
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3.12.2 - Padronizacao de uso da formulacao

Orientou-se as voluntarias para o uso exclusivo da formulacéo gel creme por
30 dias, 2 vezes ao dia pela manha e a noite, ap6s lavar o rosto e aproximadamente
30 minutos antes de deitar, de modo que se evitasse a perda do produto em atrito

com o travesseiro.

3.12.3 - Padronizacao das medidas de biometria cutanea

As medidas de biometria cutdnea foram realizadas nos tempos 0 (antes do
uso da formulacao), 15 e 30 dias. As voluntarias tiveram seus rostos lavados com
sabonete liquido neutro imediatamente antes das medi¢cdes e foram acomodadas
em ambiente climatizado por 15 a 20 minutos antes do inicio das medidas. Os testes
foram realizados segundo o método de caso-controle, onde cada individuo era
controle de si mesmo. Desta forma, elimina-se interferéncias individuais da
populacdao amostral. Padronizou-se as medidas para a determinacdo do pH e
oleosidade em trés regibes da face, conforme ilustragdo da figura 8. Para a
determinagdo da hidratagdo, foram selecionados oito pontos que foram
determinados no sentido anti-horario da face, ao longo do circulo indicado na figura,

incluindo-se os pontos verificados para oleosidade e pH.
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Figura 8 - Padronizacao dos pontos de medida para o ensaio de
biometria cutanea: 1- centro do osso malar; 2- meio da linha de
encontro da fenda naso-labial com o maxilar; 3- centro da bochecha
(DISTANTE et al., 2002).

3.12.4 - Determinacao do grau de hidratacao

Colocou-se o sensor do tipo caneta em contato com a pele nos oito pontos
indicados aguardando o fim da medicdo indicado por um bip sonoro. Este
equipamento mede o grau de hidratacdo da superficie cutédnea utilizando a medicao

da capacitancia do estrato cérneo.

O método de medigdo baseia-se na variabilidade do valor da constante
dielétrica da agua que pode ser medida através de um capacitor capaz de
determinar essas variagdes, registrando-as automaticamente no aparelho. (GASPAR

etal., 2001; SWATSCHEK et al., 2002; YILMAZ, 2006).

3.12.5 - Determinacéo do grau de oleosidade

Baseia-se na fotometria (banda do visivel) de uma fita plastica especial, a
qual se torna progressivamente transparente por adsorgao dos lipidios apés contato

com a superficie da pele em andlise. A cabega do cassete de medigdo contém uma
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tira plastica de aproximadamente 0,1 mm de espessura, que adsorve a gordura ao
ser colocada em contato com a pele. O tempo de medicao é de 30 segundos para
cada ponto medido. Seguidamente, o cassete foi recolocado no aparelho onde uma
célula fotoelétrica avalia a transparéncia da tira plastica, quantificando assim o
contetido lipidico da superficie cutanea (ug sebo/cm?® (GASPAR et al., 2001;

SWATSCHEK et al, 2002; KIM et al., 2006).

3.12.6 - Determinacao do pH cutaneo

A medigdo do pH tem como objetivo a determinagido do equilibrio acido-
bésico de solugbes aquosas, tendo por base a quantificagdo da concentragcdo dos
fons de hidrogénio (H*). Desta forma, o valor do pH da superficie cutinea é
determinado pelas substancias hidrossolUveis que séo langadas na pele, resultantes
da secregdo sudoripara, da secregdo sebacea e da eliminagéo de gés carbbnico. A
avaliagcédo do pH através do aparelho Skin pH-Meter é considerada como o Unico
método técnico e cientificamente comprovado. A medicdo é rapida e sem

dificuldades, garantindo resultados precisos.

A determinacdo do pH foi realizada com um eletrodo especial de ponte
simples, concebido através de uma fina membrana de vidro e porcelana, cujo
eletrolito é o KCI 3 M. O eletrodo foi calibrado imediatamente antes de cada medida
com tampéo 4,0 e 7,0 (Merck) e colocado diretamente em contato com a pele das
voluntarias por 3 segundos, até que um sinal sonoro indicasse o término de cada

medida (GASPAR et al., 2001; KIM et al., 2006).
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3.13 - Toxicidade dérmica

A metodologia adotada para realizar os testes de toxicidade dérmica baseou-
se nas orientagbes do Guia de avaliagdo de seguranga de produtos cosméticos

(ANVISA.CATEC, 2003a).

Os riscos a serem avaliados para produtos cosméticos sao do tipo irritativo,
alergénico e sistémico, este ultimo relacionado a sua absorgéo oral ou permeagéo.
Diversos esforgos vém sendo realizados pela comunidade cientifica no sentido de se
diminuir a utilizacdo de animais e substitui-los por testes in vitro. Felizmente,
diversos avangos vém ocorrendo, porém, a utilizagdo de um modelo de pele
reconstituida, é considerada uma metodologia validada para ensaios com
ingredientes, mas ainda ndo atende totalmente as necessidades de avaliagdo de

produtos acabados (ANVISA.CATEC, 2003a).

Os testes de toxicidade dérmica primaria e cumulativa séo indicados quando
a formulagéo contendo o componente a ser testado é destinada ao uso regular, sem
enxague. Neste trabalho os testes foram utilizados para verificar o comportamento
da associagdo do DMAE glicolato com os filtros solares na faixa de pH 4,5 a 5,5.
Para os ensaios utilizou-se a primeira formulagdo concebida (formulagdo A), que
continha como principio ativo a matéria-prima DGE ja amplamente comercializada,
nao diferindo da formulagcdo B em concentragdo ou em relagdo ao pH. Foram

utilizados coelhos diferentes para cada teste.
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3.13.1 - Toxicidade dérmica primaria

Para a realizacdo deste ensaio, depilou-se de véspera o dorso de um coelho
albino de aproximadamente 1,5 kg. Dividiu-se o dorso depilado por uma linha
imagindria em quatro quadrantes. Duas areas de aproximadamente dois centimetros
no quadrante direito foram superficialmente rasurados com auxilio de uma agulha
estéril, e as duas areas no quadrante esquerdo permaneceram intactas. Aplicou-se
uma Unica aliquota da formulagdo em teste recentemente formulada (formulagao A)
em cada uma das quatro areas determinadas. As areas foram cobertas com gaze
estéril e fita crepe formando uma ocluséo e evitando-se a retirada acidental do
produto pelos coelhos. Observou-se as areas para a verificagdo de uma possivel
formagéo de eritema ou edema apds 4 horas de oclusdo. Retirou-se o produto do
dorso do coelho com auxilio de gaze e agua corrente e observou-se apds 24 horas

da aplicacéo e nos 7 dias consecutivos (ANVISA.CATEC, 2003a).

3.13.2- Toxicidade dérmica cumulativa

Da mesma foma que para o teste de irritacao primaria, depilou-se de véspera
o dorso de um coelho albino de aproximadamente 1,5 kg. Dividiu-se o dorso
depilado por uma linha imaginaria em quatro quadrantes. Duas &reas de
aproximadamente dois centimetros no quadrante direito foram superficialmente
rasurados com auxilio de uma agulha estéril, e as duas areas no quadrante
esquerdo permaneceram intactas. Aplicou-se uma Unica aliquota da formulagédo em
teste recentemente formulada (formulagdo A) em cada uma das quatro areas
determinadas. As areas foram cobertas com gaze estéril e fita crepe para evitar a

retirada do produto pelos coelhos. Observou-se as areas apds 24 horas de ocluséao
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para a verificagdo da ocorréncia de eritema ou edema. Apés este periodo, retirou-se
o produto do dorso do coelho com auxilio de gaze e agua corrente. Reaplicou-se o
produto seguindo-se o mesmo procedimento e observagdo da integridade da pele
por 5 dias consecutivos. Observou-se novamente a integridade da pele apés 24 e

72 horas da Ultima aplicagao. (ANVISA.CATEC, 2003a).
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4- RESULTADOS

4.1- Analise das matérias —primas

4.1.1- Determinacao da faixa de fusao

A amostra de benzofenona-3 fundiu-se na faixa de temperatura de 63,5 a
64,0°C, estando dentro da faixa de fusado relatada na literatura de 62 a 64°C (USP

2004; Enciclopédia ..., 1995).

4.1.2 - Determinacéao do indice de refracéao

Os resultados obtidos na analise do indice de refragdo das matérias-primas

OCT e MTO e os respectivos valores de referéncia estéo indicados na tabela 3.

Tabela 3 - Resultados obtidos na determinagao do indice de refracédo

do MCO e OCT.
Matéria -prima Indice de Refracao Indice de Refracao
determinado (referéncia a 20 °C)
OCT 1,567 1,561 - 1,571

MTO 1,544 1,542 - 1,548
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4.1.3 - Espectrofotometria na regiao do UV

Os espectros de absorcédo da luz UV apresentados na figura 9 representam
os resultados obtidos da leitura das amostras de DGE utilizado como padrao e DGN,
utilizando-se etanol como solvente. A figura 10 representa o espectro de absorgéo

UV do OCT.

1.200

- _DGN

— DGE
1.000

0.500

0.000 . T e S
200.0 220.0 240.0 260.0 280.0

Comprimento de onda [ nm)

Figura 9 - Espectro de absorcdao UV do DGE e DGN na concentracao de 1,0 mg/mL.



95

.00

* 1500F

000 ' '

2000 200 000 300 4000
Compringrto d anda ()

Figura 10 - Espectro de absorcao UV do OCT na concentracao de 0,01 mg/mL
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4.1.4- Espectrometria na regido do Infravermelho

Os espectros de infravermelho da figura 11 e 12 representam as matérias-

primas MTO e BZF respectivamente.
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Figura 11 - Espectro na regido do infravermelho da matéria-prima MTO.
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Figura 12 - Espectro na regi@o do infravermelho da matéria-prima BZF.
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4.1.5 - Determinag¢éao do pH

Estdo representados na tabela 4 os valores de pH determinados para as
matérias-primas DGN e DGE e suas respectivas solugbes aquosas a 5%. Na
auséncias de referéncias oficiais, utilizou-se como parédmetro o laudo analitico do

fornecedor Embrafarma.

Tabela 4 - Determinacao do pH nas matérias-primas e
solugoes a 5 % de DGE e DGN.

Amostra pH pH
determinado Referéncia
DGE 6,47 )
Solugéao
aq?géaEf% 4,98 45260
DGN 6,30 -
Solugéoo
et e -

4.1.6 - Determinac¢éao do teor de DMAE glicolato

A tabela 5 apresenta os valores de teor determinados para as matérias-

primas DGE e DGN pelo método de titulagdo potenciométrica em meio ndo aquoso.

Tabela 5 - Determinacao do teor de DGE e
DGN por titulacao potenciométrica.

Matéria-prima Teor (%) + DPR

DGE 70,06 £ 0,12%

DGN 73,83 £ 0,005%
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4.2 - Validacado da metodologia analitica — CLAE

4.2.1 - Curva de calibracao

A tabela 6 demonstra os resultados estatisticos obtidos na construgdo da
curva de calibragido para CLAE (Figura 13). As curvas foram realizadas em 3 dias

diferentes, com injecdo em triplicata para cada concentragéo.

Tabela 6 - Avaliagcao estatistica da regressao linear na determinacéo das curvas de calibracao
para CLAE.

Média da Coeficiente de Inclinacéao (a) Intercepto (b)
correlacéo (r)
equacao de regressao Média + EP Média + EP
Média + EP

y = 355,21 x—15032,8  0,9990 + 4,74 x 10? 355,21 + 5,01 -15032,8 +2974,35

N=3; X + EP; y= ax+b

5e+5
® DIA1
O DIA2
4e+5 v DIA3
—— Regressdo média
3 3e+5 A
<
E
©
o
< 2e+5 -
y = 355,21 x —15032,8
1e+5 A
0 T T T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
pug/mL

Figura 13 - Representacgao grafica das curvas de calibracao obtidas para CLAE

em 3 dias diferentes na faixa de concentracao de 400 a 1200 pg/mL.
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4.2.2 - Determinacao da seletividade

Os resultados da seletividade do método estdo demonstrados na Figura 14. A
seletividade foi determinada através da leitura de uma solugdo do placebo a 1000
ug/mL. O cromatograma B da figura 14 corresponde a leitura da formulacdo

contendo DGE na mesma concentrac@o do placebo e estd demonstrado para efeito
comparativo.

0.0 0.4 1.0 15 20 25 3.0 3.4 4.0
hinutes

m

[ T
oo 0.5 1.0 1.5 20 245 20 348 4.0
hinutes

Figura 14 - (A): Cromatograma do placebo na concentracdo de 1000 pg/mL obtido por CLAE
com A de 205 nm; (B): Cromatograma da formulagao A contendo DGE na concentracao de 1000
pg/mL realizado nas mesmas condi¢coes cromatrograficas.
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4.2.3 - Avaliacao da precisao de injecédo pelo método da repetibilidade

A tabela 7 relaciona os resultados encontrados para a precisao de injecéo,

realizada para os trés niveis de concentragdo avaliados.

Tabela 7 - Resultados obtidos através da precisao de injecao
para CLAE

Concentracéao da Areas Média + DPR(%)

amostra (ug/mL)

207620,84
208518,85
600 211590,0 211921,08 £ 1,88
210840,68
218227,94
214728,20

277048,92
282481,41
800 282615,46 280771,62 £ 0,80
281123,29
280589,04
279905,09

367171,02
368644,90

1000 368349,93 367453,58 + 0,28
367927,56
366034,26
366593,82
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4.2.4 - Avaliacao da precisao e recuperagao para CLAE

Os resultados obtidos no ensaio de precisdo e recuperacao para o método

analitico realizado por CLAE estdo demonstrados na tabela 8.

Tabela 8 - Resultados obtidos na avaliagao da precisao e recuperacao para CLAE

Média (mg) Recuperacao Area
encontrado (média + DPR%) (média +DPR %)

*DPR %

Nivel de mg de DGE
concentracdao
(%)
Adicionado  Encontrado
86,34
80 80,0 81,01
80,15
102,45
100 100,0 103,28
102,50
124,75
120 120,0 123,56
127,67

82,50 £ 4,06 103,13 £ 4,06 235255,0 + 3,34

102,74 £ 0,45 102,74 £ 0,45 2871585,7£1,10

125,31 £ 1,66 104,65 + 2,28 344999,6 £ 1,46

Recuperagao calculada como: valor adicionado/valor medido X 100; N= 3.
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4.3 - Validacao da metodologia analitica — Titulacao potenciométrica em meio

nao aquoso

4.3.1 - Avaliacao da seletividade

A tabela 9 demonstra os resultados em volume (mL) para a titulagdo do

placebo do gel e para o solvente na avaliagéo da seletividade do método.

Tabela 9 - Resultados obtidos na titulagao do placebo e do solvente para teste de
seletividade do método titulométrico.

Amostra Quantidades Volume (mL) + DPR (%)
avaliadas
Placebo (gel em branco) 2000,0 ¢ 0,1844 + 0,49
Solvente (acido acético glacial P.A : 50 mL 0,0116 £ 0,50

anidrido acético 50:1).

N=3; X + DPR
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4.3.2 - Avaliacao da linearidade

Os resultados estatisticos obtidos para o calculo da curva de calibracdo estao
demonstrados na Tabela 10. A curva de calibragdo obtida estd demonstrada na

Figura 15.

Tabela 10 - Resultados estatisticos obtidos na determinacao das curvas de calibragcao
para titulagao potenciométrica.

Média da Coeficiente de Inclinacéao (a) Intercepto (b)
correlacao (r)

equacéao de regressao média + EP média +EP
média + EP

y =0,0595 x + 0,01986  0,9999 + 6,66 x 10°> 0,01986 +0,0115 0,0595+5,77 x 10°

N=3; X+ EP;y=bx+a

10
® Diaf
O Dia2
8 - v Dia3
—— Regressao média
6 -
—
IS
4 -
y = 0,0595 x + 0,01986
2 -
0 T T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120 140 160
mg (DMAE glicolato)

Figura 15 - Curva de calibragéo obtida para titulagao potenciométrica em
3 dias diferentes na faixa de concentragao 60 a 200 mg DGE/mL.
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4.3.3- Avaliacdo da precisao e recuperacao
Os resultados obtidos nos ensaios de precisao (repetibilidade) e exatidao
(recuperagao) do método titulométrico estdo demonstrados na tabela 11.

Tabela 11 - Resultados obtidos no ensaio de recuperacao e precisao para o
método titulométrico.

Nivel de mg de DGE média (mg) Recuperagéao
concentracdo
(%) encontrado  (média % +DPR %)
adicionado encontrado +DPR%
80,45
80 80,0 81,21 80,43 + 0,0099 100,53 + 0,0099
79,62
100,06
100 100,0 100,92 101,18 £ 0,013 101,18 £0,013
102,57
119,63
120 120,0 11912 119,19+0,0035 99,32 +0,0035
118,81
N=3; X + DPR

4.4 - Avaliacao da estabilidade acelerada
4.4.1 - Avaliacao dos parametros macroscopicos e pH

Na tabela 12 pode-se observar os resultados dos pardmetros macroscopicos
avaliados nas formulagbes A e B, como inspecdo visual, centrifugacdo e a
determinacdo do pH das amostras armazenadas a temperatura ambiente e na

condicao acelerada.
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Tabela 12 - Avaliacao da inspecao visual, centrifugacao e pH das amostras A e B em ambas as
condi¢cdes de armazenamento no periodo de 90 dias.

Aspecto Centrifugacao Separacao de *PH
fases

Condicdlode Tamb 40°C Tamb 40°C Tamb 40°C Tamb 40 °C

armazenamento
Tempo (dias) FORMULACAO A*
0 SAA S/A  A1/A3  A1/A3  S/A SIA 502 502
15 SIA S/A A2 A1 SIA SAA 500 4,98
30 SIA  SA A2 A1 SIA SIA 498 4,99
60 SIA  S/A A2 A1 SIA SA 509 512
90 SIA S/A A2 A1 S/A SIA 498 4,97
Tempo (dias) FORMULACAO B*

0 SIA  SIA  SIA S/A SIA SIA 450 450
15 SIA  SIA  SIA S/A S/A SIA 440 @ 434
30 SIA  SIA  SIA SIA S/A SIA 443 444
60 SA  S/A  S/A S/A S/A SIA 434 433
90 SIA S/A A3 A3 S/A SIA 433 432

S/A= sem alteragdo; A1= formacgao de halo de até 1 mm; A2= formagao de halo de até 2 mm;

A3= formagao de pé amarelado na parede do tubo de centrifuga; *P > 0,05.
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4.4.2 - Avaliacao da viscosidade aparente

A figura 16 demonstra o perfil da viscosidade obtido para formulacao A, contra
um padréo de viscosidade Brookfield. Padronizou-se as medigbes de acordo com

este perfil, tomando-se a leitura da viscosidade na velocidade de 6 RPM.

A viscosidade aparente foi avaliada ao longo do tempo, nas duas condi¢des
de armazenamento para ambas as formulagdes A e B. Os resultados obtidos para as

formula¢des podem ser verificados na tabela 13 e figuras 17 e 18, respectivamente.

1e+1

—&— Amostra A-TO
6e+0 O - Padrao Brookfield

3e+0 1 o
2e+0

6e-1 - X o_,_‘Q
U/

3e-1 T T T T T T T

Viscosidade (cps)

i

Velocidade (RPM)

Figura 16 - Perfil da viscosidade da formulacao A e padrao Brookfield 12500 cps.
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Tabela 13 - Resultados obtidos no teste de viscosidade das formulacées A e
B, em ambas as condi¢cdes de armazenamento no periodo de 90 dias.

FORMULACAO A* B**
Viscosidade (cps) Viscosidade (cps)
Condicao de
armazenamento T ambiente acelerado T ambiente acelerado

Tempo (dias)

0 12500 12500 22000 22000
15 13000 15500 23000 22000
30 12500 15000 21500 21500
60 13500 15000 22000 21500
90 13500 15500 23000 21000

*P < 0,05; **P >0,05

20000
—@— temperatura ambiente
---©-- condi¢do acelerada
18000 -
m
Q
L 16000
% OO ..................... Qe ©
g
(7] -
S 14000 - ;
> @/0\./‘—‘
12000
10000 T T T T T

0 15 30 60 90
Tempo (dias)
Figura 17 - Representacao grafica do comportamento da viscosidade (cps) x tempo (dias) para
formulacao A em ambas as condi¢des de armazenamento ao longo de 90 dias.



109

26000
—@— temperatura ambiente
O+ condicao acelerada

24000 -
m
Q
o
[
_8 22000 -
ke
[%2]
o
2 o
>

20000 -

18000 T T T T T

0 20 40 60 80 100

Tempo (dias)

Figura 18 - Representacao grafica do comportamento da Viscosidade (cps) x tempo (dias) para
formulacao B, em ambas as condicdes de armazenamento ao longo de 90 dias.
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A Tabela 14 e figuras 19 e 20 demonstram os resultados obtidos na avaliagéo

do FPS in vitro das formulagdes A e B em ambas as condi¢gdes de armazenamento

no periodo de 90 dias.

Tabela 14 - Resultados obtidos na determinacdao do FPS in vitro das formulacées A e B, em

ambas as condi¢cGes de armazenamento no periodo de 90 dias.

FORMULACAO

A* (média + DPR %)

B* (média + DPR%)

Condicéo de
armazenamento T ambiente Acelerado T ambiente  Acelerado

Tempo (dias)
0 7,27 +1,45 727+145  768+121  7,68+1,21
15 6,88 + 2,40 7,09+ 0,58 7,06+1,12  6,92+255
30 6,85 + 0,63 6,47+0,64 6661204 6,52+244
60 6,46 + 1,19 6,46 +0,58  6,78+220  6,69+2,26
90 646+120  628+103 6704100 649+1,76

N=3; X + DPR; *P < 0,0001
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Figura 19 - Representacéo grafica da variagdo do FPS in vitro em funcéo do tempo (dias) para

formulacao A, em ambas as condicdes de armazenamento.

10 I Temperatura ambiente]
[ Condigao acelerada

FPS in vitro

Tempo (dias)
Figura 20 - Representacao grafica da variacao do FPS in vitro em funcao do tempo (dias) para

formulacédo B, em ambas as condi¢cdes de armazenamento.
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4.4.4 - Avaliacao do teor de DMAE glicolato nas formulacdes

A tabela 15 e figuras 21 e 22 demonstram os resultados obtidos da avaliagdo

do teor de DMAE glicolato nas formulagbes A e B em ambas as condigbes de

armazenamento no periodo de 90 dias.

Tabela 15 - Determinacao do teor de DMAE glicolato por titulagdao potenciométrica em

meio nao aquoso nas formulagdes A e B em ambas as condicoes de armazenamento no

periodo de 90 dias.

FORMULACAO

*A (média teor + DPR %)

*B (média teor + DPR%)

Condicéo de
armazenamento T ambiente Acelerado T ambiente Acelerado

Tempo (dias)
0 5,252 + 0,006 5,252+ 0,006 5,389 +0,0006 5,389+ 0,0006
15 5,216 + 0,002 5,217 +£0,002 5,386 + 0,0005 5,382 + 0,00
30 5,147 + 0,0004 5,156 £ 0,0005 5,462 +0,0004 5,474 +0,001
60 5,230 + 0,0003 5,227 + 0007 5,435+ 0,0005 5,444 +0,0006
90 5,219 + 0,0004 5,226 + 0,001 5,444 + 0,0002 5,465+ 0,0013

N=3; *P < 0,0001
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Figura 21 - Representacao grafica da variagdao do teor (%) de DGE em funcao do tempo (dias)

na formulacédo A, em ambas as condicées de armazenamento.
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Figura 22 - Representacao grafica da variacdo do teor (%) de DGN em funcédo do tempo (dias)

na formulacéo B, em ambas as condi¢cées de armazenamento.
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4.4.5 - Avaliacao do teor de DMAE glicolato matéria-prima

Os resultados da tabela 16 expressam o teor da matéria-prima DGN obtida

em laboratério e armazenada a temperatura ambiente por um periodo de 90 dias.

Tabela 16 - Determinacao do teor de DMAE glicolato
por titulacdo potenciométrica em meio ndo aquoso
na matéria-prima (DGN), armazenada a temperatura
ambiente no periodo de 90 dias.

* Média do Teor

Tempo (dias) + DPR %
0 73,826 * + 0,0045
15 72,996 + 0,0060
30 73,579 + 0,0021
90 73,439 * + 0,096
N=3; *P> 0,05

73 1

74 A

72 A

Teor DGN (%)
<
[

74 T T T T
0 15 30 920

Tempo (dias)
Figura 23 - Representacao grafica da variacao do teor (%) de DGN em funcao do tempo (dias)

na matéria-prima armazenada a temperatura ambiente por periodo de 90 dias.
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4.5 - Avaliacado da biometria cutanea

Os ensaios de biometria cutdnea foram avaliados relacionando-se cada ponto
da face estudado. Conforme demonstrado na figura 8, a avaliagdo da oleosidade e
pH foi determinada em 3 pontos da face e a avaliacdo da hidratacdo em 8 pontos.
As figuras 24, 26 e 28 representam os resultados obtidos na avaliagdo da
oleosidade, pH e hidratagdo, respectivamente, realizada ponto a ponto da face para
cada tempo (TO, T15 e T30 dias). Os graficos 25, 27 e 29 demonstram o0s

respectivos valores médios dos pontos, obtidos para cada tempo.

A avaliacdo estatistica foi realizada utilizando-se o teste de Friedman para
observagdes pareadas, seguido de um teste Post Hoc de Dunn’s, que realizou uma
analise comparativa entre o valor médio dos pontos, para cada tempo de analise,
conforme demonstrado nas tabelas 17,18 e 19 para oleosidade, pH e hidratagéo

respectivamente.

No tempo 0, as voluntdrias ndo estavam utilizando nenhuma formulagao
dermocosmética ha no minimo 30 dias. Este tempo, portanto, corresponde ao

controle do ensaio.
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Tabela 17 - Resultados estatisticos obtidos no ensaio de biometria para oleosidade

Tempo Média dos pontos P de Friedman P Post Hoc (Dunn’s)
(1,2,e3)
0 10,07 TOxT15 P >0.05
15 8,571 0,1153 TOxT30 P>0.05
30 7,917 T15xT30 P >0.05
259
t
5 20
e
3 159
% 1
IR RER!
2 }
5 3
c 1 1 1 1 1 1 1 1 1
- N [2¢d - N [2¢d - N (5]
o o A o o oA o o o
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FFF D CERRE
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Figura 24 - Representacao grafica dos valores obtidos em cada ponto no ensaio de biometria
cutanea para oleosidade.

20+

T b

X T0 X T15 X T30
média dos pontos

Oleosidade

Figura 25 - Representacao grafica dos valores médios obtidos em cada tempo, no ensaio de
biometria cutanea para oleosidade.
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Tabela 18 - Resultados estatisticos obtidos para no ensaio de biometria para pH

Tempo Média dos pontos P de Friedman P Post Hoc (Dunn’s)
(1,2,e3)
0 3,37 TOxT15 P>0.05
15 4,67 0,0018 TOxT30 P<0,01
30 5,13 T15xT30 P >0.05
7_
6_
5- T 3 s ® =
4 ]
: E R,
[}
3_
2_
14
c ) ) ) ) ) ) ) ) )
- a ® = o ® = o ™
e o 2 o o 2 o o o
P e e 2pRre83 838
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Figura 26 - Representacao grafica dos valores obtidos em cada ponto, no ensaio de biometria
cutanea para determinacao de pH.
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Figura 27 - Representacéo grafica dos valores médios obtidos em cada tempo, no ensaio
de biometria cutanea para pH.
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Tabela 19 - Resultados estatisticos obtidos no ensaio de biometria para hidratagéo

Tempo Média dos pontos P de Friedman P Post Hoc (Dunn’s)
(1,2,3,4,5,6,7e8)

0 48,23 TOxT15 P <0.001
15 55,32 0,0003 TOxT30 P<0.05
30 51,34 T15x T30 P>0.05
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Figura 28 - Representacao grafica dos valores médios obtidos em cada tempo, no ensaio
de biometria cutanea para pH.
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Figura 29 - Representacéo grafica dos valores médios obtidos em cada Tempo, no ensaio de
biometria cutanea para determinacgao da hidratacéo.
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4.6 - Avaliacao da toxicidade dérmica

Como pode ser observado na Figura 30, ndo houve sinal de irritagdo dérmica
primaria ou cumulativa nos coelhos testados, para a formulagdo contendo DMAE e

filtros solares.

Figura 30 - (A) Resultado do ensaio de toxicidade dérmica primaria; (B) resultado do ensaio de

toxicidade dérmica cumulativa.
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5- DISCUSSAO

O DMAE glicolato € um dos sais mais recentemente utilizados nas
formulagdes tdpicas de dermocosméticos antiidade. O DMAE foi extensamente
estudado como um precursor cerebral de COL e conseqientemente de ACH
(HAUBRICH et al.,1975; DE SILVA,1977; HAUBRICH et al, 1981). Sabe-se que um
aumento da concentragdo de ACH causa um aumento do ténus muscular e o DMAE
comegou a ser investigado no dmbito cosmético a partir desta premissa, no desejo
de se obter formulag¢bes capazes de diminuir ou atenuar rugas e linhas de expresséo
e capazes de produzir um efeito lifting inicialmente na regido facial (PFEIFFER, 1959

apud MASTEN, 2002; Danysz et al., 1967).

Diversos estudos demonstram a presenca de ACH em receptores celulares
capazes de modular atividades como proliferagcdo, diferenciagdo e adesao. Os
melandcitos, queratinécitos, células endoteliais, e fibroblastos possuem receptores
ou enzimas das classes muscarinicas e nicotinicas que poderiam formar uma rede
de transducao de sinal utilizando a ACH como citotransmissor comum a diferentes

tipos de células (KLAPPROTH et al., 1997, NDOYE et al., 1998; KUNZEN, 2004).

A utilizagdo especifica do DMAE glicolato em dermocosméticos com fungao
antiidade, pode também ser interessante em funcdo da utilizagdo do &cido glicélico
na sintese deste sal. O AG é comprovadamente um agente querato-regulador, que
atua diretamente na renovagdo celular, promovendo aumento na densidade
epidérmica, aumento da sintese de colageno, elastina, mucopolissacarideos e
glicosaminoglicanos da derme (GARCIA,1996; GILCHREST,1996; HOOD et
al,1999; INAN et al.,2006). O pH recomendado para formulagdes cosméticas com

AG é de no minimo 3,5 (ANVISA, 2002). Estudos também comprovaram a eficacia
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clinica do AG em diferentes pHs e concentracées. Valores de pH de 4,40 e
concentracao de 3,25% de AG foram citadas, como sendo eficazes clinicamente no

aumento da epiderme vidvel e afinamento do EC (DINARDO et al., 1996).

Conforme pode ser observado na tabela 17, o pH final da formulagdo A ficou
em torno de 5,0 em ambas as condi¢cdes de armazenamento e o pH da formulacdo B
em torno de 4,4. Ambas apresentando pH apropriado ao uso cosmético. A
associagdo de filtros solares a formulagdo proposta, permite ao consumidor a
facilidade da utilizagdo de um s6 produto, que oferega também protegcéo contra os
efeitos deletérios que a exposicdo a radiagdo solar pode causar. Conforme
demonstrado por diversos autores, a exposicdo solar colabora para o
envelhecimento da pele através de diversos mecanismos (LONGSTRETH et al,

1998; GILCHREST et al., 2000; FISHER et al., 2005).

Atualmente a complexidade da composicdo dos cosméticos vem aumentando
de forma crescente. HA no mercado uma ampla gama de formulagdes contendo
diversos ativos associados. A medida que esta complexidade aumenta, aumentam
também as possibilidades de interacdo e incompatibilidade entre os ativos,
possibilitando a ocorréncia da inativagdo dos efeitos desejados e até de efeitos
irritantes indesejaveis. Desta forma, o estabelecimento de metodologias analiticas
que possibilitem a quantificagdo dos ativos, permite a garantia da qualidade e

seguranga para o consumidor.

Atualmente, a CLAE é uma das técnicas analiticas mais utilizadas na
quantificagdo de farmacos. A maioria das farmacopéias preconiza a utilizagéo desta
técnica em funcdo de suas inUmeras vantagens como precisdo, exatidao, rapidez,

seletividade e capacidade de automagéo. Entretanto, esta técnica apresenta um alto
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custo e depende do treinamento constante de uma equipe especializada para sua

utilizagao.

Por outro lado, os métodos titulométricos consistem em ensaios mais simples
e de baixo custo, que podem ser aplicados na andlise quantitativa de um grande
numero de compostos. No entanto, a titulometria na grande maioria dos casos, ndo é
capaz de distinguir entre substancias quimicas que porventura apresentem
propriedades fisico-quimicas ou grupos reacionais semelhantes. Desta forma, a
titulometria ndo é considerada um método seletivo (RIBEIRO e VOLPATO, 2005). A
titulacdo potenciométrica em meio ndo aquoso vem sendo utilizada por diversos
fornecedores de matérias-primas para a quantificacdo do DMAE glicolato na matéria-
prima, embora nao tenha sido encontrada na literatura cientifica a descricdo ou a
proposigéo deste método. Desta forma, é necessario a padronizagao e validagao de

metodologias adequadas.

e Formatados: Marcadores e
« numeragao

Para a validagdo da metodologia por CLAE em FR, foram feitos diversos
testes preliminares a fim de se escolher o solvente, concentragéo e comprimento de
onda adequados para o ensaio. Testou-se anteriormente, modificagdes no pH da
fase moével (FM) para 6,6, modificagbes na composicdo da FM adicionando-se
acetonitrila a 1, 2 e 5%. Os cromatogramas produzidos nestas condigdes
apresentaram maior cauda no pico do DMAE. Testou-se também a extragdo do
DMAE da formulagdo, através de uma solugdo de hexano:tampéo fosfato 7,4 (1:1),
condicdo que reproduziu cromatogramas assimétricos e apresentando cauda. As
melhores condigbes de analise apresentadas foram FM tampéo fosfato 7,4 e o

solvente, uma solugéo de acetonitrila :tampdao fosfato 7,4 (1:1).
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A escolha do comprimento de onda adequado € importante para otimizacao
do método. O comprimento de onda escolhido, foi aquele onde é maxima a absorgao
e maior a sensibilidade. O DMAE glicolato € um croméforo fraco e, portanto, absorve
em baixos comprimentos de onda, em contrapartida ao DMAE acetoamidobenzoato

por exemplo, utilizado para uso oral, que possui maior absortividade.

A fim de garantir que os métodos selecionados fornegam informagées
confiaveis e que os resultados obtidos reflitam a operagdo de procedimentos
analiticos, foram avaliados neste trabalho quatro parédmetros da validagao:

seletividade, linearidade, preciséo e exatidao.

A seletividade de um método instrumental de separagao é a capacidade de
avaliar de modo inequivoco o analito de interesse na presenga de componentes que
possam interferir em sua determinacdo. A especificidade de um método é definida
como sua capacidade de detectar apenas uma Unica substancia de interesse. Como
ha poucos métodos com esta caracteristica, o termo seletividade é o mais

apropriado e mais comumente usado (RIBANI, et al., 2004).

Para a determinacdo da seletividade por CLAE, utilizou-se uma solucéo
contendo o placebo na concentracdo de 1000 pg/mL, concentracdo esta que
corresponde ao penultimo ponto da curva de calibragdao. Concentracdes menores
ndo foram avaliadas, uma vez que se pretendia utilizar condi¢cdes mais rigorosas de
analise. Conforme pode ser observado na Figura 14 (A), houve um pequeno pico de
retencao na analise do placebo, préximo ao tempo de retencdo do DMAE, indicando
a possibilidade de uma pequena interferéncia. Para a avaliagdo da significancia
desta interferéncia, procedeu-se posteriormente a andlise da exatiddo através da

recuperacao, nos trés niveis de concentragdo, conforme demonstrado mais adiante.
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A analise da exatidao demonstrou que ndo houve efeito aditivo na porcentagem de
recuperacdo, indicando assim, a auséncia de interferéncia significativa do pico

observado para o placebo.

Para a analise da seletividade do método titulométrico em meio nao aquoso,
titulou-se, em triplicata 2,0 g do placebo, pesada esta semelhante a utilizada para as
analises da recuperagao na faixa de 120%. Conforme demonstrado na Tabela 9, o
volume médio gasto na titulagdo correspondeu a menos de 2,5% do volume gasto
na titulagdo da amostra ao nivel de 120 %. Este método foi portanto, considerado

especifico para a determinagcao do DMAE glicolato na formulagéo e matéria-prima.

A linearidade de um método analitico € a capacidade de se demonstrar que
os resultados obtidos s&o diretamente proporcionais a concentragdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo de concentragdo especificado. A proporcionalidade
deve ser avaliada através de tratamento estatistico adequado, como calculo da
regressao linear. De acordo com a resolugéo brasileira para validagdo de métodos
analiticos e bioanaliticos, recomenda-se que a linearidade seja determinada pela
andlise de no minimo 5 concentragdes diferentes, de acordo com um intervalo
especificado. Para a determinagdo quantitativa do analito em matérias-primas ou no
produto acabado, o intervalo especificado deve alcancar de 80 a 120% da

concentragéo tedrica do teste (ICH, 1996; ANVISA, 2003; USP, 2004).

Verificou-se a linearidade dos métodos através da determinagdo de uma
curva de calibragdo com cinco niveis de concentragao para CLAE e seis niveis para
titulometria. Foi realizada andlise em triplicata, em trés dias diferentes. O tratamento
estatistico das curvas demonstrou resultados muito satisfatérios para ambos os

métodos, obtendo-se coeficiente de correlacado linear (r) de 0,9990 (+ 0,0474) para
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CLAE (Tabela 6) e 0,9999 (+ 6,6 x 10 °) para andlise titulométrica (Tabela 10). O

coeficiente de correlagéo linear deve ser de no minimo 0,99 (ANVISA, 2003).

A precisdo de um método é o grau de concordancia entre os resultados dos
testes individuais, quando o procedimento é aplicado diversas vezes em uma
mesma amostra e em condi¢cdes idénticas de analise (FDA, 1998; ICH, 1996; USP,
2004). Na validagdo de métodos analiticos, sdo desejaveis niveis de DPR menores

que 5% para a determinacao da precisdao (ANVISA, 2003).

Verificou-se primeiramente a precisdo da injecao para CLAE. A precisao de
injecao diz respeito a variabilidade do proprio sistema de injecdo. Segundo Ermer e
Miller (2005), sistemas dotados de injecao automatica devem apresentar faixa de
variagdo de até 0,12 a 2,1 %, quando ndo controlados por uma especificacao
interna. A precisao de injecao foi verificada para os trés niveis de concentragdo, com
seis replicatas. De acordo com a fabela 7, verificam-se niveis de DPR menores que
2,0% para todos os niveis de concentracdo. O menor nivel de concentracao

verificado (600ug/mL) apresentou maior DPR.

De acordo com os resultados expressos nas Tabelas 8 para CLAE e Tabela
11 para titulometria, todos os métodos propostos apresentaram precisdao adequada.
Para CLAE, observa-se maiores valores de DPR no nivel de andlise de 80%, onde a
concentragdo do analito foi menor, provavelmente devido a baixa absortividade do
DMAE glicolato e baixo comprimento de onda utilizado (205 nm). Os resultados
observados para titulometria foram considerados excelentes, com DPR menor que

1,0 para todos os niveis de concentracao.

A exatiddo do método pode ser comprovada através dos testes de

recuperacdo € representa o grau de concordancia entre resultados individuais
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encontrados no ensaio e o valor de referéncia aceito como verdadeiro. E importante
ressaltar que o valor verdadeiro ou exato, € aquele obtido por um uma medicdo
perfeita, e este valor é indeterminado por natureza (ANVISA, 2003c; RIBANI, et al.,
2004). A média da recuperacao deve ser de 98% a 102% do valor teérico (Jenke,
1994). A exatiddo do método deve ser verificada a partir de, no minimo, 9 (nove)
determinagbes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (irés)
concentragdes, baixa, média e alta, com 3 (irés) réplicas cada. A exatidao é
expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente

e a concentrago tedrica correspondente (ANVISA, 2003c).

Os ensaios de recuperagdo foram realizados para ambos os métodos (CLAE
e titulometria), em ftriplicata, nos trés niveis de concentragado (80, 100 e 120 %),
através do ensaio de contaminagéo ou spiking, de modo que o padrdo de trabalho
foi incorporado as formulagdes placebo, de acordo com os niveis de concentragéo
determinados no estudo. As Tabelas 8 e 11 mostram a porcentagem de recuperagao
das amostras para CLAE e titulometria respectivamente. Os resultados obtidos
apresentam-se muito satisfatérios para titulagdo potenciométrica e bastante
razodveis para CLAE considerando-se as condigbes simplificadas da andlise, o

DMAE glicolato como um croméforo fraco e o baixo comprimento de onda utilizado.

A metodologia desenvolvida para andlise da formulacdo contendo filtros
solares e DMAE glicolato por CLAE em fase reversa foi realizada em baixo
comprimento de onda (205 nm). Embora a andlise em baixos comprimentos de onda
apresente algumas desvantagens e maior possibilidade de se obter resultados
menos satisfatorios para exatidao, verificou-se, conforme demonstrado na Tabela 8,
resultados bastante razodveis, considerando-se as condigbes simplificadas da

analise, obtendo-se recuperacdo de 103,13% (para o nivel de concentragéo de
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80%), 102,7% (para nivel de 100 %) e 104,65% para nivel de 120%. Alguns artigos
citam como satisfatério a exatidao do método para determinagédo do acido glicolico
em formulagdes cosméticas utilizando técnicas de extragdo por fase soélida e
pareamento idnico, a partir de 90% (SCALIA et al., 1997). Outro trabalho publicado
por lvanovic” e colaboradores (1999) considerou como adequadas porcentagens de
recuperagéo de 104 % para vitamina B1 e DPR menor que 4% para repetibilidade na

determinag&o de vitaminas em comprimidos revestidos.

Elegeu-se a forma cosmética gel-creme, por se tratar de um produto com
caracteristicas bastante flexiveis no sentido da adaptagéo a todos os tipos de pele.
Do ponto de vista dermocosmético, as formulagdes gel-creme acentuam o grau de
evanescéncia da emulso original, desde que ndo contenha em sua fase oleosa alta
concentragdo de substéncias graxas de alta oclusdo (FERNANDEZ-MONTES,
2005). Devido a baixa concentragdo de substancias oleosas (Tabela 2) a formulagao
gel-creme apresenta sensagéao tatil de gel, com certa refrescancia, especialmente
para pele oleosas e mistas, podendo ser utilizada por todos os tipos de pele

dependendo, porém, dos demais componentes agregados (MARTINI, 2005).

O gel creme pode ser formado a partir da adicdo de agentes gelificantes
hidrofilicos & formulagao. E importante salientar o cuidado na escolha deste agente
gelificante no sentido de se evitar incompatibilidades entre os componentes e uma
possivel quebra da emulsdo formada. Utilizou-se neste estudo um novo agente
gelificante n&o ibnico, derivado do amido de milho, o qual suporta maiores variagées

de pH, necessario devido a presenga do DMAE glicolato.

Ambas as formulagdes foram planejadas de modo a apresentar um FPS em

torno de 8,0, considerado moderado pela ANVISA (ANVISA, 2002) e adequado para
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uma protecao solar de uso diario. A baixa concentracdo dos filtros solares, 6% ao
todo, como pode ser verificado na Tabela 2, proporcionou uma formulagdo pouco
oclusiva e que pode ser utilizada por todos os tipos de pele, resultado este
confirmado posteriormente no teste de biometria cutdnea para determinagdo da

oleosidade na pele das voluntarias apds o uso da formulagéo (Tabela 17).

A formulagéo A foi manipulada a frio, utilizando-se o DGE como principio ativo
e a formulagdo B foi manipulada com aquecimento da fase aquosa, utilizando-se
como principio ativo o DMAE glicolato sintetizado em laboratério (DGN), através da
adicao quantitativa de AG ao DMAE base livre, sob controle de pH e resfriamento. A
manipulagcdo do DGN permite que farmacias com manipulagéo produzam facilmente

o DMAE glicolato a partir das duas matérias-primas.

Padronizou-se para os testes de estabilidade os parametros de verificacao
aspecto e separacio de fases; comportamento apos centrifugagdo; pH; viscosidade
aparente; avaliagdo do FPS in vitro e determinagao do teor do principio ativo. A
escolha dos parametros baseou-se no Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos
(ANVISA. CATEC, 2004). As formulagdes foram armazenadas em temperatura
ambiente monitorada e em estufa climatizada a temperatura de 40 £ 2 °C e
saturacdo da umidade. As formulacées A e B armazenadas nas suas embalagens

finais de comercializacdo foram analisadas nos tempos 0; 15; 30; 60; e 90 dias.

A analise dos parametros macroscopicos como aspecto visual e separacgéo de
fases nos permitiu atestar o carater adequado para ambas as formulagcbes. Nao
houve nenhuma modificagdo visual em relagdo a cor ou aparéncia de ambas.
Apenas para as formulagcdes A e B armazenadas sob a condicdo acelerada em

estufa, verificou-se uma leve modificagdo no odor da esséncia original no tempo 90
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dias. As formulagcbes nao apresentaram sequer sinal de separagdo de fases,

conforme pode ser verificado na Tabela 12.

A centrifugacdo de uma formulagdo produz estresse na amostra, simulando
um aumento na forga de gravidade que aumenta a mobilidade das particulas,
antecipando possiveis instabilidades que podem ser observadas por exemplo na
forma de coalescéncia, floculagéo, inversédo e separagdo de fases (ANVISA. CATEC,
2004). Na Tabela 12 pode se observar os resultados obtidos para o teste de
centrifugacdo. Ndo se verificou nenhum sinal de modificagéo ou instabilidade para a
formulacdo B, provavelmente devido a sua maior viscosidade aparente quando
comparada a formulagédo A (Tabela 13). A formulagdo A apresentou no tempo O,
formagdo de um halo transparente de até 1 mm, na parte superior do tudo da
centrifuga e formagéo de pequena quantidade de um p6 amarelado nas paredes. O
pé amarelado provavelmente corresponde a benzofenona-3 utilizada como um dos
filtros solares da composicdo. A partir do tempo 15, a formulagdo A (temperatura
ambiente) apresentou apenas a formagao do halo transparente de até 2 mm. Para a
formulacdo A armazenada em condi¢do acelerada, notou-se apenas a formacéo de
um halo liquido de até 1 mm. Este fato pode estar relacionado ao aguecimento da
fase aquosa quando da exposicdo ao calor, causando um aumento na adsorgéo do
polimero, provocando intumescimento deste e acarretando maior viscosidade. A
Tabela 13 demonstra o aumento na viscosidade aparente para a formulagdo A na
amostra armazenada sob a condi¢do acelerada em relagdo a amostra mantida em
temperatura ambiente. Na mesma tabela observa-se maiores valores de viscosidade
(cps) para a formulagdo B, devido ao fato de a mesma ter sido formulada sob
aquecimento da fase aquosa, fato que permitiu de imediato, o0 aumento da adsorgao

do polimero gelificante.



130

Estudos realizados acerca do espalhamento de Iluz no processo de
intumescimento de um gel de acrilamida demonstraram que a heterogeneidade da
matriz do gel diminui & medida que a &gua é incorporada nesta matriz. O processo
de intumescimento é mais rapido em temperaturas mais altas (EVINGUR, 2006).
Realizou-se o teste t na andlise da viscosidade das formulagées A e B comparando-
se as duas condicbes de armazenamento e verificou-se ndo haver diferengas
estatisticas entre as médias obtidas para a formulagéo B (P = 0,0831). A formulagéo
A apresentou P < 0,05, demonstrando haver diferenga significativa entre as médias
das duas condigbes de armazenamento. Esta diferenca verificada para a
viscosidade provavelmente ocorreu devido ao fato da formulagdo A ter sido
formulada a frio. Houve uma maior adsor¢cdo de agua pelo polimero na amostra
armazenada em estufa a 40 °C, em relagdo aquela que permaneceu a temperatura
ambiente. O mesmo ndo se observou para a formulagéo B, ja que esta foi formulada
a quente e as amostras armazenadas em cada condicdo nao sofreram tanta
diferenca de temperatura. Todas as analises estatisticas foram realizadas para um

nivel de significAncia de 95%.

Verificou-se que o pH de ambas as formulagbes para todos os tempos
analisados e condicdes de armazenamento, ndo demonstrou diferencas
significativas (P > 0,05), demonstrando desta forma a estabilidade da formulagéo

quanto a este parametro (Tabela 12).

A determinagdo do FPS foi realizada pela metodologia in vifro (Mansur, et
al.,1986). Este método foi extensamente utilizado em diversos trabalhos e apresenta
algumas vantagens no controle de qualidade de formulagdes. Ele pode ser realizado
lote a lote, com simples andlises espectrofotométricas e ndo ha a utilizagéo de

voluntarios. E um método relativamente barato e rapido, que apresenta boa
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correlacdo com método in vivo (GARCIA et al., 1990; SANTOS et al., 1999; BARTH,

2000).

A andlise dos resultados obtidos nos ensaios de FPS in vitro, pode ser
visualizada na Tabela 14 e figuras 19 e 20. O tratamento estatistico dos dados foi
realizado através da analise de variancia com um critério de classificagdo (ANOVA
one way), separadamente para cada condicdo de armazenamento a que as
formulagbes foram submetidas. A analise realizada na formulagdo A demonstrou
existir diferenca significativa no FPS entre os tempos analisados (P <0,0001). Uma
analise Post Hoc realizada através do teste de Tukey comparou separadamente a
média obtida para cada tempo. Houve um decaimento de aproximadamente 11% no
FPS determinado no tempo 0 em relacdo ao tempo 90 dias, para a formulagdo A
armazenada a temperatura ambiente (P <0,001). Para a condi¢do acelerada o
decaimento foi de aproximadamente 13%, com P <0,0001. Para a amostra B
armazenada a temperatura ambiente, observou-se decaimento de 12,8% no FPS do
tempo 0 em relagdo ao tempo 90 dias (P<0,001) e decaimento de 15,5 % para a
amostra B armazenada sob a condigdo acelerada (P <0,001). O Teste ¢ realizado
para comparagdo dos resultados de FPS obtidos entre as condigbes de
armazenamento para cada formulagdo, demonstrou n&o haver diferengas
significativas para a formulagdo A (P= 0,861) e para formulagdo B (P = 0,613). A
simples analise dos valores nominais permite observar diferengas muito pequenas
nos valores de FPS, de modo que se considerou as amostras estaveis para este
critério de classificagdo. De acordo com Sayre e colaboradores (1979), a analise
espectrofotométrica na regido do UVB de uma formulagéo de FPS 15 corresponde a
93,3 % de absorgdo da radiacdo UVB em média e ndo h& diferenga significativa

entre formulagbes com FPS entre 6 e 8, sendo que ambas apresentam absorgéo
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média da radiagdo UVB na faixa de 80 %. O maior decaimento do FPS observado
para a formulacdo B, pode estar relacionado ao menor pH desta formulacao, uma
vez que os filtros solares sé@o mais estaveis em pHs préximos da neutralidade. Em
pHs neutros h& menor possibilidade de se observar deslocamentos batocromicos ou

hipsocrémicos nas bandas de absor¢do UVB (SHAAT, 1997).

Para a realizagdo dos testes de estabilidade, elegeu-se a titulagdo
potenciométrica em meio ndo aquoso como a metodologia de escolha para a
determinagdo quantitativa do DMAE glicolato nas formulagdes A e B e na matéria-

prima sintetizada DGN.

A Tabela 15 e Figuras 21 e 22 demonstram os resultados obtidos para o
ensaio da determinacéo do teor de DMAE glicolato nas formulagdes A e B. Realizou-
se analise estatistica nos resultados obtidos através de ANOVA a um critério de
classificagdo (one way) para a verificagdo do comportamento das amostras
conforme o tempo de estocagem para cada condicdo de armazenamento
separadamente. A andlise estatistica da formulagdo A, armazenada a temperatura
ambiente, mostrou haver diferengas significativas entre os tempos 0 e 90 dias (P <
0,05), embora a diferenga nominal observada tenha sido minima (média de 5,24%
de DGE em T0 e média de 5,22% em T 90), verificadas no teste post hoc de Tukey.
O resultado desta andlise estatistica esta relacionado a pequena variabilidade dos
fendbmenos observados. Devido a isto podemos concluir pela simples observagéo
dos valores nominais que n&o houve diferenga relevante entre os dados observados.
Para a Formulagcdo A armazenada na condigdo acelerada, ndo houve diferenca
entre as médias (P >0,05). O decaimento do teor encontrado foi de 0,34%. Para a
formulacdo B o teste estatistico aplicado demonstrou diferengas significantes para

ambas as condigbes de armazenamento (P < 0,001), comparando-se o TO em
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relagdo a T90 dias. Observou-se um maior decaimento no teor desta formulagéo, da
ordem de 1,0 % para temperatura ambiente e 1,41% para condi¢do acelerada. De
acordo com a legislagdo brasileira para andlise de estabilidade de produtos
farmacéuticos, um produto deve apresentar decaimento de até 5% nos parametros
exigidos para as amostras armazenadas em ambas as condi¢des, por um periodo de
no minimo 6 meses (ANVISA, 2005). Os resultados obtidos demonstram também a
estabilidade do DMAE glicolato frente aos filtros solares utilizados no experimento,
ndo havendo sinal de incompatibilidade quimica entre eles. Este resultado é
bastante significativo para assegurar que as formulagdes dermocosméticas podem
ser produzidas associando-se DMAE glicolato aos filtros solares selecionados,
trazendo beneficios quanto a praticidade na utilizacdo de apenas uma formulagéo
contendo protecdo solar, sem a necessidade de se utilizar véarios produtos

cosmeéticos formulados separadamente.

A andlise do teor da matéria-prima DGN obtida em laboratério (Tabela 16)
mostrou resultados muito satisfatérios. Os resultados estatisticos (Anova one way)
demonstraram n&o haver diferenga significativa no teor encontrado para TO em
relacdo a T90 dias (P > 0,05). Deste modo esta matéria-prima pode ser faciimente
obtida em laboratério e estocada por no minimo 3 meses, permitindo sua utilizagéao
com seguranca e eficacia. Aconselha-se o estoque em geladeira devido a

volatilidade da matéria-prima.

A verificagdo da eficacia in vivo da formulagéo através dos testes de biometria
cuténea, foi verificada com a formulagdo A, através de trés parametros: oleosidade,
pH e hidratagdo da pele de voluntarias nos tempos 0, 15 e 30 dias. O tempo 0 foi
considerado o controle, uma vez que as voluntdrias estavam livres do uso

dermocosméticos por 30 dias. Os dados referem-se entdo a dois momentos no
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mesmo individuo, caracterizando pareamento maximo das observagdes. Realizou-se
teste de Friedman para observacbes pareadas e teste Post Hoc de Dunn’s
(CALLEGARI-JACQUES, 2003). Os resultados do ensaio realizado para oleosidade
estdo demonstrados na Tabela 17 e figuras 24 e 25. Verificou-se ndo ter havido
diferengas significativas entre a média dos pontos faciais analisados para este
parametro (P > 0,05), o que configura nédo ter havido estimulo ao aumento da
oleosidade na face acarretado pela formulagdo em ambos os tempos analisados.
Verificou-se também uma tendéncia a diminuicdo da oleosidade na face dos
individuos estudados, fato demonstrado pela observagdo dos valores nominais
(Tabela 17). Podemos concluir que ocorreu auséncia de carater oleoso da
formulagdo, confirmando a principio a possibilidade do uso por todos os tipos de

pele.

Os resultados obtidos e a analise estatistica realizada para a determinagédo
do pH na face das voluntarias, estdo demonstrados nas Figuras 26 e 27 e Tabela
18. Verificou-se nas médias dos resultados obtidos uma tendéncia ao aumento do
pH da pele da face das voluntarias para uma faixa considerada 6tima. A analise
estatistica da média dos pontos faciais em TO em relag@o a T15 dias ndo apresentou
diferencgas significativas (P > 0,05), porém comparando-se TO em relagdo a T30
observa-se claramente um aumento médio nos valores nominais obtidos para a
determinagdo do pH facial e a ocorréncia de diferencga estatistica significante entre
estes tempos (P < 0,01). A manutengéao do pH cutaneo esta diretamente ligada ao
equilibrio do manto hidrolipidico, da homeostase e de fun¢des imunoldgicas da pele
(ZLOTOGORSKI, 1987; LEONARDI et al., 2002; KIM et al., 2006). A pele possui a
capacidade de regeneragdo do pH fisiolégico em algumas horas, mas é desejavel

que uma formulagdo apresente pH compativel com a regido facial; tanto melhor se
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apresentar uma caracteristica de manutencao deste pH numa faixa étima (4,5 a 5,5),

como demonstrado pela formulacdo estudada.

Os resultados do ensaio de hidratagdo podem ser visualizados nas Figuras 28
e 29 e na Tabela 19. Observou-se diferenga significativa no aumento médio da
hidratagdo para os oito pontos faciais analisados, nos primeiros 15 dias de uso da
formulagédo (tempo 0 para o tempo 15 dias) (P < 0,001) da ordem média de 11,5%. A
comparagédo entre as médias encontradas para T15 e T30 dias, ndo apresentou
diferengas estatisticas significativas (P > 0,05), devido principalmente a grande
dispersdo dos resultados individuais, sendo que o nivel de hidratagdo foi mantido
neste periodo. De um modo geral, 81 % das voluntarias apresentou pequeno
aumento na média da hidratacdo obtida para todos os pontos faciais avaliados do

tempo 0 em relagdo ao tempo 30 dias.

O ensaio de toxicidade dérmica realizado demonstrou nao haver sinal de
irritacdo na pele dos coelhos utilizados (Figura 30). Este teste demonstrou a
seguranga da formulagéo proposta para a utilizagdo como um cosmético de uso

diario.
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6- CONCLUSOES

As matérias-primas analisadas demonstraram conformidade com os valores de
referéncia. Os espectros de IV e UV apresentaram-se semelhantes aos padrdes,
sendo portanto adequados ao emprego nos estudos decorrentes (USP, 2004;
Enciclopédia...,1995; Laudo do fornecedor Embrafarma; MERCK, 2001).

O método cromatografico (CLAE) demonstrou linearidade, seletividade, precisao
(repetibilidade) e exatiddo (recuperag@o) adequados a analise da formulagédo
contendo DMAE glicolato e filtros solares. Auséncia de interferéncia do placebo
verificada pelo teste de recuperacédo (DPR < 5 %).

O método titulométrico apresentou linearidade, seletividade, precisao
(repetibilidade) e exatidao (recuperacédo) excelentes na andlise da formulacao
contendo DMAE glicolato e filiros solares e a matéria-prima DMAE glicolato,

apresentando melhor performance que o método CLAE.

A matéria-prima DMAE glicolato pode ser obtida em laboratério, através de uma
reacdo de neutralizacdo do DMAE base livre com acido glicélico sob agitacao,
controle de pH e resfriamento. O DMAE glicolato obtido demonstrou ser estavel

no periodo de 90 dias, armazenado a temperatura ambiente.

A viscosidade formulagdo A foi menor que a verificada para formulagéo B devido
ao aquecimento da fase aquosa no processo de fabricacdo da segunda. Ambas

foram consideradas estaveis.

Ambas as amostras foram consideradas estaveis em relagdo ao aspecto, pH e
separacgao de fases;

Ambas as amostras consideradas estaveis em relagéo a determinagéo do FPS.

O menor FPS da formulagéao B ocorreu devido ao menor pH da formulagéo.

As formulagbes A e B apresentaram estabilidade em relagdo ao FPS in vitro nédo
havendo diferenga significativa em relacdo ao percentual de absor¢gdo UVB de

uma formulagdo com FPS entre 6 e 8.



137

Ambas as formulagdes A e B apresentaram-se estaveis em relagdo ao teor de
DMAE glicolato, com decaimento menor que 5% entre o tempo 0 e o tempo 90
dias.

As formulagbes contendo DMAE glicolato industrializado (A) e contendo DMAE
glicolato obtido em laboratério (B) apresentaram estabilidade semelhante;

O ensaio de biometria cutdnea demonstrou que a formulagdo analisada nao
aumentou a oleosidade na pele das voluntarias, demonstrando-se adequada

para todos os tipos de pele.

A formulagdo demonstrou através dos testes de biometria, equilibrar o pH

cutaneo para uma faixa 6tima de 4,5 a 5,5.

A formulagdo demonstrou ter aumentado a hidratagdo cutdnea em torno de
11,5% em média nos 15 primeiros dias de uso para todos os pontos analisados.
O grau de hidratagao foi mantido até o 30° dia do teste.

A formulacdo ndo causou irritacdo dérmica priméaria ou cumulativa nos coelhos
testados, configurando a seguranca na utilizagdo da formulagdo como um

cosmético de uso diario.
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ESPECTROS DE INFRAVERMELHO (IV) E ULTRAVIOLETA (UV) DE
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