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A rutina é empregada como antioxidante e na prevengdo da
fragilidade capilar. Estudos de penetragdo in vitro atraveés da pele
humana seria a situacdo ideal, entretanto, ha dificuldades de sua
obten¢do e manutengdo de sua viabilidade. Entre os demais modelos
de membrana, a muda de pele de cobra se apresenta como estrato
corneo puro, fornecendo barreira similar ao humano e é obtida
sem a morte do animal. Os objetivos desta pesquisa foram
desenvolver e avaliar a estabilidade de uma emulsdo cosmética
contendo rutina e, como promotor de penetra¢do cutinea, o
propilenoglicol; e avaliar a penetragdo e a reten¢do cutdnea in vitro
da referida substancia ativa da formulag¢ao, empregando um modelo
de biomembrana alternativo. A emulsao foi desenvolvida com rutina
e propilenoglicol, ambos a 5,0% p/p. Quantificou-se a rutina das
emulsoes por espectrofotometria a 361,0 nm, método previamente
validado. A penetragdo e retengdo cutanea in vitro foram realizadas
em células de difusao vertical com muda de pele de cobra de Crotalus
durissus, como modelo de biomembrana alternativo, e dgua destilada
e dlcool etilico absoluto 99,5% (1:1), como fluido receptor. O
experimento foi conduzido em um periodo de seis horas, a 37,0 +
0,5 °C e agitagdo constante de 300 rpm. Empregou-se o método
espectrofotométrico validado a 410,0 nm para a quantificagdo da
rutina apos penetra¢do e retengdo cutanea. A emulsdo ndo promoveu
a penetragdo cutanea da rutina através da muda de pele de C.
durissus, retendo 0,931 + 0,0391 ug de rutina/mg de muda de pele
de cobra. Nas condicoes de armazenamento a 25,0 £ 2,0 °C; 5,0 +
0,5°Ce45,0+0,5°C, aemulsao apresentou-se quimicamente estavel
durante 30 dias. De acordo com os resultados, a emulsdo ndo
Jfavoreceu a penetragdo cutdnea da rutina, mas apenas sua retengdo
no estrato corneo de C. durissus, condi¢do considerada estavel no
periodo de 30 dias.
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INTRODUCAO

A funcao essencial da pele ¢ a protecao do organis-
mo frente a diversidades do meio externo, como: agentes fi-
sicos, quimicos e bioldgicos; microrganismos patogénicos
e radiagodes. A pele humana intacta apresenta-se como uma
eficiente barreira contra a penetragdo e permeagao de subs-
tancias exdgenas. O que representa uma protecao ao ser hu-
mano se torna um fator limitante na a¢ao das substancias
de atividade terapéutica e cosmética aplicadas topicamente
(Hadgraft, 2001; Hadgraft, 2004; Williams, Barry, 2004).

O estudo da penetragdo e permeagao cutanea de prin-
cipios ativos através da pele pode apresentar como primeiro
fator limitante a epiderme, em especial o estrato corneo
(EC), devido sua fun¢ao barreira e por ser a primeira ca-
mada de contato com o meio externo (Moser et al., 2001;
Baby et al., 2008).

A eficacia de produtos farmacéuticos ou cosméticos
apresentando em sua composi¢ao principios ativos fun-
cionais ¢ dependente da penetragdo limitada destes na pele.
Os métodos existentes que promovem aumento deste pro-
cesso se fundamentam (1) no emprego de promotores de ab-
sor¢do; (2) no estudo profundo das caracteristicas quimi-
cas e fisico-quimicas das substancias ativas e a possibili-
dade do emprego de seus derivados quando estas forem
desfavoraveis; (3) utilizagdo de sistemas veiculados de li-
beragdo, como microemulsdo, ciclodextrinas, nanossomas,
lipossomas ou formulagdes supersaturadas e; (4) a agao de
agentes promotores fisicos de penetragdo, como
iontoforese, sonoforese e eletroporagao (Bentley et al.,
1997; Guy et al., 2000; Naik, Kalia, Guy, 2000).

A rutina (3-o-rutinosideo-quercetina), flavonoide da
classe dos flavonois, € empregada como antioxidante, na
prevengao ou tratamento da insuficiéncia venosa ou linfa-
tica e da fragilidade ou permeabilidade capilar (Bruneton,
1991; Velasco et al., 2008).

Autores como Arct e colaboradores (2002); Valenta,
Nowack e Bernkop-Schniirch (1999); e Saija e colaborado-
res (1998) estudaram a penetracdo e permeacdo de
flavonoides por metodologias in vitro em células de difusdo.

Arcte colaboradores (2002) avaliaram a permeagao da
rutina, catequina e quercetina na presenga de adjuvantes
hidrofilicos (umectantes) e sua influéncia no perfil de
permeagao dos flavonoides através de uma membrana artifi-
cial. Segundo os resultados experimentais obtidos, estas subs-
tancias atuaram como inibidores da permeacao dos
flavonoides em estudo, porém, em niveis diferentes de inibigao.

Saija e colaboradores (1998) analisaram o perfil de li-
beragdo e permeagdo cutanea in vitro dos flavonoides
quercetina, naringenina e hesperetina, utilizando a pele hu-
mana como modelo de membrana. Os pesquisadores estuda-

A. R. Baby, C. A. Haroutiounian-Filho, F. D. Sarruf, C. R. Tavante-Jtnior, C. A. S. O. Pinto, V. Zague, et al.

ram a eficiéncia de dois promotores de permeagdo cutanea,
o d-limoneno ¢ a lecitina de soja. Os resultados indicaram
que a quercetina nao apresentou elevagio de permeagéo com
aadico dos promotores utilizados; o d-limoneno aumentou
significativamente a permeagao da naringenina e a lecitina de
soja elevou a permeagao da hesperetina.

Valenta, Nowack e Bernkop-Schniirch (1999) verifi-
caram a permeac¢ao de rutina, como substancia quimica
modelo, veiculada na forma cosmética gel a base de
deoxicolato de sédio, hidroxietilcelulose e polimero
carboxivinilico. Os pesquisadores empregaram membrana
artificial e pele de rato para a avalia¢do da permeagdo da
rutina. Os resultados indicaram que o gel a base de
deoxicolato de so6dio favoreceu a permeagao da rutina,
atuando como veiculo promotor. Os géis formulados com
hidroxietilcelulose e polimero carboxivinilico ndo obtive-
ram resultados satisfatorios comparados com os obtidos
com a preparagdo controle (solugdo aquosa de rutina).

A fungdo barreira exercida pela pele promove dificul-
dades na penetragao e permeagao cutdnea de componentes
ativos cosméticos ou terapéuticos. Uma estratégia reconhe-
cidamente efetiva para favorecer a passagem de substanci-
as através da pele é o emprego de promotores de penetra-
¢do. Uma vasta gama de substancias quimicas foi avalia-
da para utilizagdo como promotora de penetragdo cutanea,
todavia, a incorporagdo em veiculos cosméticos ou farma-
céuticos ¢ restrita devido a elucidagdo limitada de seus
mecanismos de a¢do que se apresentam, comumente, com-
plexos (Walker, Smith, 1996; Williams, Barry, 2004;
Trommer, Neubert, 2006; Baby ef al., 2008).

Em estudos de penetragdo através da pele, utilizan-
do método de avaliagdo in vitro, a situacao ideal seria uti-
lizar pele humana como modelo, porém a pouca disponibi-
lidade deste tipo de material, a necessidade de submeter o
experimento ao Comité de Etica e as dificuldades e custos
de armazenamento e a viabilidade deste modelo de mem-
brana tornam seu uso limitado (Schmook ef al., 2001;
Rigg, Barry, 1990).

Como alternativas de membranas, pesquisadores
utilizam pele de animais de experimentac¢ao, membranas
sintéticas e culturas tridimensionais, como a epiderme
reconstruida, denominada pele equivalente. No Brasil, a
pele de orelha de porco ¢ um modelo de membrana ampla-
mente utilizado devido a sua disponibilidade e, por ser um
subproduto da industria de alimentos (industria da carne),
apresenta relativa facilidade na sua obten¢ao. Segundo
Haigh e Smith (1994) a pele de orelha de porco ¢é similar ao
tecido humano quanto a densidade de foliculos pilosos.

Existe atualmente interesse no uso da muda de pele
de cobra como modelos substitutos da pele humana e
pesquisadores tém avaliado sua aplicabilidade em estudos
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de penetragdo/permeagdo com resposta favoravel. Esta é
composta de estrato corneo puro desprovido da epiderme
viavel e de foliculos pilosos (Rigg, Barry, 1990). Fornece
barreira similar ao estrato corneo humano e pode ser obti-
da abundantemente sem a morte do animal, uma vez que a
troca de pele (ou ecdise) ocorre regularmente no animal
adulto, em geral a cada 2 a 3 meses. A muda de pele de
cobra apresenta armazenamento facilitado e ndo apresen-
ta tendéncia a contaminagao e degradagao microbiologica,
por nao conter tecidos vivos (Itoh ez al., 1990a; Itoh et al.,
1990b; Widler, Sigrist, Gafner, 2002).

Mudas de pele de cobra possuem similaridades com
0 EC humano, como: espessura do tecido (EC humano — 13
a 15 um; muda de pele de cobra— 10 a 20 pm); estrutura
protéica (queratina do tipo o e B); composi¢ao lipidica (EC
humano — 2,0 a 6,5%; muda de pele de cobra — aproxima-
damente 6,0%, envolvendo a presenga de colesterol, acidos
graxos livres, glicoceramidas e fosfolipideos, entre outros)
(Widler, Sigrist, Gafner, 2002).

Nesta pesquisa, objetivos contemplados foram o desen-
volvimento, a avaliacao da estabilidade fisica, fisico-quimica,
quimica e funcional de uma emulsdo cosmética contendo
rutina e propilenoglicol, como promotor de penetragao
cutdnea, ¢ a avaliagdo da penetragao e retencdo cutanea in
vitro do referido principio ativo, empregando como modelo de
biomembrana a muda de pele de cobra de Crotalus durissus.

MATERIAL E METODOS
Formulacao

O desenvolvimento da formulag¢do envolveu a elabo-
racao de uma emulsdo, baseada em preparacdes desenvol-
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vidas previamente por Baby e colaboradores (2007a) con-
tendo como substancia ativa o flavondide rutina e o
propilenoglicol, como promotor de penetragcdo cutinea,
ambos a 5,0% p/p. A composicao quali/quantitativa (%o p/
p) esta descrita na Tabela I.

Avaliacao Preliminar da Estabilidade

A formulag¢ao foi submetida a Avaliagdo Preliminar
da Estabilidade, empregando os Testes da Centrifugacao e
do Estresse Térmico.

Teste da centrifugacao

Foram pesados cerca de 5,0 g da formulag@o em tu-
bos de centrifuga. Procedeu-se ao Teste da Centrifugagao,
em réplicas de trés, nas seguintes condigdes experimentais:
temperatura ambiente (25,0 = 2,0 °C); velocidade de rota-
¢a0 de 3.000 rpm (210 G); tempo de teste de 30 minutos.

Teste do estresse térmico

Cerca de 5,0 g da formulagao foram pesados e trans-
feridos para tubos de ensaio. As amostras, em réplicas de
trés, foram submetidas ao estresse térmico, em banho-
maria termostatizado, no intervalo de temperatura contro-
lada entre 40 — 80 °C, com progressdo de elevagao de
10 °C/30 minutos. As formulacdes foram avaliadas ao tér-
mino de 80 °C, apos atingirem a temperatura ambiente
(25,0 2,0 °C).

Apos os Testes da Centrifugacdo e do Estresse Tér-
mico, a formulagao foi analisada macroscopicamente quan-
to ao aspecto (Idson, 1993; BRASIL, 2004).

TABELA | - Composicao quali/quantitativa (% p/p) das formulacdes.

Componentes Nome INCI Nome comercial Composicao
Nome quimico (% p/p)
Alcool cetoestearilico (€) Cetearyl alcohol (and) Crodafos® CES 2,50
fosfato de dicetila (e) dicetyl phosphate (and)

fosfato cetilico (10 OE) ceteth-10 phosphate

Adipato de diisopropila Diisopropyl adipate Ceraphyl® 230 1,00
Miristato de isopropila Isopropyl myristate Crodamol® IPM 2,00
Butil hidroxitolueno BHT — 0,10
EDTA Na, Disodium EDTA Uniquelan® NA2S 0,10
Goma xantana Xanthan gum Rhodicare® S 1,00
2-Bromo-2-nitropropano-1,3-diol  2-Bromo-2-nitropropane-1,3-diol Protectol® BN 0,01
Agua destilada Aqua — 78,29
Propilenoglicol Propylene glycol — 5,00
Polietilenoglicol 400 PEG-8 Carbowax® 400 5,00
Rutina PA Rutin Rutina 5,00




236

Caracterizacao fisico-quimica e fisica da formulacao
Valor de pH

Foi determinado nas dispersoes das amostras em
agua recém-destilada e na proporgdo 1:10 em réplicas de
trés e a temperatura ambiente (25,0 £2,0 °C).

Viscosidade aparente

Foram pesados cerca de 10,0 g da formulacao e
transferidos para dispositivo destinado a analise de amos-
tras com massa reduzida. As condigdes do viscosimetro
ViscoStar (R) foram: agulha (spindle) TR 8 e velocidade de
agitacdo de 10 rpm. O valor da viscosidade aparente (cP)
foi registrado apo6s 1 minuto de agitagdo a temperatura
ambiente de 25,0 = 2,0 °C.

Validacao da metodologia analitica para quantificacao
da rutina na formulacao

Empregou-se a espectrofotometria na regido da
radiagdo ultravioleta a 361,0 nm (espectrofotometro
Beckman DU - 640, com cubeta de quartzo com caminho
optico de 1 cm), metodologia validada por Baby et al.
(2006a) para a quantificacao do flavonodide presente na
emulsdo. Como substancia quimica de referéncia foi utili-
zada a rutina padrao secundario (pureza 96,1%, NF XI,
sem purificagdo prévia) e como solvente e branco de leitura
espectrofotométrica a mistura de alcool etilico 95% e aci-
do acético 0,02 M na proporg¢ao de 99:1. O método
espectrofotométrico foi validado quanto aos seguintes
parametros: linearidade e estudo do intervalo; limites de
detecgao e quantificagdo; especificidade e pesquisa de in-
terferentes; recuperagao do padrao; precisdo (intra e
interdias) e exatiddo (intra e interdias) (Causon, 1997;
USP, 2003; Brasil, 2003; Rolim et al., 2005; Kassab et al.,
2005; Maia et al., 2007).

Penetracio e retencao cutanea in vitro da rutina
veiculada na formulacao

Preparo das células de difusao e padronizagcao da
muda de pele de Crotalus durissus

Mudas de pele de cobra de C. durissus integras foram
gentilmente doadas pelo Instituto Butanta, que imediata-
mente apds seu recebimento foram lavadas abundantemen-
te com agua destilada. O excesso de dgua foi removido com
o emprego de papel toalha, aplicado com compressao su-
ave. O processo de secagem foi finalizado a temperatura
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ambiente (25,0 = 2,0 °C). As mudas de pele foram armaze-
nadas em bandejas de plastico, protegidas da luz e a tem-
peratura ambiente (25,0 £ 2,0 °C) (Baby et al., 2006b;
Baby et al., 2006c; Baby et al., 2007b).

Porg¢des ventrais das mudas de pele de C. durissus,
previamente a realizagdo do estudo de penetragio e reten-
¢do cutanea in vitro, foram padronizadas por remoc¢ao
mecanica das camadas superficiais do tecido, aplicando fita
adesiva uma vez (Transpore®, 3M). Em seguida, foram
hidratadas por imersao em agua destilada, a 25,0 £2,0 °C
durante 24 horas, aproximadamente (Turunen et al., 1993;
Megrab, Williams, Barry, 1995; Haigh et al., 1998;
Pongjanyakul ef al., 2002).

Mudas de pele de cobra de C. durissus foram recor-
tadas e dispostas sobre seis células de difusao vertical (58-
001-455, Hanson Research), acopladas na plataforma para
testes de topicos e transdérmicos (Start Up 6 Cells,
Variomag/Hanson Research), que foram preenchidas pela
fase receptora composta pela solu¢ao de dgua destilada e
alcool etilico absoluto 99,5%, 1:1 (Saija et al., 1998;
OECD, 2000; Reichling et al., 2006). Procedeu-as a agi-
tagdo a 300 rpm por 10 minutos e, apos este periodo, a fase
receptora foi desprezada em sua totalidade e reposta com-
pletamente. O experimento foi conduzido a 37,0 £ 0,5 °C
(Li, Birt, 1996; Haigh et al., 1998).

Metodologia analitica para determinacao da rutina
apos o estudo de penetracao e retencao cutanea in
vitro

Curva analitica: linearidade e estudo do intervalo

A linearidade do método analitico para a determina-
¢do da rutina apds a penetragao e retencao cutinea in vitro
foi avaliada por meio da curva analitica e tratamento esta-
tistico dos dados, envolvendo dilui¢des seriadas da rutina
padrao de referéncia secundario, de pureza 96,1%, sem
purificagdo prévia, e da amostra comercial do referido
componente ativo (Rutina PA, Tec Pharma/Henrifarma).

Foram preparadas solugdes de concentragdes: 0,5;
2,0; 5,0; 10,0; 20,0 € 30,0 pg/mL, submetidas a leitura
espectrofotométrica a 410,0 nm, em réplicas de seis. Foi
empregado como solvente e branco de leitura
espectrofotométrica a mistura de agua destilada, alcool
etilico absoluto 99,5% e hidréxido de sodio 0,25 M, na
propor¢ao de 1:1:0,025 (Causon, 1997; Valenta, Nowack,
Bernkop-Schniirch, 1999).

O calculo da equagao da reta da curva analitica foi
realizado pela regressdo linear por meio do método dos
minimos quadrados. Para cada concentracao foram calcu-
lados a média das absorbancias, o desvio padrao, a preci-
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s30 (como desvio padrao relativo) e a exatidao, obtendo-se
o estudo do intervalo das concentragdes da substancia qui-
mica de referéncia e a linearidade oferecida pelo método
espectrofotométrico. O grafico foi avaliado visualmente,
verificando-se se houve relacdo linear de resposta, e pela
analise estatistica pertinente (ICH Q2B, 1995; BRASIL,
2003; Baby et al., 2006a).

Especificidade

A especificidade foi obtida comparando-se, por meio
da sobreposicdo dos espectros de varredura da absor-
bancia, em réplicas de dois e no intervalo de comprimento
de onda entre 200,0 — 500,0 nm, solu¢des com concentra-
¢ao de 20,0 pg/mL do flavonoide rutina padrao de referén-
cia secundario e da amostra comercial do referido princi-
pio ativo (Rolim et al., 2005). Utilizou-se como solvente e
branco de leitura espectrofotométrica a mistura de agua
destilada, alcool etilico absoluto 99,5% e hidroxido de
sodio 0,25 M, na proporg¢ao de 1:1:0,025.

A obtengao da especificidade do método foi comple-
mentada por analise estatistica sugerida por Feinberg e
Ragueéneés (1999). Elaborou-se a curva das concentragdes da
amostra comercial da rutina em fun¢ao das concentra¢des da
substancia quimica de referéncia, em réplicas de seis, nos
valores 0,5; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0 € 30,0 pg/mL. As amostras
foram submetidas a leitura espectrofotométrica a 410,0 nm.
Foram determinados o coeficiente angular e a intersecgao
com o eixo y por meio da obtencao da equacao da reta.

A especificidade foi considerada adequada quando o
coeficiente angular e a intersec¢ao com o eixo y apresenta-
ram valores estatisticamente iguais a, respectivamente, 1,0
e 0,0 (zero), empregando-se o Teste t de Student (Feinberg,
Ragueénes, 1999; Baby et al., 2006a).

Pesquisa de interferentes I: muda de pele de Crotalus
durissus

Exatamente cerca de 50,0 mg de muda de pele de co-
bra de C. durissus padronizada foram pesados e transferidos
para balao volumétrico de 50 mL. Completou-se o volume
com a solugdo de agua destilada e alcool etilico absoluto
99,5% (1:1). Transferiu-se o contetido do baldo volumétrico
para vidraria adequada e iniciou-se agitagdo a 200 rpm, por
24 horas a 37,0 + 1,0 °C. Ap0s a temperatura da solu¢@o na
presenga da muda de pele de cobra atingir 25,0 = 2,0 °C,
procedeu-se a adi¢ao de 3,125 mL da solug@o de hidroxido
de sodio 0,25 M. A solug@o foi reservada. Todo o procedi-
mento foi realizado em réplicas de trés.

A pesquisa de interferentes foi realizada por meio da
sobreposi¢do dos espectros de varredura da absorbancia,
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em réplicas de dois e no intervalo de 200,0 — 500,0 nm, da
rutina padrao de referéncia secundario, com concentragao
igual a 20,0 pg/mL, e da solugdo hidroalcoodlica obtida a
partir da muda de pele de cobra C. durissus. Realizados os
espectros de varredura da absorbancia, estes foram anali-
sados visualmente. O método analitico possuiu auséncia de
interferentes provenientes das mudas de pele de cobrade C.
durissus quando estas ndo exibiram leitura espectro-
fotométrica a 410,0 nm.

Pesquisa de interferentes Il: formulagcao

Exatamente cerca de 300,0 mg da formulacdao sem
adicao da rutina foram transferidos isoladamente para os
compartimentos doadores das células de difusao vertical,
empregando a muda de pele de cobra de Crotalus durissus
padronizada. A distribuicdo das amostras nos comparti-
mentos foi obtida com o auxilio de espatula plastica e fle-
xivel. Os experimentos foram conduzidos a 37,0 + 0,5 °C
e agitagao constante de 300 rpm.

A pesquisa de interferentes envolvendo as formula-
¢oes sem rutina em contato com as mudas de pele de cobra
foi realizada durante seis horas. Em periodos de tempo pré-
determinados, coletaram-se aliquotas de 1,0 mL das fases
receptoras e adicionou-se 1,5 mL do solvente composto
pela mistura de agua destilada, alcool etilico absoluto
99,5% e hidroxido de so6dio 0,25 M (1:1:0,025), para a
verificagdo de possiveis interferentes provenientes das pre-
paracdes em contato com as biomembranas e o fluido re-
ceptor. As solugdes foram submetidas a leitura espectro-
fotométrica a 410,0 nm. O método foi considerado sem
interferentes, nas condigdes experimentais descritas, se nao
ocorreu leitura espectrofotométrica no comprimento de
onda citado anteriormente.

Coeficiente de particao 6leo/agua

O coeficiente de particao 6leo/agua do referido com-
ponente ativo foi determinado empregando-se 10,0 mL de
miristato de isopropila (previamente saturado com agua
destilada) adicionado de 10,0 mL da solugdo da amostra
comercial da rutina (= 50,0 pg/mL). A mistura foi subme-
tida a agitacdo de 200 rpm, a 25,0 + 2,0 °C, por 30 minu-
tos (Hadgraft, Ridout, 1987). A mistura foi transferida para
funil de separacao e mantida em repouso por 10 minutos e
separou-se a fase contendo a solugdo aquosa da rutina.
Réplicas de trés foram realizadas.

Antes e apos a realizacdo do coeficiente de parti¢ao
oleo/agua, aliquotas da fase aquosa foram adicionadas da
mistura de agua destilada, alcool etilico absoluto 99,5% e
hidroxido de so6dio 0,25 M (1:1:0,025) para quantificagdo
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da rutina. As soluc¢des foram submetidas a leitura
espectrofotométrica a 410,0 nm.

Coeficiente de particao estrato corneo de muda de
pele de cobra Crotalus durissus/agua

Exatamente cerca de 30,0 mg de muda de pele de cobra
de C. durissus padronizada foram pesados e transferidos para
10 mL de solug@o aquosa da amostra comercial da rutina de
= 50,0 pg/mL. A mistura foi submetida a agitacao durante 30
minutos a temperatura ambiente (25,0 =+ 2,0 °C), a 200 rpm.
Réplicas de trés foram realizadas.

Aliquotas do sobrenadante foram tomadas e adicio-
nadas da mistura de agua destilada, alcool etilico absolu-
to 99,5% e hidroxido de sodio 0,25 M, 1:1:0,025 para
quantificag@o de rutina. As solu¢des foram submetidas a
leitura espectrofotométrica a 410,0 nm.

Os coeficientes de partigdo 6leo/agua e estrato corneo
de muda de pele de cobra de C. durissus/dgua foram ex-
pressos em valor logaritmico de base 10 (Rothwell, Day,
Morgan, 2005).

Penetracao cutanea da rutina em muda de pele de
Crotalus durissus

Exatamente cerca de 300,0 mg da formulagao foram
transferidos isoladamente para os compartimentos doado-
res das células de difusao vertical de orificios de 15 mme
area de exposicao de 1,77 cm?. A distribuigdo das amostras
nos compartimentos foi obtida com o auxilio de espatula
plastica e flexivel, a fim de garantir contato uniforme da
formulagdo com a biomembrana.

O estudo da penetracdo cutanea in vitro da rutina
presente na formulagao foi realizado em réplicas de trés, em
muda de pele de cobra padronizada e por periodo de seis
horas. Os compartimentos receptores foram preenchidos
com solucdo de agua destilada e alcool etilico absoluto
99,5% (1:1). Os experimentos foram conduzidos a 37,0 =
0,5 °C com agitagao constante de 300 rpm, exceto duran-
te a coleta de aliquotas dos compartimentos receptores (Li,
Birt, 1996; Valenta, Nowack, Bernkop-Schniirch, 1999).

Foram tomadas manualmente aliquotas dos compar-
timentos receptores em periodos de tempo pré-definidos:
0,00; 0,25; 0,50; 1,00; 1,50; 2,00; 3,00; 4,00; 4,50; 5,00
e 6,00 horas. Concomitantemente as coletas, foi realizada
areposicdo nos compartimentos receptores com a solugao
de agua destilada e alcool etilico absoluto 99,5% (1:1) a
37,0+ 0,5 °C para a manuteng¢do do volume constante das
células de difusdo vertical de exatamente 7,0 mL.

As aliquotas coletadas foram adicionadas do solvente
composto pela mistura de agua destilada, alcool etilico ab-
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soluto e hidréxido de sédio (1:1:0,025), para quantificacao
da rutina no fluido receptor. As solu¢des foram submetidas
a leitura espectrofotométrica a 410,0 nm.

Retencao cutanea in vitro

As mudas de pele de cobra de C. durissus utilizadas
na avaliagdo da penetracdo cutanea in vitro da rutina vei-
culada na formulagdo foram retiradas das células de difu-
sdo vertical apos o término do experimento, recortadas
adequadamente em concordancia com a area de exposi¢ao
(1,77 cm?) e em contato com a formulagao.

O excesso da preparagdo foi removido das mudas de
pele de cobra com auxilio de algodao embebido em dgua des-
tilada e, posteriormente, em alcool etilico absoluto 99,5%. As
amostras foram reduzidas a fragmentos, pesadas e transferidas
para baldo volumétrico. Completou-se o volume com solvente,
mistura de agua destilada, alcool etilico absoluto 99,5% e
hidroxido de sédio 0,25 M (1:1:0,025). Com o objetivo de
favorecer a liberago da rutina retida no tecido para o solvente
e branco de leitura, empregou-se o banho de ultra-som por 90
minutos. Aliquotas dos sobrenadantes foram tomadas e sub-
metidas a leitura espectrofotométrica a410,0 nm. Previamente
arealizacdo do experimento, determinou-se a recuperagdo do
padrao retido no modelo de biomembrana.

Testes de estabilidade acelerada

Foram pesados cerca de 20,0 g da formulagao e acon-
dicionados em bisnagas opacas de polietileno, tampa de
rosca do tipo flip-top, cor branca e capacidade de 30 g
(amostras em réplicas de dois).

A formulacao foi avaliada a temperatura ambiente de
25,0+ 2,0 °C apos o periodo de repouso de 48 horas do pre-
paro (inicio do teste, dia 0 ou t ), a fim de se completar o
processo de emulsificagdo. As condi¢des de armaze-
namento e os dias pré-estabelecidos das analises estao des-
critos a seguir (Maia et al., 2006; Baby et al., 2007a):
1.45,0 £ 0,5 °C durante 30 dias: analises no 5°, 10°, 15°,
20° ¢ 30° dias;

2. Exposicao a luz solar indireta e direta, a temperatura
ambiente (25,0 2,0 °C), durante 30 dias: analises no 5°,
10°, 15°, 20° e 30° dias;

3.5,0+0,5 °C durante 30 dias: analises no 5°, 10°, 15°, 20°
e 30° dias.

As caracteristicas fisicas, fisico-quimicas, quimicas
e funcionais avaliadas nos dias pré-estabelecidos foram:
valor de pH; viscosidade aparente; teor da rutina remanes-
cente na formulagdo e; penetragdo e retencao cutanea in
vitro empregando como modelo de biomembrana a muda de
pele de cobra de C. durissus padronizada.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a elevada e a crescente demanda dos produ-
tos cosméticos, necessidades mercadologicas e dos consu-
midores, a promoc¢ao do envelhecimento precoce em siste-
mas emulsionados, por meio do armazenamento em condi-
¢oes drasticas de luminosidade, temperatura e umidade,
permite reduzir o periodo exigido para a avaliagdo da es-
tabilidade e, conseqiientemente, a predi¢ao do prazo de
validade (Gil-Alegre et al., 2001).

Ap6s a analise macroscopica da formulagdo submetida
ao Teste da Centrifugacao e ao Teste do Estresse Térmico, ndo
foram identificados sinais de instabilidade, sendo assim, con-
siderada adequada para os experimentos seguintes.

Validacao da metodologia analitica para quantificacao
da rutina na formulacao

A necessidade de se comprovar a qualidade das medi-
¢oes quimicas, por meio da comparabilidade, rastreabilidade
e confiabilidade tém exigido o desenvolvimento de novas
metodologias analiticas que, ap6s um processo denominado de
validac@o, confere aos resultados determinados em laborato-
rio, propiciarem informagdes confidveis e interpretaveis sobre
aamostra em estudo (Ribani ez al., 2004). A Tabela I descreve
os resultados da validagao do método espectrofotométrico na
regido da radiacao ultravioleta a 361,0 nm para a quanti-
ficaco da rutina veiculada na formulagao.

Padronizacao da muda de pele de Crotalus durissus

A utilizagdo de muda de pele de cobra como modelo
de biomembrana para ensaios de penetragdo cutinea exi-
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ge que este material seja hidratado previamente a sua uti-
lizagdo nas células de difusao, por se tratar de um tecido
queratinoso ndo maleavel e fragil, quando desidratado.

A estrutura da muda de pele de cobra possui trés
camadas distintas, a saber: (1) camada externa, denomina-
da de 3, composta por B-queratina; (2) camada intermedi-
aria ou meso, similar ao estrato cérneo humano, possuin-
do de trés a quatro estratos de células de espessura extre-
mamente reduzida circundadas por lipideos intercelulares
e; (3) camada interna ou 0. composta por o--queratina (Itoh
et al., 1990a; Takahashi et al., 1993).

Itoh e colaboradores (1990a) e Takahashi e colabo-
radores (1993) identificaram que a camada intermediaria
ou meso apresenta-se como o obstaculo principal a
permeabilidade de substancias e, corroborando com as
mesmas referéncias, Baby e colaboradores (2006b, 2006¢
e 2007b), que avaliaram a interagdo de tensoativos com
muda de pele de cobra de Bothrops jararaca por técnicas
espectrométricas (espectroscopia fotoacustica no
infravermelho e Raman) e termoanaliticas (calorimetria
exploratoria diferencial), identificaram que somente apos
a remoc¢ao mecanica das camadas superficiais do tecido
com fita adesiva houve a intera¢ao dos tensoativos dodecil
sulfato de sodio, cloreto de hexadecil trimetil amonio e
PEG-12 lauril éter com este material, evidenciando que,
adicionalmente a camada meso, a camada [3 contribui com
o efeito barreira das mudas de pele de cobra, reduzindo a
permeabilidade deste tecido as demais substancias ativas
em estudos de difusdo. Pelo exposto, fez-se necessaria a
padronizacdo da muda de pele de cobra de Crotalus
durissus, como modelo de biomembrana, por meio da
hidratacdo do tecido e remog¢ao mecanica das camadas
superficiais com fita adesiva.

TABELA 11 - Resultados da validagao do método espectrofotométrico a 361,0 nm para a quantifica¢ao da rutina veiculada
na formulagao (solvente e branco: alcool etilico 95% e acido acético 0,02 M, 99:1)

Parametros

Resultados experimentais

Linearidade

Equacdo da reta
Coeficiente de correlacio linear
Especificidade

Limite de deteccio
Limite de quantificacdo
Recuperagdo do padrdo
Precisdo intradia
Precisdo interdias
Exatiddo intradia
Exatiddo interdias

5,0 240,0 ng/mL
y=0,0301 (£ 0,00012)x - 0,0219 (£ 0,00164)
0,9992 +0,00012

Especifico para a rutina e ausente de interferentes

0,146 pg/mL
0,442 pg/mL
112,690 + 2,809%
4,33 a5,57%
3,06 a 4,68%
109,06 + 4,72 a 114,30 £ 6,36%
111,40+ 3,41 a 115,53 £4,59%

x: concentrag@o do flavonoide rutina padréo de referéncia secundario (png/mL); y: absorbancia.
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Metodologia analitica para determinacao da rutina
apos penetracao e retencao cutanea in vitro

O método analitico proporcionou linearidade de res-
posta da absorbancia em func¢ao da concentracao para as
solucdes da rutina padrdo de referéncia secundario e¢ da
amostra comercial do referido composto ativo, na mistura
de agua destilada, alcool etilico absoluto 99,5% e hidroxido
de s6dio 0,25 M (1:1:0,025), no intervalo de concentragdes
entre 0,5 e 30,0 pg/mL, submetidas a leitura espectro-
fotométrica a 410,0 nm.

Na Figura 1 estdo representados os resultados experi-
mentais da curva analitica da substancia quimica de referén-
cia e da amostra comercial da rutina, respectivamente.

Absorbancia

O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Concentra¢ao (um/mL)

——&— Rutina padrdo ---8--- Amostra comercial (rutina)

FIGURA 1 - Curvas padrdo da rutina padrao de referéncia
secundario (T =96,1%) e da amostra comercial do referido
componente ativo (n=6). A=410,0 nm. Solvente ¢ branco:
agua destilada, alcool etilico 99,5% e solucao de hidroxido
de sodio 0,25 M (1:1:0,025).

O célculo da regressao linear, pelo método dos mini-
mos quadrados, gerou a equagao da reta descrita a seguir

A. R. Baby, C. A. Haroutiounian-Filho, F. D. Sarruf, C. R. Tavante-Jtnior, C. A. S. O. Pinto, V. Zague, et al.

(Equagdo 1), e coeficiente de correlagdo linear (R?) igual a
0,9996 + 0,00014.

y =0,0374 (+0,00113)x + 0,0012 (+ 0,00156)

EQUACAO 1 - Equagio da reta obtida pelo método dos
minimos quadrados. x é a concentragdo da rutina padrao
de referéncia secundario (ug/mL); y € a absorbancia.
Valores entre parénteses descrevem o desvio padrao.

A Tabela III descreve os resultados do tratamento
estatistico (ANOVA) aplicado as informagdes obtidas ex-
perimentalmente para a elaboracdo da curva analitica.

O valor de F calculado (11.916,04) foi superior ao
valordeF__. o0 queevidenciou a significancia estatistica
do célculo da regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados para comprovagao da relagdo linear das medi-
das das absorbancias em fun¢do das concentragdes da
substancia quimica de referéncia (Feinberg & Raguenes,
1999).

O estudo do intervalo (Tabela IV) confirmou a ade-
quacao dos valores das concentragdes da substancia quimi-
ca de referéncia empregados na constru¢do da curva
analitica pelos calculos da precisdo (DPR, %) e exatidao.

Os valores da exatiddo (+ desvio padrao) localiza-
ram-se no intervalo entre 84,288 + 2,320 ¢ 106,345 +
0,779% e os da precisao entre 0,371 e 2,753%, préximos
dos valores de concentracdo aceitos como reais e dispersao
reduzida dos resultados experimentais, respectivamente.

Como também apresentado na Tabela IV, o estudo do
intervalo para as dilui¢des da amostra comercial da rutina
proporcionou a obtengao de valores no intervalo de 0,186
a3,067% e de 93,948 + 2,882 a 101,924 + 0,350% para a
precisao (DPR, %) e exatiddo, respectivamente, conside-
rados adequados para a validagdo da metodologia analiti-
ca (Jenke, 1996).

A analise espectrofotométrica da rutina padrao de
referéncia secundario, na mistura da dgua destilada, al-
cool etilico absoluto 99,5% e hidréxido de s6dio 0,25 M
(1:1:0,025), obteve um pico de absorbancia maxima a

TABELA 11 - Tratamento estatistico (ANOVA) aplicado para a construgdo da curva analitica da rutina padrdo de referéncia

secundario (T = 96,1%) para o. = 5% (A: 410,0 nm)

GL SQ MQ F critico
Regressdo 1 0,91679 0,91679 11.916,04 422 x 108
Residuo 3 3,08x 10 7,69 x 1073
Total 4 0,91098

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos minimos quadrados; MQ: médias dos minimos quadrados; £: valor de ANOVA-F
calculado; - valor de ANOVA-F tabelado (Gil-Alegre et al., 2001).
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410,0 nm. De acordo com Valenta, Nowack e Bernkop-
Schniirch (1999) o pico de absorbancia maxima para a
rutina ocorre no comprimento de onda de 405 nm, mas
em funcao do equipamento utilizado, grau de pureza dos
solventes e da substancia quimica de referéncia ou dos
erros de metodologia analitica podem ocorrer variagdes
do resultado experimental e o apresentado na literatura
cientifica.

A relacao linear de resposta entre as concentragdes da
amostra comercial da rutina em fungao das concentragdes
do flavonoide padrio de referéncia secundario, para a de-
terminacdo da especificidade, esta representada na Figura
2 ¢ Tabela V.

A proporcionalidade foi confirmada pela obtengao da

35,00 -
30,00 +
25,00 +
20,00 +
15,00 o

10,00 o

Amostra comercial da rutina (pg/mL)

5,00 o

0,00

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00

Flavonoide rutina padrdo de referéncia secundario (ug/mL)

FIGURA 2 - Relagao entre as concentragdes da amostra
comercial da rutina e substancia quimica de referéncia (T
=96,1%) para determinac¢ao da especificidade do método
espectrofotométrico a 410,0 nm (n = 6). A mistura de agua
destilada, alcool etilico 99,5% e solu¢do de hidroxido de
sodio 0,25 M (1:1:0,025) foi empregada como solvente e
branco de leitura.
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equacado da reta (Equacao 2), do tratamento estatistico
(Tabela VI) e do valor do coeficiente de correlagdo linear.

y =0,9994 (£ 0,0110)x + 0,0016 (= 0,0425),
R? = 0,9999 + 0,000098

EQUACAO 2 - Equagio da reta obtida para determina-
¢do da especificidade do método espectrofotométrico na
quantificacao da rutina a 410,0 nm. Na qual: x é a concen-
tracdo da rutina padrio de referéncia secundario (pg/mL);
v € a concentracao da amostra comercial do referido
composto ativo; R? é o coeficiente de correlagéo linear.

A Tabela VI expde o resultado do tratamento estatis-
tico empregado para a avaliacdo da avaliagdo da
especificidade do método espectrofotométrico a 410,0 nm
para a amostra comercial da rutina.

Em concordancia com os resultados obtidos, o méto-
do foi considerado especifico para a determinagao da rutina
(A=410,0 nm; branco e solvente espectrofotométrico: agua
destilada, alcool etilico 99,5% e solugao de hidroxido de
sodio 0,25 M, 1:1:0,025), pois os valores do coeficiente
angular e da intersec¢ao com o eixo y nao apresentaram di-
ferenca estatistica dos valores criticos 1,00 ¢ 0,00 (zero),
respectivamente, ¢ valor de R igual a 0,9999 + 0,000098,
proximo a 1 (Feinberg, Raguénés, 1999).

O método espectrofotométrico foi considerado au-
sente de interferentes provenientes da solucgao
hidroalcodlica obtida a partir da muda de pele de cobra
de Crotalus durissus e dos fluidos receptores das formu-
lagdes sem rutina em contato com as mudas de pele de
cobra dispostas nas células de difusdo por um periodo de
seis horas.

A adi¢ao do hidroxido de s6dio 0,25 M no solvente do

TABELA 1V - Estudo do intervalo das concentra¢des da rutina padrao de referéncia secundario e da amostra comercial

da rutina (A =410,0 nm).

CT Rutina padrao Amostra comercial
média + dp E (%) DPR (%) média + dp E (%) DPR (%)

0,5 0,421+ 0,012 84,288 £2,320 2,753 0,470 £0,014 93,948 + 2,882 3,067
2,0 2,127+ 0,016 106,345 £ 0,779 0,733 1,999 + 0,013 99,932 + 0,646 0,646
50 4,856 + 0,052 97,128 £ 1,036 1,067 4,964 + 0,020 99,277 £ 0,408 0,411
10,0 10,272 +0,069 102,718 £ 0,685 0,667 10,192 +£ 0,035 101,924 £ 0,350 0,343
20,0 19,696+0,073 98,479+ 0,365 0,371 19,773 £0,046 98,866 = 0,231 0,233
30,0 30,125+0,355 100,415+ 1,183 1,178 30,065+ 0,056 100,218 + 0,186 0,186
CT: concentragdes teoricas da rutina padrao secundario de referéncia e de sua amostra comercial (ug/mL); C ‘média

média + dp*

+ desvio padrao das concentragdes calculadas da rutina (ug/mL), n=6; E (%) exatidao (%); DPR (%) precisdo calculada
como desvio padrao relativo (%). As concentragdes calculadas da rutina (ug/mL) foram obtidas empregando-se a equagao

y=0,0374 (£ 0,00113)x + 0,0012 (+ 0,00156).
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TABELA V - Concentragdes da amostra comercial da rutina em funcdo da substancia quimica de referéncia para
determinagao da especificidade do método espectrofotométrico a 410,0 nm.

Concentracao nominal da substancia quimica de referéncia (ug/mL) Coor s ap Ci.u

0,5 0,42+0,012 0,47 +0,014
2,0 2,13+£0,016 2,000,013
5,0 4,86 + 0,052 4,96 + 0,020
10,0 10,27 + 0,069 10,19 +£ 0,035
20,0 19,70 + 0,073 19,77 £ 0,046
30,0 30,13 +0,355 30,07 0,056
Cyop-q,- media das concentrages e desvio padréo (n=6) da rutina padrdo de referéncia secundario (ug/mL); C, , - média

das concentragdes e desvio padrao (n = 6) da amostra comercial da rutina. As concentragdes foram calculadas utilizando-
se a equacgao y = 0,0374 (£ 0,00113)x + 0,0012 (£ 0,00156).

TABELA VI - Especificidade do método espectrofotométrico
a410,0 nm. Calculo segundo Feinberg e Raguenes (1999)
para a rutina, com nivel de significancia de o. = 5%.

Tratamento Estatistico v, V.
Coeficiente angular 0,9994 1,0
Desvio padrao do 0,0110 -
coeficiente angular

Intersecgdo com o eixo y 0,0016 0,0
Desvio padrao da 0,0425 -

intersecg¢do com o €ixo y

Graus de liberdade 10 -
Teste t de Student para CA 0,8992 2,2281 *
Teste t de Student para I-y 0,9283

V,: valores determinados; V.. valores criticos; CA:
coeficiente angular; /-y. intersec¢do com o eixo y; *: t de
Student tabelado.

método a 410,0 nm favoreceu a eliminagao dos possiveis
interferentes da quantificagdo da rutina. Tal constatagao foi
observada por meio do efeito batocromico (Valenta,
Nowack, Bernkop-Schniirch, 1999), com deslocamento do
pico de maxima absorbancia da referida substancia ativa
para a regido da radiacao visivel.

O presente trabalho necessitou o desenvolvimento e
a validagao de dois métodos espectrofotométricos para a
quantificagdo da rutina devido as exigéncias experimentais.
O método a 361,0 nm foi empregado para a quantificacao
da rutina nas emulsdes cosméticas, especificamente para o
estudo da estabilidade (Testes de Estabilidade Acelerada)
e, o método a 410,0 nm, para a determinagdo da rutina
retida no modelo de biomembrana alternativo e penetrada
através deste, por meio do estudo de difusdo.

Coeficientes de particao 6leo/agua e estrato de
corneo de muda de pele de Crotalus durissus/agua

A obtengao dos valores logaritmicos dos coeficientes de
parti¢do se tornou um procedimento padrao para a predi¢ao
do transporte (difusdo) em membranas ou da tendéncia de
interagdo/associagao de substancias ativas. Segundo Florence
e Attwood (1988), Rothwell, Day e Morgan (2005) proprie-
dades como hidrofilia ou lipofilia (in vivo) de componentes ati-
vos orientam a tendéncia da interagdo destes com os sistemas
bioldgicos, que envolvem membranas ou proteinas. A lipofilia
de substancias ativas, como por exemplo, aquelas submetidas
aos ensaios de difusdo, pode ser expressa como coeficiente de
particao, uma constante de equilibrio que correlaciona o modo
no qual um soluto partilha entre ambientes apolares e polares
(Hadgraft, Ridout, 1987; Rothwell, Day, Morgan, 2005).

Os valores logaritmicos de base 10 dos coeficientes
de particdo oleo/agua e estrato corneo de muda de pele de
cobra de C. durissus/agua foram - 0,697 e - 1,239, respec-
tivamente. Segundo Zatz (1993) admitindo-se que a pele de
muda de cobra de C. durissus se comporte como modelo de
biomembrana composta por dominios lipidicos e porosos
dispostos paralelamente ou intercalados, somente
difusantes possuindo valores logaritmicos de coeficientes
de partigdo 6leo/agua reconhecidos como moderado a ele-
vado (acima de zero) possuem tendéncia favoravel para a
penetracdo através da membrana.

Corroborando com o resultado obtido experimental-
mente, Rothwell, Day e Morgan (2005) obtiveram o valor
de - 0,64 de coeficiente de particdo 6leo/agua para a rutina.

Penetracdo cutanea da rutina

A avaliagdo da penetragdo cutanea da rutina veicu-
lada na emulsdo contendo propilenoglicol 5,0% p/p, como
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promotor de penetracdo cutanea, possuiu como modelo de
biomembrana a muda de pele de C. durissus. Embora a
muda de pele de cobra nao seja um tegumento de procedén-
cia de mamiferos, este material biologico apresenta simila-
ridade ao estrato corneo humano e vantagens potenciais que
a tornam um modelo de membrana para ensaios de difusao.

A emulsdo ndo apresentou tendéncia para favore-
cer o transporte da substdncia ativa para a fase
receptora, mesmo com método espectrofotométrico a
410,0 nm ter gerado valor de limite de quantificacdo
estimado para a rutina igual a 0,308 pg/mL. Conseqiien-
temente, ndo foi verificada penetracdo cutanea da rutina
através da pele de muda de C. durissus no periodo de
seis horas, comportamento corroborado com o valor
logaritmico do coeficiente de parti¢ao 6leo/agua reduzi-
do de - 0,697 (Florence, Attwood, 1988) e com estudos
realizados por Li e Birt (1996) e Casagrande e colabo-
radores (2007) que observaram a tendéncia dos
flavonoides em ndo penetrar membranas bioldgicas em
ensaios de difusdo, utilizando, respectivamente, como
modelos a pele humana e a pele de porco.

Opostamente as referéncias anteriormente citadas,
Valenta, Nowack e Bernkop-Schniirch (1999) verificaram
a penetragdo da rutina através da pele de rato e, adicional-
mente, sugeriram que o referido composto ativo tende a
interagir com o modelo de membrana utilizado, comporta-
mento também verificado nesta pesquisa com a rutina em
relagdo a muda de pele de cobra.

Montenegro e colaboradores (2007) estudaram a
penetracdo cutanea da quercetina e seus ésteres de 3-o-
acila através da pele humana. Os autores constataram a
penetragdo cutanea da quercetina e, adicionalmente, os
mesmos identificaram que o periodo de tempo de realiza-
cdo do experimento foi um fator de extrema relevancia.
Segundo a mesma referéncia, o periodo de tempo para o
ensaio de difusdo deve ser igual ou superior a 22 horas,
pois somente a partir deste intervalo de tempo houve a
identificacdo e quantificagao da quercetina no fluido re-
ceptor das células de difusao utilizadas pelos autores e,
conseqiientemente, possibilitou o calculo do valor de flu-
xo para o flavonoide através da pele humana, empregada
como membrana modelo.

A fim de se verificar se o tempo de realizagdo do
experimento desta pesquisa ndo se apresentava apropriado,
outro ensaio de difusao foi conduzido nas mesmas condi-
cOes experimentais, exceto para a duracao do experimen-
to, que foi modificada para 52 horas e, novamente, houve
a tendéncia do ndo favorecimento do transporte da rutina
através do modelo de membrana e, por conseguinte, ndo se
verificou a penetragdo cutinea da rutina através da muda
de pele de cobra.
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Retencao cutanea in vitro

As mudas de pele de C. durissus utilizadas na ava-
liagdo da penetracdo cutanea in vitro da rutina foram reti-
radas das células de difusdo vertical, apos o periodo de seis
horas de experimento, ¢ avaliadas quanto a tendéncia em
reter a referida substancia ativa.

Apos a quantificacdo da rutina retida no modelo de
biomembrana (g de rutina/mg de muda de pele de cobra),
obteve-se valor igual a 0,931 + 0,0391 pg/mg (o método
apresentou valor de recuperacgao do padrdo igual a 87,126
+ 1,018%).

Testes de Estabilidade Acelerada

Os estudos de estabilidade de produtos cosméticos e
farmacéuticos procuram fornecer informagdes que indi-
quem o grau de estabilidade relativa de um produto nas
condigdes diversas de exposicao a que possa estar sujeito,
até o encerramento de seu prazo de validade (Brasil, 2004).
Geram subsidios para a orientagdo nos estudos de desen-
volvimento, como: na escolha dos componentes da formu-
lacdo e do material de acondicionamento adequado; forma
de apresentacdo; materiais de acondicionamento ¢ embala-
gens alternativos e; confirmagao do prazo de validade es-
timado.

As informacdes obtidas no estudo de estabilidade sdo
particularmente importantes para os veiculos emul-
sionados, pois quando estocados podem fornecer sinais de
desestabilizacdo como: cremeac¢do, sedimentacéo,
floculag@o, coalescéncia e, por fim, separagdo das fases e
a inativagdo de substancias ativas e ineficacia do sistema
(Idson, 1993).

Os Testes de Estabilidade Acelerada visaram confe-
rir a formulag@o condigdes para o envelhecimento acelera-
do, permitindo avaliar o perfil de estabilidade fisica, fisi-
co-quimica, quimica e funcional, segundo os parametros
avaliados. Trata-se, portanto, de um teste orientativo, indi-
cando qual veiculo cosmético em estudo confere estabilida-
de adequada.

A Tabela VII ilustra os resultados dos pardmetros
fisicos, fisico-quimicos e quimicos (teor remanescente da
concentragdo da rutina) para a formulagao.

Os valores de pH (Tabela VII) resultaram em redugao
com varia¢des de maior intensidade aparente na condi¢ao de
estufaa45,0+0,5 °C, com intervalo percentual de variagao
entre zero e - 16,67%. Apesar das alteracoes, os valores de
pH mantiveram-se compativeis com o valor de pH fisiologi-
co (6,0 a7,2). Na temperatura elevada da condi¢ao de
armazenamento a 45,0 £ 0,5 °C, alteragdes significativas
eram esperadas para este pardmetro fisico-quimico analisa-
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do, pois a elevacao da temperatura possui influéncia direta
na estabilidade fisica, fisico-quimica e quimica de diversas
formas cosméticas e dos principios ativos (Baby et al.,
2007a). As condi¢des de ambiente (25,0 + 2,0 °C) e refrige-
rador (5,0 £ 0,5 °C) se apresentaram adequadas como con-
digdo de armazenamento para a emulsio, possuindo tendén-
cia inferior de variagdes percentuais entre - 1,39 a - 8,33%
e zero a - 6,94%, respectivamente.

As alteracdes percentuais do valor de pH, verificadas
nesta pesquisa, ¢ corroborada com os resultados obtidos
por Baby e colaboradores (2007a) para uma emulsao cos-
mética fluida de composi¢ao similar contendo, como subs-
tancia ativa, 5,0% p/p do extrato de Trichilia catigua Adr.
Juss (e) Ptychopetalum olacoides Bentham, padronizado
em flavonoides totais, expressos em rutina. Segundo os
mesmos autores, foram observadas variagdes percentuais
mais relevantes do valor deste pardmetro fisico-quimico na
condi¢do de armazenamento de refrigerador (5,0 + 0,5 °C)
e estufa (40,0 = 0,5 °C). As formulagdes citadas anterior-
mente foram armazenadas em um periodo de 90 dias.

Os valores da viscosidade aparente (Tabela VII), em
todas as condi¢des de armazenamento, acarretaram em
variagdes percentuais diminutas entre - 0,4 (3.440 cP) a
9,2% (3.770 cP) em relagdo ao valor da viscosidade apa-
rente obtida ap6s 48 horas de repouso (t,), igual a 3.453 cP.

A estabilidade quimica determinada em fun¢ao do
teor remanescente da rutina (%) (Tabela VII) foi avaliada
por meio da quantificagdo do referido componente ativo
pelo método espectrofotométrico na regiao do ultravioleta
a 361,0 nm previamente validado (Baby et al., 2006a).

Nas condi¢des de armazenamento em temperatura
ambiente (25,0 + 2,0 °C), em refrigerador (5,0 + 0,5 °C) e
em estufa (45,0 £ 0,5 °C), a emulsdo se apresentou quimi-
camente estavel, durante 30 dias. Embora temperaturas
elevadas favorecam a deterioragdo dos flavondides por
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serem compostos polifendlicos sensiveis a presenga de
metais, a radiacao ultravioleta, a temperatura e a hidrolise
(Friedman, Jiirgens, 2000), ndo foi verificado tendéncia a
degradacao da rutina armazenada a 45,0 + 0,5 °C (em um
periodo de, pelo menos, 30 dias), mesmo com a constatacao
da variagdo do valor de pH, indicando que a modificagdo
deste parametro fisico-quimico, no intervalo percentual de
zero ¢ - 16,67%, nao causou elevacao da degradagdo da
substancia ativa.

Estudos de retengdo cutanea in vitro foram realiza-
dos durante os Testes de Estabilidade Acelerada para for-
mulag¢do armazenado unicamente na condi¢do de tempera-
tura ambiente, a 25,0 +2,0 °C, e nos dias zero (t,), 20 ¢ 30.
Os valores da retengdo cutanea da rutina na muda de pele
de cobra de C. durissus foram iguais a 0,931+ 0,0391 (t);
1,754 £ 0,442 (dia 20) ¢ 0,468 = 0,0618 ug/mg (dia 30).

Constatou-se que, no periodo de realizagdo dos Tes-
tes de Estabilidade Acelerada, emulsdo se manteve adequa-
da quanto ao favorecimento da reten¢ao da referida subs-
tancia ativa no estrato corneo do modelo de biomembrana
utilizado e, novamente, ndo houve penetracao cutanea da
rutina através da muda de C. durissus.

CONCLUSOES

A emulsdo cosmética contendo rutina e propilenoglicol,
como promotor de penetracdo cutinea, ambos a 5,0% p/p foi
considerada estavel apds a Avaliagdo Preliminar da Estabili-
dade em todas as condi¢des de armazenamento (25,0 £2,0°C;
5,0+£0,5°Ce45,0+0,5°C), em um periodo de 30 dias. Os
métodos espectrofotométricos a361,0 nm e a410,0 nm foram
padronizados e validados quanto aos critérios: linearidade,
especificidade, auséncia de interferentes, limites de detecg¢do
e de quantificagdo reduzidos, recuperagao do padrao, precisao
e exatidao adequados.

TABELA VII - Avaliagao dos parametros fisicos, fisico-quimicos e quimicos (teor remanescente da concentragdo da rutina)
da emulsdo submetida aos Testes de Estabilidade Acelerada.

Emulsao Condig¢des de Armazenamento
tempo (dias) 25,0+2,0°C 5,0+£0,5°C 45,0+ 0,5 °C

Parametros t 5 10 15 20 30 5 10 15 20 30 5 10 15 20 30
Teor (%) 110,68 115,88 112,77 119,95 119,47 124,93 131,25 115,29 114,05 118,77 115,55 107,24 118,83 116,16 121,13 121,57
pH 7,2 6,9 7,1 6,6 6,7 6,7 7,0 7,2 6,7 6,9 6,9 6,6 7,2 6,1 6,1 6,0
% pH - -4,17 -139 -833 -694 -694 -1,72 Zero -694 4,17 -417 -833 Zero -1528 -1528 -16,67
n 3453 3.650 3.440 3.637 3.760 3.622 3.573 3.440 3.530 3.543 3.627 3.571 3.440 3.770 3.433 3.690
%N - 5,7 -0,4 53 8,9 4,9 3,5 -0,4 2,2 2,6 5,0 1,9 -0,4 9,2 -0,6 6,9

(-): ndo avaliado; 5. viscosidade aparente (em cP); 7, tempo de repouso (48 horas ap0s o preparo); % pH. variagdo
percentual do valor de pH em relagdo ao pH inicial; % o variagdo percentual do valor da viscosidade aparente em relagao
a viscosidade aparente inicial; Teor (%) concentragao percentual da rutina remanescente na formulagao.
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O estudo da penetragdo cutanea in vitro da rutina na
emulsao cosmética, utilizando a muda de pele de cobra de
Crotalus durissus como modelo de biomembrana alterna-
tivo, evidenciou o nao favorecimento da passagem da subs-
tancia ativa para a fase receptora através do estrato cérneo
de C. durissus, porém, foi verificada a retengao cutanea da
rutina no modelo de biomembrana.

ABSTRACT

Stability and in vitro penetration study of rutin
incorporated in a cosmetic emulsion through an
alternative model biomembrane

Rutin is employed as antioxidant and to prevent the capillary
fragility and, when incorporated in cosmetic emulsions, it
must target the action site. In vitro cutaneous penetration
studies through human skin is the ideal situation, however,
there are difficulties to obtain and to maintain this tissue
viability. Among the membrane models, shed snake skin
presents itself as pure stratum corneum, providing barrier
function similar to human and it is obtained without the ani-
mal sacrifice. The objectives of this research were the
development and stability evaluation of a cosmetic emulsion
containing rutin and propylene glycol (penetration enhancer)
and the evaluation of rutin in vitro cutaneous penetration and
retention from the emulsion, employing an alternative model
biomembrane. Emulsion was developed with rutin and
propylene glycol, both at 5.0% w/w. Active substance
presented on the formulation was quantified by a validated
spectrophotometric method at 361.0 nm. Rutin cutaneous
penetration and retention was performed in vertical diffusion
cells with shed snake skin of Crotalus durissus, as alternative
model biomembrane, and distilled water and ethanol 99.5%
(1:1), as receptor fluid. The experiment was conducted for six
hours, at 37.0 + 0.5 °C with constant stirring of 300 rpm.
Spectrophotometry at 410.0 nm, previously validated,
determined the active substance after cutaneous penetration/
retention. Emulsion did not promote rutin cutaneous
penetration through C. durissus skin, retaining 0.931
0.0391 ug rutin/mg shed snake skin. The referred formulation
was chemically stable for 30 days after stored at 25.0 £ 2.0
°C, 5.0+ 0.5°Cand45.0+ 0.5 °C. In conclusion, it has not
been verified the active cutaneous penetration through the
model biomembrane, but only its retention on the Crotalus
durissus stratum corneum, condition considered stable for 30
days.

UNITERMS: Accelerated stability test. Emulsion.
Propylene glycol. Shed snake skin. Cutaneous
penetration/in vitro study. Rutin.
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