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RESUMO

A EGCG possui um grande potencial terapéutico devido suas caracteristicas
antioxidantes, anti-inflamatérias, antimicrobianas, imunomoduladoras e
anticarcinogénicas, podendo ser utilizada em formulag¢des farmacéuticas e cosmeéticas
como inibidora de tumores cutaneos, tratamento de queimaduras, queloides, alopecia,
psoriase, cicatrizacdo de feridas, para evitar o fotoenvelhecimento, entre outros.
Todavia, ha desafios no seu uso, uma vez que a molécula possui uma alta
sensibilidade a Iluz e reatividade, sofrendo facilmente oxidacdo, hidrolise,
epimerizagdo e polimerizagdo, além de ser extremamente sensivel a altas
temperaturas e pH. Dessa forma, o objetivo geral desse trabalho foi desenvolver
diferentes formulagdes semissélidas contendo EGCG e caracteriza-las de acordo com
suas propriedades fisico-quimicas, liberagao in vitro e principalmente estabilidade,
visando aplicagao tépica com agao cicatrizante e antioxidante. Para tal, preparou-se
5 formulagbes semissolidas com 1% (m/m) de EGCG, sendo 2 géis, 2 cremes e 1
pomada, caracterizou-se a densidade, pH, aspecto e teor de EGCG, sendo que para
esse ultimo, usou-se um método cromatografico que foi validado, sendo avaliado os
parametros de linearidade, especificidade, precisdo, exatidao e robustez. O método
se mostrou linear, com r? = 0,9991, especifico para todas as formulagdes, preciso,
exato e robusto. O pH obtido para as formulagdes ficou em torno de 4,6 a 5,4, o que
esta dentro do pH natural da pele. A densidade obtida variou de 0,86 a 1,01 g.mL",
sendo o menor valor correspondente a pomada e o maior correspondente aos geéis. O
teor das formulagdes no tempo inicial ficou de acordo com o esperado mostrando que
a EGCG foi incorporada, exceto para o Gel 01 que ja mostrou possivel perda por
degradagao. Verificou-se na liberagao in vitro, que a quantidade de EGCG liberada
variou de acordo com o tipo de formulagcdo, sendo que a cinética de liberagao
observada foi correspondente ao Modelo de Higuchi (r*> 0,90). Ao avaliar a morfologia
das formulagdes usando-se microscopia o6tica com luz polarizada, foi possivel
observar que a EGCG estava dissolvida nos géis e cremes e dispersa na pomada, o
que se manteve apos 6 meses do teste de Estabilidade Acelerada. Nesse teste,
também houve pouca modificagdo no pH e densidade das formulagdes, sendo que
em relagao ao teor, somente a Pomada, Creme 02 e Gel 02 mantiveram com 98%,

76% e 58%, respectivamente, da concentragao inicial de EGCG apds 6 meses, 0 que



provavelmente foi consequéncia do estado fisico da EGCG nas mesmas e da alta
temperatura empregada. Dessa forma, foi possivel desenvolver formulag¢des contendo
EGCG e caracteriza-las para aplicagdes topicas visando a cicatrizacdo de feridas e
acao antioxidante, sendo o Creme 02 a formulagdo mais promissora para tal devido

sua maior estabilidade e liberacido com possivel permeacao no estrato cérneo.

Palavras-chave: EGCG, formulagcbes semissdlidas, validacéo, estabilidade, teste de

liberagao in vitro, microscopia.



ABSTRACT

EGCG has great therapeutic potential due to its antioxidant, anti-inflammatory,
antimicrobial, immunomodulatory and anticarcinogenic characteristics, and it can be
used in pharmaceutical and cosmetic formulations as an inhibitor of skin tumors,
treatment of burns, keloids, alopecia, psoriasis, wound healing, to prevent photoaging,
among others. However, there are challenges in its use, since the molecule has a high
sensitivity to light and reactivity, easily undergoing oxidation, hydrolysis, epimerization
and polymerization, in addition to being extremely sensitive to high temperatures and
pH. Therefore, the general objective of this work was to develop different semi-solid
formulations containing EGCG and characterize them according to their
physicochemical properties, in vitro release test and mainly stability, aiming for topical
application with healing and antioxidant action. To this, 5 semi-solid formulations were
prepared with 1% (w/w) EGCG: 2 gels, 2 creams and 1 ointment. The density, pH,
appearance and EGCG content were characterized. For content a chromatographic
method was used and validated, linearity, specificity, precision, accuracy and
robustness are evaluated. The method proved to be linear, with r> = 0.9991, specific
for all formulations, precise, accurate and robust. The pH obtained for the formulations
was around 4.6 to 5.4, which is within the skin's natural pH. The density obtained varied
from 0.86 to 1.01 g.mL-1, with the lowest value corresponding to ointment and the
highest corresponding to gels. The content of the formulations at the initial time was in
accordance with expectations showing that EGCG was incorporated, except for Gel
01 which already showed possible loss due to degradation. It was verified in the in vitro
release test that the amount of EGCG released varied according to the type of
formulation, with the release kinetics corresponding to the Higuchi Model (r> > 0.90).
When evaluating the morphology of the formulations using optical microscopy with
polarized light, it was possible to observe that EGCG was dissolved in the gels and
creams and dispersed in the ointment, which was maintained after 6 months of the
Accelerated Stability test. In this test, there was little change in pH and density for the
formulations, and in relation to the content, only the Ointment, Cream 02 and Gel 02
maintained 98%, 76% and 58%, respectively, of the initial concentration of EGCG after
6 months, which was probably a consequence of the physical state of the EGCG in

them and the high temperature used. In this way, it was possible to develop



formulations containing EGCG and characterize them for topical applications aiming at
wound healing and antioxidant action, with Cream 02 being the most promising
formulation for this due to its greater stability and release with possible permeation in

the stratum corneum.

Keywords: EGCG, semi-solid formulations, validation, stability, in vitro release test,

microscopy.
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1. INTRODUGAO

1.1. Formulacdes Semissolidas

Uma formulagao semissolida € uma forma farmacéutica para uso tépico ou
em certas mucosas com o intuito de promover acg&o local (BRASIL, 2019b; BRASIL,
2021). Ao contrario de um liquido que escoa e se deforma com facilidade, um
semissolido possui menor fluidez, ndo podendo ser derramado ou nao se adaptando
facilmente a um recipiente em temperatura ambiente (OSBORNE, 2008).

As formulagdes semissdlidas possuem aplicagdes para fins cosméticos e
farmacéuticos, sendo que além de serem usadas com o objetivo de liberagdo do
principio ativo diretamente no local do tratamento, fornecendo contato prolongado,
também sdo uma maneira viavel de administrar principios ativos que s&o sensiveis as
transformacdes metabdlicas, o que diminui a necessidade de administrar grandes
quantidades do mesmo e como tal, proporcionar menos reagdes adversas
(LOURENCO, 2013).

Como exemplos de formulagdes semissdlidas temos os géis, cremes e
pomadas, sendo que na Figura 1 pode ser visualizado um esquema que resume as

definigdes de cada uma delas.
1.1.1. Gel

O gel é uma formulagédo semissélida composta por mais de 50% de agua e
volateis e por um agente gelificante, o qual da firmeza a uma solugao ou dispersao
coloidal (particulas de 1 nm a 1 mm) de um ou mais principios ativos (BARNES et al.,
2021; BRASIL, 2019b).

Pode ser hidrofilico, ou seja, formado pela adigdo de agente gelificante a
agua, glicerol ou propilenoglicol, ou hidrofébico, sendo formado por uma base
gordurosa que consiste, usualmente, de parafina liquida com polietileno ou éleos

gordurosos com silica coloidal ou sabdes de aluminio ou zinco (BRASIL, 2019b).
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[ Formulacdo Tépica }

Contém 20-
0% de
salidos

dizpersas?

Contém
#50% de
dzuz e
voliteis?

{Sim
para

E (1) solugio o
dispersdo coloidal
endurscida com
agente gelificante ou

Tem {1} »50% de
hidrocarbonetos ou
ceras como veiculo e
2} <205 de dgua &

POMADA

GEL

[M3o para um
ou ambaos)

CREME

Figura 1: Resumo das definigbes de cada formulagdo semissolida (Adaptado de
BUHSE et al., 2005).

Os géis podem ser transparentes em um sistema monofasico ou opacos
em um sistema bifasico, sdo espessos e se liquefazem ao entrar em contato com a
pele, o que proporciona uma sensacgao de refrescancia. Ao secarem formam uma
pelicula fina que ndo mancha e nem deixa uma textura oleosa, podendo ser lavados
facilmente com agua. Porém, s&o pouco oclusivos, ou seja, evitam pouco a perda de
agua e calor, e proporcionam pouca hidratagdo (BARNES et al., 2021; BUHSE et al.,
2005). Por esse motivo, sdo mais indicados em aplicagdes que envolvam regides do
corpo com muito pelo (como o couro cabeludo), oleosas (como a pele) e que néo
transpirem muito, uma vez que a transpiragao remove o gel (MAYBA e GOODERHAM,
2018).

1.1.2. Creme

O creme é uma formulacdo semissolida que pode conter um ou mais

principios ativos dissolvidos ou dispersos em uma emulsdo, a qual contém mais de
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20% de agua e volateis e/ou menos de 50% de hidrocarbonetos, ceras ou
polietilenoglicéis como veiculo (BARNES et al., 2021; BRASIL, 2019b)

Uma emulsio consiste em um sistema bifasico de pelo menos dois liquidos
imisciveis, um dos quais esta disperso como glébulos (fase interna ou dispersa) dentro
da outra fase liquida (fase externa ou continua), geralmente estabilizada por um
agente emulsionante (BUHSE et al., 2005).

Os cremes podem ser de caracteristica 6leo-em-agua (O/A), onde o 6leo
ou material oleoso € a fase dispersa e a agua ou solugédo aquosa é fase continua ou
agua-em-oleo (A/O), onde encontramos o cenario contrario (ALLEN JR. et al., 2007).

Geralmente s&o opacos, viscosos, ndo oleosos ou levemente oleosos
dependendo do tipo, tendendo a evaporar ou ser absorvido quando esfregado na pele.
Possuem caracteristicas intermediarias em relagdo aos géis e pomada quanto a
viscosidade, facilidade em espalhar, acao hidratante e oclusiva, podendo entdo serem
usados tanto em peles secas como oleosas e Umidas e em todas as areas do corpo,
principalmente nas areas flexurais (dobras) e genitais (BARNES et al., 2021; MAYBA
e GOODERHAM, 2018).

1.1.3. Pomada

A pomada é uma formulagdo semissodlida composta por um ou mais
principios ativos em baixa proporcéo (<20%), dispersos ou dissolvidos em uma base
nao aquosa, normalmente monofasica (BRASIL, 2019b; VAN HEUGTEN, 2018).
Contém menos de 20% de agua e volateis e mais de 50% de hidrocarbonetos, ceras
ou polietilenoglicois como veiculo (BARNES et al., 2021), sendo assim um ambiente
apolar. Por esse motivo, muitas vezes nao precisa de uso de conservantes
(LOURENCO, 2013).

Podem ser classificadas em quatro tipos principais dependendo da base
utilizada: (1) bases de hidrocarbonetos, como por exemplo petréleo, cera
microcristalina, ceresina; (2) bases de absor¢do, como por exemplo lanolina, cera de
abelha; (3) bases removiveis em emulsao/agua, como por exemplo cera emulsionante
e (4) bases soluveis em agua, como por exemplo macrogois 200, 300 e 400 (BARNES
et al., 2021).

Podem ser opacas ou translucidas, sédo viscosas e gordurosas, tendendo a
nao evaporar ou ser absorvida quando esfregada na pele (VAN HEUGTEN, 2018).
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Elas possuem forte efeito emoliente, suavizando e lubrificando a pele e forte efeito
oclusivo, evitando perda de agua e calor. Sao mais dificeis de espalhar se comparadas
com geéis e cremes e muitas vezes nao séo preferidas pelos usuarios, devido sua
caracteristica mais oleosa. Por esse motivo sdo mais indicadas em aplicagbes que
envolvam regides mais secas da pele e que tenham pouco pelo (BARNES et al., 2021,
MAYBA e GOODERHAM, 2018).

1.1.4. Componentes do veiculo

Além do principio ativo, aquele que fara com que a formulagdo semissolida
gere o tratamento ou efeito desejado, as formulagdes semissolidas também s&o
compostas por diversos outros componentes em seus veiculos, conforme resumido

na Figura 2.

EMOLIENTE

h A

L

UMECTANTE

> OCLUDENTE

ANTIOXIDANTE

Componentes comuns em ]

= i CONSERVANTE
Formulagoes Semissolidas J

L

AGENTE QUELANTE

L

AGENTE GELIFICANTE

EMULSIONANTE

L

SOLVENTE

Figura 2: Componentes comuns em formulagdes semissélidas.

O solvente € o componente que dispersa ou dissolve todos os outros

componentes, sendo o que esta presente em maior propor¢do. Como solvente mais
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comumente utilizado em géis e cremes temos a agua, a qual deve ser esterilizada e
livre de contaminantes que possam prejudicar a qualidade e estabilidade das
formulagdes (JUREMA, 2019; ZAGO, 2017).

O agente gelificante ou espessante € um componente que ao ser disperso
no meio assume uma conformacao que adiciona viscosidade ao mesmo, podendo ser
de origem sintética ou semissintética, sendo normalmente um polimero (BARNES et
al., 2021; MELO et al., 2018). Ele é o agente principal da formulagdo de um gel, sendo
que como exemplo de gelificantes de origem sintética temos o carbémero e
semissintética temos o hidroxietilcelulose, que altera a viscosidade do meio através
da absorcao de agua (BARNES et al., 2021).

O emulsionante ou surfactante é o agente responsavel pela formagéo e
estabilizacdo da emulsdo em cremes. Tipicamente € uma molécula anfifilica, ou seja,
que possui uma regiao polar e apolar, conseguindo interagir ao mesmo tempo com a
fase aquosa e oleosa, além de promover a reducédo da tensdo superficial e gerar
repulsdo eletrostatica entre as goticulas, promovendo e estabilizando a emulsao
(BARNES et al., 2021). Normalmente a parte apolar € composta por cadeias de
hidrocarbonetos alifaticos, lineares ou ramificados e a parte polar por grupos acidos
ou basicos (ZAGO, 2017).

Segundo SPADA et al., 2022, os emulsionantes podem ser classificados
como:

a. Anibnico: a parte polar possui uma carga negativa. Sdo bastante populares,
sendo bastante eficientes na remogdo de sujeira, oleosidade e impurezas,
todavia podem ser mais irritantes a pele. Como exemplos temos o Lauril sulfato
de sddio e o Dodecilbenzeno sulfonato de sodio;

b. Catibnico: a parte polar possui uma carga positiva. Possuem uma eficiéncia de
limpeza menor que os anibnicos, com potencial de irritagdo semelhante. Como
exemplos temos o Cloreto de benzalcénico, Cocamidopropil betaina e
metossulfato de behentrimonio;

c. N&o-ibnico: a parte polar ndo possui carga, sendo bastante adaptaveis e
funcionando bem em ambientes alcalinos e &cidos. Eles sdo eficazes na
solubilizagcédo de 6leos e outros ingredientes hidrofébicos. Como exemplos temos
o Polissorbato 20 (popularmente conhecido como Tween 20), Decil glucosideo
e polietilenoglicol;
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d. Anfétero: a parte polar pode ter diferentes cargas dependendo do meio. Tendem
a ser menos irritantes a pele que os outros tipos, sendo que exemplos
compreendem cocamidopropil betaina, lauril betaina, cocoanfoacetato de sodio
e cocoanfodiacetato dissodico.

Os umectantes sdo substancias higroscopicas de baixo peso molecular que
penetram facilmente no estrato cérneo e sao responsaveis por atrair e reter a umidade
da pele, seja puxando-a da derme ou do meio externo (quando umidade relativa do ar
esta superior a 80%). Assim, os umectantes sdo normalmente incluidos em emulsdes
O/A para aumento do seu poder de hidratagao (BARNES et al., 2021; JUREMA, 2019;
ZAGO, 2017). Sado umectantes normalmente utilizados: glicerina, gelatina,
propilenoglicol, butilenoglicol, pantenol, sorbitol, uréia, acido hialurénico, acido
glicdlico, acido lactico, acido pirrolidina e carboxilico sédico (BARNES et al., 2021).

Os emolientes sdo hidrocarbonetos saturados e insaturados de
comprimento variavel que simulam as bicamadas lipidicas do estrato cérneo
preenchendo os espacgos entre os corneocitos. Isso promove uma melhora na
aparéncia e textura geral da pele, além de fornecer lubricidade, ou seja, uma sensagéao
de suavidade e plasticidade a pele. Frequentemente sao usados em combinagéo com
emulsionantes. Exemplos de emolientes compreendem colesterol, esqualeno, acido
linoléico, acido estearico, acido oleico, alcoois graxos (BARNES et al., 2021).

Os ocludentes sao 6leos e ceras que agem como lipidios naturalmente
encontrados na pele. Eles formam uma camada hidrofébica sobre a pele e bloqueiam
fisicamente a perda de agua transepidérmica (TEWL). Alguns ocludentes entram no
espaco intercelular e interagem com os lipidios do estrato corneo, reforgando a
barreira cutédnea. Alguns exemplos sado parafina, cera de abelha, éleo mineral,
dimeticona, lanolina, cera de carnauba, alcool cetilico e triglicerideo caprilico
(BARNES et al., 2021).

Os antioxidantes sdo substancias adicionadas com o intuito de evitar
degradagdes oxidativas em veiculos topicos contendo dleos e gorduras insaturados,
gue sao mais suscetiveis a reagdes de oxidagdo. Os antioxidantes podem atuar de
trés maneiras: (1) captando os radicais livres gerados nas reagdes de oxidagao, o que
interrompe o processo, (2) sofrendo a oxidagao, sendo entdo agentes redutores, e (3)
sequestrando metais que catalisam reagdes de oxidagao (ZAGO, 2017). Exemplos de

antioxidantes comumente usados em formulagbes tdpicas incluem hidroxianisol
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butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), palmitato de ascorbila, fosfato de
ascorbila sédica e tocoferdis (BARNES et al., 2021).

Os agentes quelantes ou sequestrantes sdo substéncias que tem como
funcdo realizar o sequestro de metais (ferro, cobre, calcio e magnésio), possiveis
residuos da fabricagdo de insumos, evitando que ocorram reagdes de degradagao
catalisadas por eles. Isso evita a desestabilizacdo dos produtos, o que leva também
ao aumento dos efeitos esperados dos conservantes e antioxidantes, fazendo com
gue os agentes quelantes atuem de forma sinérgica com os mesmos. O mais utilizado
€ o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e seus sais (BARNES et al., 2021;
JUREMA, 2019; ZAGO, 2017).

Os conservantes sdo substancias incluidas com o intuito de evitar a
contaminagdo e crescimento de microrganismos, por isso sao normalmente
adicionados em géis e cremes, formulagdes ricas em agua, sendo que nos cremes, 0O
conservante escolhido deve ser soluvel em ambas as fases. Eles devem ser capazes
controlar o crescimento de microrganismos, mantendo teor dos principios ativos e
caracteristicas organolépticas dos produtos inalteradas (ZAGO, 2017), prolongando o
prazo de validade, garantindo conformidade regulatoéria e evitando recalls de produtos
(SHARMA et al., 2023). Exemplos de alguns conservantes comumente usados
incluem alcoois (por exemplo, alcool benzilico, etanol, fenoxietanol), hidroxibenzoatos
(todos os sais), fenadis (por exemplo, clorocresol) e compostos de amonio quaternario
(por exemplo, cloreto de benzalcénio, cetrimida) (BARNES et al., 2021).

1.2. A Pele

1.2.1. Estrutura da Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, compreendendo
aproximadamente 15% do peso corporal total (PETRILLI e LOPEZ, 2018) e
representando uma area de superficie de 1,8 a 2,0 m? ou, quando consideramos 0s
foliculos pilosos e dutos sudoriparos, 25 a 30 m? (SZALAY e WERTZ, 2023). Tem
como fungdes a modulacdo da temperatura e umidade corporal e principalmente,
protecdo contra agentes quimicos, fisicos e biolégicos presentes no ambiente externo
(ALLEN JR. et al., 2007). Ela é formada pela epiderme, derme e hipoderme, conforme

ilustrado na Figura 3.
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Epiderme —

Derme —

Hipoderme —

Figura 3: Representagdo das camadas da pele (Adaptado usando Servier Medical

Art (http://smart.servier.com/ acessado em 1 de margo de 2024).

o Hipoderme

A hipoderme é a camada mais interna da pele composta por tecido
conjuntivo e adiposo, logo, formada pelos fibroblastos, adipdcitos (células de gordura)
e uma fracdo de células estroma-vasculares. Tem como fungcdo a manutengdo da
temperatura, amortecimento mecéanico e armazenamento de energia (LOURENCO,
2013; HOFMANN et al., 2023).

° Derme

A derme é a camada intermediaria da pele, tendo uma espessura que varia
entre 2 a 6 mm, podendo ser dividida em duas subcamadas, as quais sdo chamadas
de estratos: o papilar, que fica mais proximo a epiderme, e o reticular, que fica mais
préximo a hipoderme. O estrato papilar € composto de fibras de colageno frouxamente
entrelagadas, tecido conjuntivo e terminagbes nervosas responsaveis pela
transmissao sensorial do toque, vibragao e calor. Ja o reticular € composto de fibras
de colageno fortemente interligadas, sendo responsavel pela fungdo de suporte,
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elasticidade e flexibilidade da pele, além de conter os vasos sanguineos, foliculos
pilosos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas (HOFMANN et al., 2023).

Essa camada tem como fungbes a elasticidade, resposta sensorial e
resisténcia da pele, uma vez que contém também a maioria das células envolvidas na
resposta imune e inflamatéria da mesma. Além disso, também é responsavel por
oxigenar, nutrir e remover residuos por difusdo da epiderme (LOURENCO, 2013;
HOFMANN et al., 2023).

o Epiderme

A epiderme € a camada mais externa da pele, com uma espessura variando
de 30 um (palpebras) até 600 um (palmas das méos e solas dos pés), sendo composta
por cinco estratos: basal, espinhoso, granuloso, lucido e corneo (HOFMANN et al.,
2023). Ela também é dividida em epiderme viavel e ndo viavel, sendo o estrato corneo
a parte n&o viavel e os outros estratos, a parte viavel (PETRILLI e LOPEZ, 2018). Uma

representacdo da mesma pode ser observada na Figura 4.

Estrato
corneo

— Células de Langerhans

Epiderme Queratindcito

viavel
Granulos de melanina

Células de Merkel

Melandcito

Figura 4: Representacdo da Epiderme (Adaptado usando Servier Medical Art

(http://smart.servier.com/ acessado em 1 de margo de 2024).
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Ela € uma camada n&o vascularizada, por isso, depende da derme para
sua nutricdo, oxigenagao e remogao de residuos (HOFMANN et al., 2023; PETRILLI
e LOPEZ, 2018). Todos os estratos estao fortemente conectados pelos queratindcitos,
células geradas no estrato basal, o mais interno, que vao passando por diferentes
fases de maturacao, levando a sua diferenciagdo e ascensao ao longo dos outros
estratos até se tornar cornedcitos, células lamelares formadas de queratina e
ausentes em organelas que formam o estrato corneo, o mais externo (GOMES e
BOLDO, 2020; HOFMANN et al., 2023).

O estrato cérneo possui uma estrutura fina (cerca de 15-20 um) e é descrito
como uma estrutura de “tijolos e argamassa”, onde os tijolos correspondem ao
cornedcitos e a argamassa corresponde a uma matriz lipidica, composta
predominantemente de ceramidas (40 - 50%), colesterol (25%) e acidos graxos livres
(10 - 15%). Essa matriz lipidica se organiza em multiplas bicamadas, se tornando mais
compacta com o aumento da profundidade do estrato cérneo, regulando assim o fluxo,
a taxa e a magnitude de perda transepidérmica da agua (SPADA et al., 2022).

Além dos queratinécitos, a epiderme também ¢é composta pelos
melandcitos, presentes no estrato basal, os quais sdo responsavel pela produgéo da
melanina, que juntamente com o acido transurocanico protege a pele contra a
radiacdo UV; as células de Merkel, presentes no estrato basal ou proximo a ele, que
atuam como receptores sensoriais na pele e as células de Langerhans, presentes em
toda a epiderme viavel, mas em maior quantidade no estrato espinhoso, que sao
responsaveis por monitorar toda a epiderme e detectar antigenos, os quais sao
captados por elas e levados até os ganglios linfaticos onde sao produzidos anticorpos
para os patdogenos detectados (HOFMANN et al., 2023; SZALAY e WERTZ, 2023).

Assim, devido a sua estrutura e caracteristicas como pH baixo e presenca
de pouco nutrientes, a epiderme tem como fungdes a manutengao da umidade da pele
e protegao contra radiacdo UV, proliferacdo de microrganismos e outros agentes
externos (PETRILLI e LOPEZ, 2018; SPADA et al., 2022; SZALAY e WERTZ, 2023),
sendo que o estrato cérneo € a primeira barreira, impedindo que haja penetragao para
as camadas mais internas (RAGHAVAN et al., 2019).
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1.2.2. A Pele como via de administragao

Para que um principio ativo aplicado a pele tenha efeito terapéutico,
dependendo do objetivo, ele deve ser capaz de se manter no estrato corneo (epiderme
nao viavel) e outras vezes deve ser necessario que atinja a epiderme viavel (estratos
mais internos) ou a derme e fique retido por um certo periodo de tempo (LOURENCO,
2013).

Essa permeacéao depende de varios fatores como as caracteristicas fisico-
quimicas do principio ativo, da formulagdo semissolida e da integridade da pele.
Normalmente, uma pele integra ira atuar como uma barreira, 0 que limitara
naturalmente o grau e velocidade de penetragdo do principio ativo (ALLEN JR. et al.,
2007). Dentre as camadas da pele, o estrato cérneo atuara como a principal barreira,
dificultando a permeacgao de quase todos os compostos com peso molecular superior
a 600 Daltons (BARNES et al., 2021).

O principal mecanismo de permeacdo de um principio ativo na pele € a
difusdo ao longo do gradiente de concentracdo (BARNES et al., 2021), o qual de
maneira geral, pode ocorrer através de trés vias: (1) o caminho intracelular (de forma
direta através das células), (2) o caminho extracelular (em torno das células) e (3)
através dos anexos da pele (foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas
sudoriparas) (LOURENCO, 2013). Essas vias podem ser visualizadas no esquema da
Figura 5.

Na via intracelular o principio ativo necessita se particionar e difundir
através dos cornedcitos, 0s quais por serem ricos em queratina proporcionam um
ambiente aquoso que facilita a passagem de principios ativos hidrofilicos
(LOURENCO, 2013). E uma via mais direta, mas requer que o principio ativo
atravesse as camadas alternadas de cornedcitos e matriz lipidica, o que envolve uma
sequéncia de particdo e difusdo em meios hidrofilicos e lipofilicos alternados
(BARNES et al., 2021).

Na via intercelular, o principio ativo precisa se particionar e difundir entre
as bicamadas lipidicas, o que é preferido por aqueles que sdo pequenos € mais
lipofilicos (LOURENCO, 2013). E uma via menos direta que a via intracelular uma vez
que o principio ativo contorna os cornedcitos através da matriz lipidica, sendo
estimado que a agua percorre um percurso 50 vezes maior ao se comparar com a via
intracelular (BARNES et al., 2021).
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Figura 5: Vias de permeagao do principio ativo na pele (Adaptado usando Servier

Medical Art (http://smart.servier.com/ acessado em 1 de margo de 2024).

O transporte pelos anexos da pele é a via mais continua utilizada,
principalmente por principios ativos grandes e polares, que possuem grande
dificuldade em interagir com as camadas lipidicas do estrato cérneo e assim usar as
outras vias. Porém, temos uma baixa quantidade de anexos na pele, os quais
representam somente 0,1% da area superficial, dificultando o uso dessa via, além da
presenca do suor que se desloca em sentido contrario do principio ativo e da presenca
de sebo (BARNES et al., 2021; GOMES e BOLDO, 2020; LOURENCO, 2013).

Em relagdo as caracteristicas das formulagdes semissélidas, os géis por
serem em sua maioria de caracteristica ndo oleosa nao sao absorvidos pela pele, se
liquefazendo e evaporando apos aplicacéo (sem penetragdo). As pomadas também
nao sao absorvidas, mas permanecem na pele apés a aplicagdo (ndo evaporam). Ja
os cremes podem ficar na superficie ou serem absorvidas dependendo da sua
caracteristica e componentes (LOURENCO, 2013).
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1.3. A EGCG e suas agoes terapéuticas

A EGCG ¢ a catequina presente no cha verde (derivado da planta Camellia
sinensis) em maior proporgéao (representando 50 a 80% do total de catequinas, o que
corresponde a 200 a 300 mg em uma xicara de cha) e com maior atividade biolégica
(DAS et al., 2014; KHAN e MUKHTAR, 2019; SCHMITZ et al., 2005). Ela é um éster
que se forma a partir da reagcdo da epigalocatequina e do acido galico (ENG et al.,
2018), também presentes no cha verde, possuindo férmula molecular C22H18011 €
uma massa molecular de 458,37 g.mol™'. E sélida & temperatura ambiente, solivel em

agua e sua estrutura quimica pode ser visualizada na Figura 6.

OH

OH

HO

OH

Figura 6: Estrutura quimica da EGCG com destaque para a estrutura trihidroxila no
anel galato (BIANCHI et al., 2011).

Possui diversas aplicacdes terapéuticas devido as suas caracteristicas
antioxidantes, anti-inflamatérias, imunomoduladoras, antimicrobianas e
anticarcinogénicas, sendo empregada como adjuvantes no tratamento de doencas
metabdlicas, como diabetes e obesidade, patologias cardiovasculares (ENG et al.,
2018), alguns tipos de canceres, como o de pele, pulmao, prostata, mama e trato
gastrointestinal e na prevencéo de doengas neurodegenerativas (KHAN e MUKHTAR,
2019), além de ser usada como antiviral e antibacteriana (ZHAO et al., 2022). Sua alta
atividade bioldgica é atribuida principalmente a presenga da estrutura trihidroxila no

anel galato, ressaltada na Figura 6 (KAYAL et al., 2019).
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1.3.1. Agao antioxidante

A acdo antioxidante da EGCG € a mais pronunciada, ocorrendo tanto
diretamente como indiretamente. Na acdo antioxidante direta, a EGCG atua na
eliminagcao de radicais livres e quelacdo de ions metalicos. A eliminagao de radicais
livres se da pela presenga do grupo fendlico em sua estrutura, o qual reage com as
espécies reativas de oxigénio, doando elétrons ou hidrogénios e estabilizando-as, o
que quebra o ciclo de geragdo de novos radicais. A carga resultante na estrutura da
EGCG é estabilizada e deslocalizada pela ressondncia com o anel benzénico. A
quelacédo de ions metéalicos como ferro e cobre ocorre também devido a agéo dos
grupos hidroxilas adjacentes na sua molécula. Na ac¢do antioxidante indireta da
EGCG, ela participa de processos que induzem e produzem enzimas antioxidantes,
que inibem enzimas pré-oxidantes e que produzem enzimas de desintoxicagdo de
fase Il (BERNATONIENE e KOPUSTINSKIENE, 2018; NIKKO et al., 2018; SCHMITZ
et al., 2005).

Sua acgao antioxidante foi avaliada através de testes padrdes usados para
esse fim. Em um teste de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) com
incubacédo a uma temperatura de 10 °C, obteve-se para uma solugédo de EGCG um
ICso0 (concentragéo necessaria para inibir 50% do radical livre) de 1,68 ug.mL™", sendo
que para o acido ascorbico esse valor corresponde a 14,2 ug.mL™', mostrando que a
EGCG tem uma maior agdo antioxidante ao ser comparada com ele (KAYAL et al.,
2019).

Comparou-se sua agao antioxidante também com a curcumina, usando-se
o teste de DPPH com uma incubagdo de 20 minutos em temperatura ambiente,
obtendo-se para a EGCG um ICso de 8,52 + 1,24 ug.mL""! e para a curcumina, 19,19 +
2,13 pg.mL'. Usando-se agora o ensaio de ABTS (2,2'-azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), obteve-se para a EGCG e curcumina, um ICso de 4,12
+0,89 ug.mL'e 15,03 + 2,67 ug.mL"", respectivamente, mostrando também seu poder
antioxidante superior (AVADHAN!I et al., 2017).

1.3.2. Agao anti-inflamatéria

A inflamagdo € um processo natural do nosso corpo no qual o sistema

imunoldgico reconhece e remove estimulos nocivos e estranhos. O processo é
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regulado por diversas células do nosso sistema imunolégico, as quais durante sua
atuacao liberam citocinas inflamatérias como Interleucina-1 beta (IL-18), IL-6, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), 6xido nitrico (NO) e prostaglandina E2 (PGEZ2), além de
espécies reativas de oxigénio (LU e YEN, 2015; PAHWA et al., 2023).

Estudos in vitro e in vivo mostraram que a EGCG possui uma acao anti-
inflamatdria devido sua participacao direta em processos de supressao da liberacao
de citocinas inflamatdrias como a ciclooxigenase 2 (COX-2), TNF-a, NO e PGE2 (LU
e YEN, 2015; SCHMITZ et al., 2005), além de atuar reduzindo as espécies reativas

de oxigénio, o que protege as células contra seus danos.

1.3.3. Acao antimicrobiana

A EGCG possui uma ampla agao antimicrobiana, incluindo fungos (Candida
albicans, Candida glabrata, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum),
bactérias (Staphylococcus aureus, Streptococci spp.) e virus (Orthomyxoviridae
(Influenza), Flaviviridae (hepatite C), Hepadnaviridae (hepatite B), Herpesviridae
(herpes simples) e adenovirus) (DAS et al., 2014).

No caso dos fungos, a EGCG causa instabilidade metabdlica, danos a
membrana celular, inibe a diidrofolato redutase (DHFR), uma enzima ligada ao
processo de replicacdo do DNA, além de causar um efeito sinérgico com outros
antifungicos que inibem a sintese de ergosterol, constituinte natural das membranas
miceliais dos fungos. Ha estudos também que mostram sua agéo prejudicando a
formacao de biofilmes da espécie Candida (DAS et al., 2014).

No caso das bactérias, a EGCG também causa danos a membrana celular
(leva a fragmentagdo da bicamada lipidica) e inibe a diidrofolato redutase (DHFR),
assim como nos fungos. Ela também inibe a DNA girase bacteriana, impedindo o
superenrolamento do DNA e inibe a penicilinase, uma enzima que inativa a penicilina
(DAS et al., 2014). Quando a EGCG néo consegue se ligar a membrana bacteriana,
como é o caso de bactérias gram-negativas, ela inibe crescimento bacteriano
causando estresse oxidativo pela produgcao de peroxido de hidrogénio (NIKKO et al.,
2018). A EGCG também interfere na formacgdo de biofiimes bacterianos, um
mecanismo de protecédo e resisténcia das mesmas (XU et al., 2021).

No caso de virus, ela atua inibindo a transcriptase reversa, processo

envolvido na replicagéo viral dentro da célula, além de evitar a ligagdo dos mesmos
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com a membrana celular, impedindo sua entrada e posterior replicagao (DAS et al.,
2014).

1.3.4. Acao imunomoduladora e anticarcinogénica

A acdo imunomoduladora da EGCG ocorre de maneira direta e indireta. De
forma direta, a EGCG atua inibindo a divisdo das células T, as quais estimulam a
proliferacdo de células B, ambas responsaveis pela expressdo de receptores de
reconhecimento de padrées (PRRs) como os receptores do tipo-Toll que atuam no
reconhecimento de patégenos. Além disso, a EGCG estimula multiplas vias de
sinalizagdo das PRRs, o que melhora a resposta imunologica. De forma indireta, a
EGCG atua através do seu efeito antioxidante e anti-inflamatorio, uma vez que um
ambiente com estresse oxidativo e inflamado leva a um prejuizo na imunidade do
individuo, além do seu efeito antimicrobiano, impedindo a ligagdo e entrada de
patégenos na célula, auxiliando o sistema imunologico (WANG et al., 2021).

A acédo da EGCG em neoplasias malignas ocorre tanto na prevengao do
surgimento de células tumorais como na redugao e tratamento do cancer. Sua agao
ocorre através de alguns mecanismos incluindo (1) inibicdo da migragéo e a invasao
de células tumorais, (2) indugao de apoptose das mesmas, um processo de protegcéo
contra o inicio do céancer, (3) inibigdo da sua angiogénese, (4) inibicdo da sua
proliferagdo e crescimento tumoral e (5) outros mecanismos que incluem
desintoxicacdo e acdo indireta da EGCG devido sua acado anti-inflamatéria e
antioxidante (BERNATONIENE e KOPUSTINSKIENE, 2018; ZHAO et al., 2022).

1.4. EGCG e suas aplicacoes tépicas

Devido suas propriedades terapéuticas apresentadas anteriormente, a
EGCG também vem sendo estudada em diversas aplicagbes dermatologicas e
cosmeéticas, sendo em seguida apresentado algumas delas.

1.4.1. Cancer de pele e danos UV

A EGCG apresenta um efeito fotoprotetor na pele, reduzindo a inflamagao

causada por uma exposi¢ao solar (SCHMITZ et al., 2005), além de proteger a pele
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contra tumores cutaneos induzidos por radiacdo UVB (FRASHERI et al., 2020),
através da indugédo da autofagia de células tumorais e controle da sua proliferacéo
(SAJADIMAJD et al., 2020).

Ha também um efeito protetor contra radiagcdo UVA. SHIN et al, 2014
realizou estudos in vitro para investigar esse efeito em fibroblastos da pele humana,
verificando-se que a EGCG alivia o dano induzido pela radiacdo UVA, aumentando a
viabilidade dos fibroblastos em 18,3% e a agdo da glutationa peroxidase (agéo
antioxidante) em 103,4%.

SALAHELDIN et al., 2022, preparou trés formulacbes compreendendo
nanoparticulas poliméricas e nanoemulsdes lipidicas de EGCG e verificou que sua
aplicagao na pele levou a uma reducado do estresse oxidativo induzido por UVB e,
consequentemente, dos danos causados ao DNA da pele.

1.4.2. Queimaduras

As queimaduras, principalmente as de maior extensdo e maior grau, s&o
lesdes cutaneas extremamente traumaticas, debilitantes e demorada cicatrizagao.

Uma aplicagédo em queimaduras foi relatada por FATEMI et al., 2014, que
avaliou o uso de um extrato alcoolico 2% de cha verde (onde a EGCG ¢é a catequina
mais abundante) em queimaduras de segundo grau provocadas em ratos, verificando-
se uma maior reducado na area queimada em 14 dias se comparada ao cuidado da
queimadura apenas com curativo simples.

Outra aplicagao foi relatada por LI et al., 2023 que dentre varios testes,
avaliou a cicatrizagdo de queimaduras de segundo grau provocadas em ratos com a
aplicacédo de hidrogel zwitteridbnico de carboxibetaina contendo EGCG e ions cobre
encapsulados, comparando-se com grupo controle, somente gel e somente EGCG e
ions cobre. Apos 14 dias, verificou-se que as feridas onde aplicou-se somente EGCG-
Cu e o hidrogel contendo EGCG-Cu apresentou redugéo da area da ferida em 94,6%
e 94,6%, respectivamente.

1.4.3. Queloides

PARK et al., 2008 avaliou os efeitos da EGCG no crescimento e migragéo

de fibroblastos queloides (KF) em modelos in vitro e verificou-se uma redugao. SYED
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et al.,, 2013 avaliou isso em modelos ex vivo, observando-se que a EGCG atua
reduzindo a acdo do PAI-1 (inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1) nos
fibroblastos, o que reduz a produgdo de colageno e assim, reduz a fibrogénese

excessiva.

1.4.4. Alopecia

Ha relatos de uso da EGCG no tratamento da alopecia androgénica, uma
vez que ela reduz a 5- a -redutase, que atua na fisiopatologia (HIIPAKKA et al., 2002).

KIM et al., 2011 avaliou os efeitos da aplicagdo de um topico contendo
EGCG na queda de pelos de camundongos apds a aplicacdo de inje¢cdes de
testosterona (atua nos foliculos capilares por apoptose acentuando a queda),
verificando-se que no grupo de ratos que receberam o tépico, a queda de cabelo
atingiu 10% apos 6 semanas, 0 que ocorreu com O grupo que nao recebeu a aplicagcéo
topica apos 5 semanas, mostrando que a EGCG reduziu a queda capilar, regulando
negativamente a apoptose causada pela testosterona. O estudo também avaliou o
crescimento capilar apos depilagdo da regido de queda, verificando-se que no grupo
de ratos que receberam o tépico contendo EGCG, houve crescimento apds o 11° dia
e no outro grupo (sem uso do tépico), o crescimento foi observado somente no 13°
dia, mostrando que a EGCG também estimula o crescimento do pelo.

Esse estimulo no crescimento do cabelo também foi verificado por KWON
et al., 2007 que avaliou a queda de cabelo ndo androgénica através de estudos in vitro

e in vivo.

1.4.5. Psoriase

A EGCG também vem sendo estudada para ser usada no tratamento da
psoriase, uma vez que a inflamacao esta diretamente relacionada a essa doenca
autoimune.

ZHANG et al., 2016 avaliou a acdo de EGCG em ratos que tiveram a
inducao de psoriase com Imiquimod (IMI), separando os mesmos em trés grupos. O
primeiro recebeu IMI por 6 dias, o segundo recebeu 3 dias IMI e nos outros trés EGCG
e o terceiro, recebeu 6 dias de IMI juntamente com EGCG. Observou-se que no

primeiro grupo houve desenvolvimento de eritema, escamas finas e valores de
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infiltracdo muito superiores aos dos grupos tratados com EGCG, sendo que o terceiro
grupo foi aquele que apresentou pouco eritema, escamas finas e nenhuma infiltragao,

mostrando a ag¢ao anti-inflamatéria da EGCG na pele.

1.4.6. Cicatrizagao de feridas

Ha também aplicagdes da EGCG na cicatrizag&o de feridas cuténeas (LI et
al., 2016). Segundo XU et al., 2021, a EGCG atua em trés das quatro fases de
cicatrizacdo da pele. Na hemostase, primeira etapa, a EGCG atua aumentando o
efeito de hemadsorg¢éao, auxiliando no fechamento da ferida. Na etapa de inflamacéao,
segunda etapa, ela atua através de suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e antimicrobianas, facilitando o processo. Na terceira etapa, proliferacao,
ela tem propriedades angiogénicas e antifibroticas, facilitando o aumento do tecido
sem a formacgao de cicatrizes. Por esse motivo, ha varios exemplos da incorporagéo
da EGCG em diversos materiais como hidrogéis, micro e nanoparticulas, micro e
nanofibras, filmes e microagulhas, todas com esse mesmo fim (XU et al., 2021,
ZAWANI e FAUZI, 2021)

HUANG et al., 2019 mostrou uma melhora em feridas de camundongos
diabéticos apods aplicagdo tépica de EGCG, mostrando que ela auxilia até na
cicatrizacao de feridas dificeis. PRAKOESWA et al., 2021 mostrou que a aplicacao de
uma pomada de EGCG a 1% acelerou o fechamento de ulceras plantares crénicas na
hanseniase ao se comparar com um produto comumente utilizado para essa

finalidade que continha antibiético.

1.4.7. Aplicacdes cosméticas

Em aplicagdes cosméticas, KIM et al., 2018 verificou que a EGCG aumenta
a expresséao de genes relacionados ao fator de hidratagado natural da pele, mostrando
que ela pode ser incorporada como ingrediente cosmeético a fim de melhorar a
atividade hidratante, o que incorporaria também a formulagdo seus efeitos
antioxidantes, o que geraria 6timos resultados na prevengao do fotoenvelhecimento.
CERBIN-KOCZOROWSKA et al., 2021 revisou alguns estudos que avaliaram o poder
de permeacdo da EGCG na pele, concluindo que a EGCG teria um excelente potencial

de hidratacéo.
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1.5. EGCG e seus desafios

Apesar de todos os beneficios e possibilidades de utilizacdes da EGCG na
pele, ainda ndo ha uma ampla aplicagdo em formulagdes semissolidas dermatoldgicas
e cosméticas (FRASHERI et al., 2020). Isso porque ha algumas dificuldades e
desafios no seu uso em formulacdes semissolidas para aplicagdes topicas.

A EGCG possui uma alta sensibilidade a luz e reatividade, sofrendo
facilmente oxidagdo, hidrolise, epimerizagao e polimerizagdo (SCALIA et al., 2013;
KAYAL et al., 2019), além de ser extremamente sensivel a altas temperaturas e pH
(FRASHERI et al., 2020).

KAYAL et al.,, 2019 avaliou a estabilidade da EGCG em uma solugao
aquosa e observou uma degradacéo de 16,4% apds 24h de exposicao a luz do dia.
SCALIA et al., 2014 avaliou a fotodegradagdo de géis e cremes contendo 1% de
EGCG ap6s 1h de exposicao, observando-se uma degradacao de 48-72% da EGCG
nos cremes e 9-41% nos géis, mostrando sua fotosensibilidade.

Segundo CHEN et al., 2001, em bebidas de cha verde com pH acima de
4.5, o teor das catequinas tende a cair pela metade apdés 3 meses em temperatura
ambiente. LAMBERT et al., 2006 avaliou a estabilidade da EGCG em géis
transdérmicos em diferentes temperaturas (4, 25 e 37 °C), observando uma maior
estabilidade da molécula na menor temperatura e um tempo de meia-vida de 20,2 h e
47,1 h para 37 e 25 °C, respectivamente.

Outra dificuldade é seu alto tamanho molecular e sua alta solubilidade em
agua, o que dificulta sua penetragcdo na pele, dependendo do objetivo terapéutico
desejado. DAL’BELO, 2008 estudou a permeacédo de EGCG e Ginkgo biloba em
formulagdes cosméticas na pele humana em um periodo de 24 h e verificou que a
EGCG penetra na pele se concentrando majoritariamente no estrato corneo (21,45%
da dose aplicada), mas também chega a epiderme viavel (13,48% da dose aplicada)
e derme (9,19% da dose aplicada). ALVES, 2013 avaliou a permeacdo de EGCG
presente em emulsdes por um periodo de 12 h, verificando-se que nesse caso a
EGCG foi encontrada somente no estrato corneo. SCALIA et al., 2014 avaliou a
permeacgao de um gel e um creme contendo EGCG em pele humana. Observou-se
que 36,1 e 35,5% das doses aplicadas permearam o estrato corneo das preparacoes
de emulsdo e gel, respectivamente, sendo a diferenga estatisticamente n&o

significativa. O gel produziu uma concentragdo de EGCG significativamente maior (p
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< 0,05) na porgao superficial da pele em comparagdo com o creme, sendo que esse

ultimo produziu um aumento nos niveis de EGCG nas camadas mais internas.

1.6. Caracterizagoes de Formulagoes Semissolidas

No processo de desenvolvimento, obtengao de registro e no controle de
qualidade de formulagdes semissolidas s&o necessarios testes fisico-quimicos a fim
de caracteriza-las.

Em 2019, a fim de orientar e promover uma padronizacao na caracterizacao
e avaliagdo da qualidade e desempenho in vitro de formulagdes semissolidas, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) publicou o Guia n°® 20/2019, o qual
foi revisto em 2021, que descreve os testes fisico-quimicos a serem realizados nos
produtos para obtencéo do registro de medicamentos topicos e transdérmicos junto
ao orgao (BRASIL, 2021). No caso de formulagbes cosméticas, a Anvisa também
disponibiliza um Guia de Controle de Qualidade com orientagdes sobre ensaios fisicos
e quimicos (BRASIL, 2008).

Em ambos os guias sédo descritos testes fisico-quimicos que incluem
aspecto (cor e odor), pH, densidade e teor do principio ativo, sendo que no Guia n°
20/2019 também sao descritos estudos de liberacao e estabilidade das formulacdes
(BRASIL, 2008; BRASIL, 2021).

1.6.1. Validagao Analitica

Para avaliacdo do teor do principio ativo sdo usadas técnicas analiticas
capazes de identificar e quantificar o mesmo, como a Espectroscopia UV/visivel,
Cromatografia Liquida e Eletroforese Capilar. Para isso € necessario a validagao do
método analitico utilizado, processo de avaliagdo através de ensaios experimentais
que visam gerar evidéncias que o mesmo € adequado ao objetivo pretendido de uso
(BRASIL, 2017), garantindo assim sua confiabilidade e promovendo a geracéo de
dados fidedignos sobre as amostras analisadas, e consequentemente, interpretagdes
adequadas sobre elas (RAO, 2018; RIBANI et al., 2004).

A Anvisa apresenta orientacbes para validacdo de métodos analiticos
através da Resolugdo RDC n° 166 de 2017, apresentando informacgdes sobre as

figuras de méritos (parametros) que devem ser consideradas na validagao de acordo
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com o objetivo. No presente trabalho fez-se uso dessa resolugdo com objetivo de
avaliar o teor de EGCG em formulag¢des semissolidas, logo, torna-se necessario a
avaliacdo da Linearidade, Intervalo, Seletividade, Precisdo e Exatiddo (BRASIL,
2017).

Linearidade

A Linearidade corresponde a relacdo diretamente proporcional e linear
entre a concentracdo do analito e a resposta obtida no método (FERREIRA et al.,
2008). Ela é avaliada através da construgdo de uma curva analitica, devendo ser
demostrada em toda a faixa de trabalho escolhida (BRASIL, 2017).

Os residuos da curva analitica devem ser avaliados quanto a sua
normalidade, independéncia e variagao, além da presenga de pontos anémalos, uma
vez que isso permite a deteccdo de possiveis problemas no ajuste da curva
(FERREIRA et al., 2008). Para isso pode-se usar de ferramentas graficas e testes
estatisticos adequados.

Intervalo

O Intervalo corresponde a faixa de trabalho ou faixa de concentragéo a ser
avaliada, sendo que a mesma depende do objetivo da validagdo. No caso de teor é
necessario que ela seja de 80%-120% da concentracdo do analito (BRASIL, 2017).
No presente trabalho avaliou-se o teor das formulag¢des logo apds o preparo e apés

teste de Estabilidade Acelerada, logo, usou-se uma faixa de 10%-120%.

Seletividade

A Seletividade corresponde a capacidade do mesmo em identificar e
quantificar de forma inequivoca o analito de interesse mesmo na presencga de outros
componentes como impurezas, diluentes e componentes da amostra (BRASIL, 2017).

A mesma pode ser observada através da:

o Analise dos solventes empregados;
) Analise do placebo;

o Analise de padrbes de impurezas do analito;
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o Analise de amostras apos o estudo de estabilidade (stress test);

. Avaliagao da pureza de pico.

No caso da cromatografia, como resultado, os componentes ndo podem
apresentar sinal no mesmo tempo de retengc&o que aquele utilizado para quantificar o

analito.

Precisao

A Precisao avalia a proximidade dos resultados obtidos em uma série de

medidas de uma mesma amostra. Pode ser avaliada em trés niveis:

. Repetibilidade: avalia as medidas em um curto periodo com o0 mesmo analista e
mesma instrumentacao;

o Precisédo intermediaria: avalia os resultados obtidos em dias diferentes, com
analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes;

o Reprodutibilidade: avalia os resultados obtidos por diferentes laboratérios,

usando a mesma metodologia.

Em ambos os niveis a precisdo é expressa pelo coeficiente de variagao
(CV) das replicatas obtidas, dado pela Equacgéo (1):

desvio padriao

CV (%) = RSD (%) = . 100 (1)

Para isso, pode-se realizar nove determinagdes ao longo do intervalo do
meétodo, sendo trés delas em concentracdes baixas, trés em concentragdes meédias e
trés em concentracdes altas, todas em triplicata, ou seis determinagdes usando-se o
ponto central (100%) da curva. Nas duas situagdes, as amostras devem ser

preparadas de maneira independente (BRASIL, 2017).



44

Exatidao

A Exatidao avalia a diferenca entre o valor obtido para o analito através do
método analitico escolhido e o valor de referéncia (tomado como verdadeiro). Ela pode

ser avaliada através da:

o Analise de um padréao (substancia com pureza conhecida);
o Comparacédo dos resultados com outro método ja estabelecido para aquele
analito;

o Ensaios de adicao e recuperacao do analito no placebo.

Para isso deve-se realizar nove determinagcbes em diferentes niveis ao
longo do intervalo do método, contemplando uma concentragao baixa, média e alta
em ftriplicata, sendo que as amostras também devem ser preparadas de maneira
independente (BRASIL, 2017). No caso de recuperagao a mesma pode ser calculada
através da Equagéao (2):

concentracido obtida pela curva

% Recuperacdo = x 100 (2)

concentragio tedrica

Robustez

A robustez corresponde a capacidade do método de resistir a pequenas
variagdes nos parametros analiticos, os quais incluem variacdo no pH, composigao e
fluxo da fase movel, diferentes colunas e temperatura. No caso de métodos
qualitativos, deve-se verificar se essas variagdes impactam a resposta analitica e no
caso de métodos quantitativos, deve se avaliar os impactos da mesma forma que se
avalia a exatidao (BRASIL, 2017).

1.6.2. Liberacao in vitro

Os estudos de liberacao in vitro do principio ativo a partir de formulacoes

semissolidas € uma maneira de estimar a liberacdo e prever a absorcao cutanea do

mesmo, podendo ser usado para comparar formulagdes, estabelecer uniformidade e
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como controle de qualidade (ALVES, 2013; RAGHAVAN et al., 2019). Nesse caso
usou-se os estudos de liberagdo in vitro para comparar as diferentes formulagdes
quanto a liberacdo de EGCG para o meio.

Para esses estudos sdo utilizados equipamentos de célula de difusao,
sendo que o mais utilizado séo as células de difusédo do tipo Franz, desenvolvido em
1975 por Thomas Franz. Nelas ha um compartimento doador (onde se adiciona a
formulacdo a ser estudada) e outro receptor (onde ha uma solugdo receptora),
separados por uma membrana que simula a pele. O sistema é todo mantido a uma
temperatura similar a da pele, podendo ser obtidas aliquotas do meio receptor para
avaliagao de parametros pertinentes (RAGHAVAN et al., 2019). Um esquema de uma
célula de difusdo do tipo Franz esta descrito na Figura 7. No presente trabalho fez-se
uso da liberacéo in vitro para avaliar a liberacdo de EGCG nas diferentes formulagdes

semissolidas.

Compartimento
doador —p

Membrana =——§ Brago coletor

:

Compartimento
e receptor

4= Barra Magnética

Figura 7: Esquema de uma célula de difusédo do tipo Franz (Adaptado de DAL’BELO,
2008).

1.6.3. Estabilidade

A estabilidade é definida como tempo pelo qual um principio ativo ou
formulagdo mantem as mesmas condi¢des e caracteristicas que possuia no momento
da fabricagdo durante sua estocagem e uso ou nado varia mais que 10% de sua
poténcia inicial, desde que os produtos de alteragcdo sejam seguros e tenham efeitos
conhecidos (DIAS, 2014). Assim, os estudos de estabilidade sdo necessarios para



46

assegurar a qualidade e, consequentemente, a seguranca e eficacia das formulagdes
(FACCI et al., 2020).

A Anvisa apresenta na Resolugdo RDC n°® 318 de 2019 os critérios para a
realizagcdo de estudos de estabilidade de principio ativos e medicamentos, exceto
bioldgicos, descrevendo os diferentes estudos de estabilidade que podem ser
realizados. No caso de um estudo de Estabilidade Acelerada s&o utilizadas condi¢cdes
forcadas de armazenamento a fim de acelerar a degradagao do principio ativo e/ou
formulacao e, assim, avaliar o impacto de exposi¢cdes a condicdes de armazenamento
fora do estabelecido (BRASIL, 2019). Nesse estudo escolheu-se fazer uso do teste de
Estabilidade Acelerada a fim de avaliar a estabilidade da EGCG nas diferentes

formulagdes semissolidas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver diferentes formulagdes semissoélidas contendo EGCG e
caracteriza-las de acordo com suas propriedades fisico-quimicas, liberagao in vitro e
principalmente estabilidade visando aplicagcdo tdpica com acéo cicatrizante e

antioxidante.

2.2. Objetivos Especificos

e Preparar diferentes formulacdes semissélidas contendo EGCG a fim de
obter preparacdes tecnicamente viaveis sob o ponto de vista de
qualidade e estabilidade para produgao em escala;

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas gerais e especificas das
formulagdes semissolidas como densidade, pH, aspecto e teor de
EGCG, sendo que para esse ultimo, utilizando um método validado de
acordo com a RDC 166/2017 da Anvisa;

e Observar o comportamento da EGCG nas diferentes formulacdes
semissolidas, avaliando para isso a morfologia, o perfil de liberagao in
vitro e estabilidade de acordo com a RDC 318/2019 da Anvisa.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Equipamentos

Para o preparo das formulacdes semissélidas usou-se Dispersador Ultra
Turrax (IKA, T25) e chapa de aquecimento (Fisatom, 503).

As analises de CLAE foram realizadas em cromatdgrafo Waters 2996, com
injetor automatico modelo 717 plus, detector DAD modelo 996 com varredura de 200
a400 nm e o programa Empower 3 PRO para aquisicdo de dados. Utilizou-se a coluna
cromatografica Phenomenex Luna, C18 (150 mm X 4,6 mm), particulas de 5 ym.

Na extracdo da EGCG das formulagdes semissélidas para a quantificagao
por meio da analise cromatografica usou-se balanga analitica (Ohaus, PA214CP),
agitador vértex (Phoenix, AP-56), banho de ultrassom (Eco-Sonics, Q3.0/40) e
centrifuga (Fanem, 206). Para o preparo da curva analitica usou-se balanga
microanalitica (Marte, AUW220D).

Para a afericdo do pH usou-se pHmetro digital de bancada (Kasvi, K39-
2014B). Para densidade usou-se banho termostatico (Logen, LS4BD2-220) e balanca
analitica (Ohaus, PA214CP).

Para avaliacdo do perfil de liberacao in vitro, usou-se Sistema de Células
de difusdo do tipo Franz (PermeGear, V6-CA) com banho ultratermostatico acoplado
(Quimis, Q214M2).

Para avaliagdo da morfologia, usou-se Microscépio Otico (Leica, DMLM) e
para avaliagdo da estabilidade, usou-se Cémara Climatica (Ethik, 420-CLDTS).

3.2. Reagentes

Para preparo das formulagdes semissélidas usou-se EGCG 290%, Florien
Fitoativos, Lote: 20F16-B019-063714, gelificantes Lecigel® (Biotec Dermocosmeticos)
e Aristoflex® AVC (Pharmaspecial), emulsionantes Olivem 1000® (Biovital) e Emulium
Delta® (Brasquim), umectante Glicerina (Biovital), Oleo de Rosa Mosqueta (Biovital),
conservante Optiphen® (Jovii Cosmeceutica), antioxidante Acetato de tocoferol liquido
(Infinity Farma) e sequestrante de metais EDTA dissédio (Fagron). A base para

pomada foi adquirida manipulada pela farmacia MagisPharma.
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Para analise cromatografica, incluindo fase maével, diluicdes e solugédo de
extracdo usou-se Metanol (Merck, Lichrosolv®), Acido Acético Glacial (Synth®),
Hexano (Mallinckrodt®) e agua ultrapurificada (Merck Millipore, Direct-Q®3 UV).

Para construgcdo da curva analitica foi utilizado o Padrao farmacéutico
secundario de EGCG, Supelco®, Lote: LRAC4432 com pureza de 92,4% conforme
Certificado presente no Anexo |.

Para avaliagdo do perfil de liberagéo in vitro usou-se membranas Millipore®
tipo HVLP com tamanho de poro de 0,45 um e os sais cloreto de sodio (NaCl) (Vetec),
cloreto de calcio (CaClz) (Synth), Sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO4.7H20)
(Synth) e Dihidrogenofosfato de potassio (KH2POa4) (Synth) para preparo de suor
artificial, usado como meio receptor.

Para avaliagcdo da morfologia da EGCG 290%, usou-se 6leo mineral

(Biolog) para dispersédo da EGCG.

3.3. Preparo das formulagoées

Com o intuito de obter formulacbes semissoélidas com diferentes
propriedades e assim, diferentes aplicagcbes, escolheu-se preparar géis, cremes e
pomada, totalizando 5 formula¢des com 1% (m/m) de EGCG 290%, sendo 2 géis, 2
cremes e 1 pomada. As formulagbes de géis e cremes foram preparadas no
ICosmetologia Educacional, Instituto especializado no mercado Cosmético,
Nutracéutico e Farmacéutico situado em Campinas-SP, sendo que os componentes e

suas proporgdes em cada formulagéo estao descritos na Tabela 1.

3.4. Caracterizagao das formulagoes

As caracterizagdes de propriedades gerais foram feitas de acordo com o
Guia n° 20/2019 da ANVISA, que descreve os testes fisico-quimicos a serem
realizados nos produtos para obtengdo do registro de medicamentos topicos e
transdérmicos junto ao 6rgao (BRASIL, 2021). Avaliou-se o aspecto (cor e odor),
densidade e pH das formulagdes logo apds o preparo (tempo zero) e apos os periodos

estabelecidos para o teste de estabilidade.
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Tabela 1: Descrigao e proporgao (%) dos componentes das formulagdes semissolidas

Matéria Prima Gel 01 Gel02 Creme01 Creme 02 Pomada

Agua purificada 92,05 92,05 81,05 81,05 -
EDTA dissddico 0,10 0,10 0,10 0,10 -
Lecigel® 1,50 - - - -
Glicerina 5,00 5,00 5,00 5,00 -
Optiphen® 0,85 0,85 0,85 0,85 -
Acetato de tocoferol 1,00 1,00 1,00 1,00 -

EGCG 290% 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Aristoflex AVC® - 1,00 1,00 1,00 -
Olivem 1000® - - 5,00 - -
Oleo de Rosa Mosqueta - - 5,00 5,00 -
Emulium Delta® - - - 5,00 -

Petrolato - - - - 69,3

Lanolina - - - - 29,7

(-): Nao presente

Para aspecto (cor e odor), fez-se uso de comparagdes entre eles para
verificar se houve modificagdes ao longo do teste de estabilidade. Para densidade
usou-se picnbmetros de vidro de 5 mL, previamente calibrados a 25 °C para
determinagao de seu volume (V). Assim, adicionou-se a formulagdo no mesmo com
auxilio de uma seringa, até que ele transbordasse pela tampa. Apds limpeza registrou-
se a massa (m) e calculou-se a densidade (g.mL"") através da Equagao (3). Realizou-
se o procedimento em triplicata.

d = (Mpicnometro cheio— Mpicnometro vazio) (3)

Vpicn()metro

Para pH das formulagdes aquosas, realizou-se a leitura com imersdo do
eletrodo diretamente nas mesmas, sendo realizado em triplicata. Para a formulagao
em pomada, por considerar a presenga apenas de fase oleosa, insoluvel em agua,

nao foi possivel medir o pH.
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3.5. Verificagao do teor de EGCG e validagao do método CLAE

3.5.1. Método de extracao da EGCG das formulagoes

Para extragdo da EGCG, pesou-se de 1,1 g a 1,3 g das formulagdes em
tubo conico de 15 mL. Para a pomada, adicionou-se previamente 2 mL de hexano
para solubilizagéo da fase oleosa. Adicionou-se 10 mL de fase extratora (1% de Acido
Acético:Metanol 30:70), levou-se ao vortex por 5 minutos, sonicou-se por 10 minutos
e centrifugou-se por 5 minutos a 3190 rpm (796 rcf). Coletou-se 1 mL e diluiu-se em
baldo volumétrico de 10 mL com fase modvel. Filtrou-se as solugcbes obtidas em

membrana de 0,45 um PVDF e colocou-se no vial.

3.5.2. Método cromatografico

Como método cromatografico usou-se fase moével de 1% de Acido
Acético:Metanol (75:25), volume de injegdo de 20 pL, vazao de 0,80 mL.min"", detector
DAD fixado em 280 um, varredura de 200 nm a 400 nm e temperatura do forno da
coluna de 30 °C.

O método cromatografico foi avaliado quanto a linearidade, seletividade,
exatidao, preciséo (repetibilidade) e robustez conforme os critérios estabelecidos pela
ANVISA na RDC 166/2017 (BRASIL, 2017). Para avaliacdo estatistica usou-se os
Softwares Microsoft Excel®, Past e o Design Expert® para construgéo das superficies

usadas para avaliar robustez.

° Linearidade e Intervalo

A linearidade foi avaliada no intervalo de 0,01 - 0,12 mg.mL"" (10 - 120%)
em 9 pontos. Para isso, em triplicata, pesou-se a quantidade necessaria do Padréo,
diluiu-se em baldo volumétrico de 10 mL com fase médvel para obtencédo de solugéo
estoque e com micropipetas dilui-se a mesma a fim de obter as concentragdes
desejadas. A partir da curva analitica, avaliou-se a normalidade, independéncia e

variagcao dos residuos e a presenca de pontos anémalos.
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° Seletividade

A seletividade do método foi avaliada realizando-se o processo de extragao
com os brancos de cada uma das formulag¢des semissolidas (sem a EGCG 290%) a
fim de avaliar se havia algum outro componente que tinha mesmo tempo de retengao
da EGCG.

° Precisao

A precisdo do método foi avaliada por meio da repetibilidade, no qual
realizou-se seis determinagdes da concentragédo central (0,10 mg.mL™" - 100%) da
curva analitica usando-se para isso a formulagdo Creme 02. Os seis preparos foram
feitos de maneira independente e de acordo com a extragcao descrita anteriormente.

Para avaliagao deste parametro foi calculado o CV, conforme Equacgao (1).

° Exatidao

Para avaliar a exatidao do método, realizou-se trés determinacdes em trés
niveis diferentes da curva (0,01 mg.mL", 0,10 mg.mL" e 0,12 mg.mL"). Para isso,
preparou-se uma solugdo com Padrdao de EGCG com concentragdo de 100 mg.mL""’
e uma solugdo do branco da formulagdo Creme 02 (pesou-se em torno de 12 g do
branco e diluiu-se com 50 mL de solugédo extratora). Em tubos cénicos de 15 mL,
colocou-se 5 mL da solugéo do branco e adicionou-se volumes do Padrao a fim de se
obter as concentragdes de cada nivel. Completou-se com fase extratora até completar
10 mL. Realizou-se a extragao conforme descrito anteriormente. Para avaliagao desse
parametro, foram calculadas a Recuperacao da EGCG (%) em cada nivel, conforme

Equacgao (2).

. Robustez

Para avaliacdo da Robustez, fez-se inicialmente um planejamento fatorial
de face centrada com a = 1, sendo escolhido como fatores 0 % de Acido Acético 1%
na fase mével, a vazdo da fase movel e a temperatura do forno da coluna em dois

niveis como pode ser visto na Tabela 2.
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Tabela 2: Parametros modificados para avaliacdo da robustez

Variagao 1 Método Variagao 2

Parametro
(-1, -a) padrao (+1, +a)
Acido Acético 1% (%) 73 75 77
Vazéo da Fase Moével (mL.min") 0,7 0,8 0,9
Temperatura da Coluna (°C) 28 30 32

Obteve-se quatro coletas do ponto central, correspondente ao método
padrdo. Foi avaliado como resposta o tempo de retencédo e a area do pico para o
Padrdo de 0,10 mg.mL™" (100%) e a formulagdo Creme 02. Para avaliagdo desse
parametro, calculou-se os efeitos e interagdes e verificou-se sua significancia a 95%
de confianca.

Posteriormente avaliou-se as mesmas variagdes do planejamento fatorial

na relagéo do sinal amostra/Padrao avaliando-se a Recuperagao (%).

3.6. Avaliagao morfolégica

Para avaliar a morfologia das formulagbes semissolidas, utilizou-se o
microscopio otico do Laboratoério de Caracterizagdo de Biomassa, Recursos Analiticos
e de Calibragdo (LRAC), laboratério multiusuario atuante na prestacéo de servigos
analiticos da Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp.

Para isso, espalhou-se uma fina camada da formulagdo em lamina de vidro
e cobriu-se com laminula. Para avaliagdao das EGCG 290%, fez-se uma dispersao
prévia em 6leo mineral, pingando-se algumas gotas em lamina e se cobrindo com
laminula. Levou-se ao microscopio 6tico, obtendo-se imagens com ampliagédo de

200x, em luz transmitida, com e sem polarizagao da luz.

3.7. Liberagao in vitro

As avaliacbes de liberacdo in vitro foram realizadas no Laboratério de
Farmacotécnica e Cuidado em Saude (LaFateCS) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Unicamp.

Para avaliar o perfil de liberagao, usou-se a uma solugéo de EGCG 290%

com concentragao de 1% (m/m) preparada no dia do ensaio, as formulagdes Gel 02,
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Creme 02 e Pomada, todas referentes ao tempo zero. Usou-se como meio receptor
suor humano artificial, o qual foi preparado conforme detalhado na Tabela 3. As
membranas foram cortadas em um didametro de 1 cm e deixadas imersas no meio por
30 minutos para saturagdao. Montou-se o sistema, preenchendo a camara receptora
com 5 mL de meio receptor, colocando-se a membrana e espalhando-se de forma
homogénea no compartimento doador 1,0 g da formulagado a ser avaliada e 1 mL da
solucdo EGCG 290%. Todo o sistema foi mantido a 32 °C.

Tabela 3: Composi¢ao suor humano artificial (ALVES, 2013).

Componente Concentragao (mM)
NaCl 49,96
CaCl2 0,15
MgSOs4 1,00
KH2PO4 7,50

Foram retiradas aliquotas de 0,3 mL com 0,5; 1; 2; 4; 6 e 24 horas, sendo
reposto o mesmo volume com a mesma temperatura. As aliquotas foram avaliadas
por CLAE usando-se o0 mesmo método descrito anteriormente. Realizou-se em

triplicata.

3.8. Estabilidade das formulagoes

Para avaliar a estabilidade das formulagdes (BRASIL, 2019a), separou-se
em bisnagas de aluminio em torno de 50 g de cada uma delas, e mantiveram-se em
camara climatica a 40 °C e 75% de umidade (pertencente ao Laboratério de
Farmacotécnica e Cuidado em Saude (LaFateCS)), realizando caracterizagées com 1

més (avaliou-se somente o aspecto e teor de EGCG), 3 e 6 meses.
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4. RESULTADOS

4.1. Preparo e caracterizagao das formulagoes

Os géis, cremes e pomada obtidos podem ser observados no Apéndice A,
Figura 31(a). Os resultados obtidos para a densidade e pH de cada uma das
formulagdes no tempo zero estdo descritos nas Tabela 10 e Tabela 11,
respectivamente. Na Tabela 13 e na Tabela 14, no Apéndice B, estao descritos os

desvios padrdes e coeficientes de variacdo obtidos para cada um deles.

4.2. Validagao do método CLAE para verificagao do teor de EGCG

4.2.1. Linearidade

A curva analitica do tipo y = a + bx obtida através do Padrao esta descrita
na Figura 8, sendo r = 0,9995 e r? = 0,9991. Com 95% de confianga, verificou-se que

a e b sao significativos, sendo eles:

e a:-30.880,33 + 28.690,63
e b:30.949.151,60 + 340.332,56

A Resolugcdo RDC n° 166 de 2017 da Anvisa preconiza que os residuos
sejam avaliados quanto a sua Normalidade, Independéncia, Variagdo e a Presenga
de pontos andmalos. Dessa forma, a fim de verificar a normalidade dos residuos,
avaliou-se os mesmos graficamente (Figura 9) e através da aplicagdo do Teste de
Shapiro-Wilk, obtendo-se p > 0,05.

A fim de verificar a independéncia dos residuos, plotou-se os mesmos em

ordem cronoldgica de execugao das inje¢des, cujo grafico esta descrito na Figura 10.
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Figura 8: Curva Analitica para a EGCG.

Residuos

80000

60000

40000

20000

-20000

-40000

-60000

-80000

R -0,9991 :
L]
°
&
0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120
Concentragdo (mg.mL")
[ ]

-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5

Quantis da Normal

Figura 9: Grafico para avaliagao da Normalidade dos residuos.
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A fim de verificar a variagdo dos residuos, avaliou-se graficamente

plotando-se os residuos obtidos em cada concentragéo da curva, obtendo-se o grafico

presente na Figura 11 e através do Teste Breusch-Pagan, no qual obteve-se p > 0,05.
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Figura 11: Grafico para avaliagao da variagcéo dos residuos.
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Para avaliagdo de pontos anbmalos, usou-se agora os residuos

padronizados, cujo grafico obtido esta descrito na Figura 12.
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Figura 12: Grafico para avaliagao dos residuos padronizados.

4.2.2. Seletividade

A fim de avaliar a seletividade, obteve-se o cromatograma do Padrdo com
0,10 mg.mL-' (100%) o qual pode ser visualizado na Figura 13 e os cromatogramas
dos brancos (placebos) de cada formulagao, obtidos em triplicata, os quais podem ser

visualizados na Figura 14 a Figura 16.
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Figura 13: Cromatograma do Padrdo de EGCG com 0,10 mg.mL-".
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formulagdo Pomada.
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Para avaliar a pureza do pico correspondente a EGCG na formulagao Gel

01 e compara-la com a obtida para o Padréo, obteve-se o angulo e limiar de pureza

através do software do equipamento, cujo resultado esta descrito na Tabela 4.

Tabela 4: Pureza de pico obtida para o Padrao e Gel 01 calculada pelo software.

Item

Angulo de pureza

Limiar de pureza

Padrao 0,10 mg.mL""
Gel 01

0,119
0,141

0,252
0,258

Quando o angulo de pureza > que o limiar de pureza, uma impureza detectavel

esta presente dentro do pico.
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4.2.3. Precisao

Os resultados obtidos para avaliar a precisao (repetibilidade) encontram-se
descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Valores obtidos para a precisao (repetibilidade), n = 6.

B % (m/m)
Formulacao o DP (%) CV (%)
Médio (%)
Creme 02 0,860 0,013 1,559

4.2.4. Exatidao

Os resultados obtidos para avaliar a exatiddo encontram-se descritos na
Tabela 6.

Tabela 6: Valores obtidos para a exatidao (n = 3).

Concentragao Concentragcao média Média CV (%)
esperada (mg.mL')  encontrada (mg.mL') % Recuperagao
0,0103 0,0101 99,912 5,049
0,1001 0,1007 100,679 4,078
0,1214 0,1208 99,573 3,708

4.2.5. Robustez

Processando-se os dados obtidos com o planejamento fatorial, obteve-se
um modelo quadratico como melhor ajuste para o tempo de retengéo, sendo que na
Figura 17 e Figura 18 s&o apresentadas as curvas/superficie de resposta obtidas
para o Padrao e Creme 02, respectivamente.

Para a area obteve-se um modelo linear como melhor ajuste, tanto para o
Padrao como para o Creme 02, sendo que na Figura 19 e Figura 20 sao

apresentadas as curvas obtidas para o Padrao e Creme 02, respectivamente.
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Factor Coding: Actual
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Figura 19: Fatores avaliados na robustez para area no Padrdo 0,10 mg.mL"".
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Creme 02.

Avaliando-se agora o % de Recuperagdo em relagcdo ao sinal
amostra/Padrao temos os dados descritos na Tabela 7.
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Tabela 7: Valores de recuperagao para o tempo de retencdo e area obtidas para

avaliar robustez.

Recuperacgao (%) Recuperagao (%)
Parametro Valores .
Tempo de retengao Area
% do Acido 73 99,40 98,72
Acético 1% (%) 77 99,95 98,96
‘Vazio dafase 07 9997 100,12
mével (mL.min-") 0,9 100,97 101,39
‘Temperaturada ~ 28 99,32 100,88
coluna (°C) 32 99,82 100,82
"""""" Método padrao 9938 101,00

4.3. Avaliagao do teor de EGCG nas formulagoes
Usando a curva analitica obtida, realizou-se a quantificacdo das
formulagdes (tempo zero) e da EGCG 290% usada nas formulagdes. Os resultados

estio descritos na Tabela 8.

Tabela 8: Valores de teor (% m/m) para as formulagées e EGCG =290% no tempo zero.

Formulagao/ % (m/m) % (m/m) Médio Recuperagao
DP (%) CV (%)

Amostra Esperado Obtido (%) (%)
Gel 01 0,882 0,713 80,84 0,018 2,557
Gel 02 0,900 0,880 97,77 0,016 1,783
Creme 01 0,833 0,836 100,36 0,008 0,922
Creme 02 0,922 0,879 95,33 0,020 2,315
Pomada 0,900 0,855 95,00 0,034 4,035
EGCG 290% 90,0 90,372 100,41 0,361 0,400

4.4. Morfologia das formulagoes

As micrografias obtidas para a EGCG 290% dispersa em 6leo mineral, os
brancos e cada formulagdo no tempo zero e apds 6 meses da Estabilidade Acelerada

estao descritos no Apéndice C.
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4.5. Liberacao in vitro

As curvas de perfil de liberacdo in vitro para a solugado de EGCG 290% e
do Gel 02 estao descritas na Figura 21 e as obtidas para o Creme 02 e Pomada est&o
descritas na Figura 22. Em ambas, os valores descritos correspondem aos valores
médios obtidos para o % de massa liberada.

Para avaliar se a membrana escolhida era inerte e a EGCG nao se ligava
a ela, monitorou-se a recuperacdo da mesma através da solugdo de EGCG =290%,
conforme pode ser visto na Figura 23. Além disso, monitorou-se a solugéo de suor
humano artificial apds dissolugao de EGCG por 8 dias para avaliar estabilidade, cuja
comparagao pode ser vista na Figura 24.

Os resultados obtidos para liberacédo in vitro foram entdo tratados para
avaliagao da cinética de liberacdo, usando-se o método de regresséao linear. Para
construgdo das curvas de Ordem zero plotou-se a massa cumulativa de EGCG
liberada versus o tempo, para as curvas de Primeira ordem plotou-se o logaritmo
cumulativo do % de EGCG restante versus o tempo e para Higuchi, plotou-se o0 %
cumulativo de liberagao de EGCG versus raiz quadrada do tempo, assim como
descrito por PAARAKH et al., 2018. Os dados obtidos sdo mostrados na Tabela 9,

sendo que para a pomada nao foi possivel avaliar devido a baixa liberacao.
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Figura 21: Perfil de liberagao in vitro obtido para solugdo de EGCG 290% e Gel 02,
com barra de erros correspondente ao DP.
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Figura 24: Suor humano artificial com EGCG dissolvida no tempo inicial (esquerda) e

apos 8 dias (direita).

Tabela 9: Avaliacido da cinética de liberacdo da EGCG

Formulagcao Modelo Equacao r
Ordem zero y = 0,650x + 3,522 0,8067
Solugao _ _
Higuchi y =45,627x + 10,552 0,9349
EGCG 290%

Primeira Ordem y =0,017x + 2,271 0,3911
"""""""""""""""""""" Ordemzero ~ y=0,329x+0,910 09286
Gel 02 Higuchi y = 22,656x + 13,371 0,9898

Primeira Ordem y =0,019x + 2,321 0,4109

""""""""""""""""""" Ordemzero  y=0,020x+0,049 09330
Creme 02 Higuchi y =1,368x — 0,877 0,9906
Primeira Ordem y =0,022x + 2,339 0,4533

4.6. Estabilidade das formulagoes

Realizou-se o protocolo de Estabilidade Acelerada de acordo com a RDC

318/2019, avaliando-se os parametros: aspecto (cor e odor), densidade, pH e teor de

EGCG apés 3 e 6 meses (mesmas caracteristicas avaliadas no tempo zero das

formulagbes). Realizou-se também a verificagdo de aspecto e teor apds 1 més.
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A cor de cada formulagao apds 1 més pode ser visualizada na Figura 25,
e apo6s 3 e 6 meses pode ser visualizada no Apéndice A, Figura 31(b) e (c),

respectivamente.

Figura 25: Amostras das formulagdes apds 1 més do teste de Estabilidade Acelerada,

sendo, da esquerda para a direita, Gel 01, Gel 02, Creme 01, Creme 02 e Pomada.

Para densidade e pH, os valores obtidos para 3 e 6 meses estdo descritos
na Tabela 10 e Tabela 11, respectivamente, onde compara-se com os dados obtidos
para o tempo zero. No Apéndice B, Tabela 13 e Tabela 14, estdo os dados de desvio
padrdao e coeficiente de variacdo obtidos para as medidas de densidade e pH,

respectivamente.

Tabela 10: Densidade média das formulagdes a 25 °C com 0, 3 e 6 meses (n = 3).

Formulagao Tempo zero 3 meses 6 meses
Gel 01 1,0056 1,0142* 1,0179*
Gel 02 1,0079 1,0122* 1,0133*

Creme 01 0,9860 0,9914** 0,9938*
Creme 02 0,9909 1,0004** 1,0004*
Pomada 0,8566 0,8518** 0,8518**

(*) Com 95% de confianga, estatisticamente diferente do tempo zero;

(**) Com 95% de confianga, estatisticamente equivalente ao tempo zero.
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Tabela 11: Valores de pH médios obtidos com 0, 3 e 6 meses (n = 3).

Formulacao Tempo zero 3 meses 6 meses
Gel 01 5,42 5,45** 5,34**
Gel 02 4,65 4,49* 4,21*

Creme 01 5,01 4,33* 4,28*
Creme 02 4,63 4,56** 4,50**

(*) Com 95% de confianga, estatisticamente diferente do tempo zero;

(**) Com 95% de confianga, estatisticamente equivalente ao tempo zero.

A fim de visualizar melhor as variacbes observadas na densidade e pH,
plotou-se os resultados obtidos, sendo que as curvas resultantes podem ser

visualizadas na Figura 26 e Figura 27, respectivamente.
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Figura 26: Densidade das formulagdes ao longo do tempo do teste de Estabilidade
Acelerada (40 °C e 75% de umidade), com barra de erros correspondente ao DP.
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Figura 27: pH das formulag¢des ao longo do tempo do teste de Estabilidade Acelerada

(40 °C e 75% de umidade), com barra de erros correspondente ao DP.

O teor de EGCG obtidos para 1, 3 e 6 meses estao descritos na Tabela 12,
onde compara-se com os dados obtidos para o tempo zero. No Apéndice B, Tabela
15, estao descritos os dados de desvio padréo e coeficiente de variagao obtidos para
os teores em cada tempo. Também para avaliar melhor o teor, plotou-se 0 % m/m de
EGCG ao longo do tempo, o qual pode ser visto na Figura 28, sendo que todos os

pontos correspondem a medi¢cdes em triplicata.

Tabela 12: Valores de teor (% m/m) para as formulagées com 0, 1, 3 e 6 meses (n =
3).

Teor (% m/m)

Formulagao

Tempo zero 1 més 3 meses 6 meses
Gel 01 0,713 0,433 0,357 0,290
Gel 02 0,880 0,683 0,607 0,512
Creme 01 0,836 0,628 0,531 0,483
Creme 02 0,879 0,749 0,709 0,672

Pomada 0,855 0,861 0,853 0,834
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Figura 28: Teor de EGCG ao longo do tempo do teste de Estabilidade Acelerada
(n=3), com barra de erros correspondente ao DP.

Os cromatogramas de cada formulagao no tempo zero e apds 6 meses do
teste de Estabilidade Acelerada estédo disponiveis no Apéndice D, Figura 64 a Figura
73.
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5. DISCUSSAO

5.1. Preparo das formulagoées

Foram produzidas diferentes formulagdes com o propédsito de se estudar o
comportamento dessas apresentacdes acrescidas de EGCG, a fim de se selecionar
as preparagdes mais viaveis sob o ponto de vista de aplicagao pratica.

Em todas as formulagdes escolheu-se usar 1% de EGCG, uma
concentracao tipica usada em formulacdes topicas e também com menor risco de
causar sensibilidade, uma vez que, conforme relatado por ISBRUCKER et al., 2006,
aplicagdes topicas de EGCG com concentragdes de 5 e 10% levaram a sensibilidade
dérmica apds 16 e 13 dias de aplicacao, respectivamente, mostrando que ha um efeito
de dose-resposta. Os mesmos autores avaliaram a toxicidade e irritagdo dérmica que
poderia ser causada pela aplicagdo de EGCG e verificaram que o LDso dérmico agudo
para ratos de ambos os sexos era superior a 1860 mg de EGCG/kg, mostrando
também que a concentragao escolhida apresenta baixo risco de toxicidade e irritagcao
da pele.

Nos Géis, os agentes gelificantes escolhidos, os quais sao responsaveis
pela estrutura e aspecto do produto, foram no Gel 01 o Lecigel®, um copolimero
desenvolvido com fosfolipidios da soja, portanto, de origem semissintética, que possui
estabilidade na faixa de pH de 4 a 8 e resulta em um gel com maior fluidez (BIOTEC,
2019) e no Gel 02, o Aristoflex AVC®, um copolimero sintético bastante usado para
essa finalidade, que possui boa estabilidade na faixa de pH de 4 a 9
(PHARMASPECIAL, 2018).

O uso de pH mais acidos (2 a 5,5) é extremamente importante, uma vez
que a EGCG possui instabilidade em pH maiores que 5,5 e altas temperaturas, quando
dispersa em meio aquoso (KRUPKOVA et al., 2016), ocorrendo epimerizagado da
mesma para GCG (XU et al., 2019). Por esse mesmo motivo, optou-se por n&o usar
o Carbopol, um dos agentes gelificantes mais comumente utilizados, uma vez que ele
precisa ser neutralizado para sua ativagao.

Como a EGCG também pode sofrer reacdes de hidrdlise e polimerizagao,
estratégias como uso de veiculos a base de glicerina em um meio mais acido
mostraram uma melhora na estabilidade da mesma (PRONIUK et al., 2002; SCALIA

et al., 2013). Por esse motivo e para ser incorporado com a fungao de umectante,
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usou-se glicerina em todas as formulagdes de géis e cremes. A inclusao de glicerina,
principalmente nos géis, também tem como objetivo melhorar seu efeito hidratante e
oclusivo, o qual neles é menor em comparagéo aos cremes e pomadas (BARNES et
al., 2021).

Como agente antioxidante nos géis e cremes, escolheu-se usar o acetato
de tocoferol, um derivado da Vitamina E obtido por esterificacdo, que mostra maior
estabilidade devido a retirada do grupo hidroxila (KUSUMAWATI e INDRAYANTO,
2013). A estrutura do mesmo em comparagao com a Vitamina E pode ser visualizada

na Figura 29.

(b)
Figura 29: Estrutura quimica da (a) Vitamina E e do (b) Acetato de tocoferol (SILVA
et al., 2019).

A Vitamina E é usada ha mais de 50 anos em formulag¢des devido a suas
funcbes antioxidantes, fotoprotetoras e anti-inflamatodrias. Ela € comumente utilizada
em cremes antienvelhecimento, no tratamento de queimaduras, cicatrizes e feridas
(SILVA et al., 2019; KEEN e HASSAN, 2016). Assim, além da vantagem de ser de
origem natural, evitando-se usar antioxidantes sintéticos como o hidroxianisol butilado
(BHA) e o hidroxitolueno butilado (BHT), que possuem incertezas quanto a sua
seguranga e por isso, limite de concentragcdo em formulagbes cosméticas de no
maximo 0,5% como trazido por PANICO et al.,, 2019, a Vitamina E enriquece as

formulacbes em seu efeito terapéutico, uma vez que concentragdes entre 0,1 a 1% da
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mesma em formulacbes tépicas se mostram eficazes como antioxidante na pele
(NADA et al., 2012).

Como conservante nos géis e cremes, escolheu-se usar o Optiphen®, um
conservante liquido, que consiste na jungcdo do fenoxietanol e caprililglicol. O
fenoxietanol € um conservante comumente utilizado por sua baixa toxicidade, sendo
eficaz contra bactérias e fungos (SHARMA et al., 2023). O caprililglicol € normalmente
utilizado como emoliente, mas quando usado em conjunto com outro conservante,
como nesse caso, potencializa a agado antimicrobiana, sendo interessante no caso de
microrganismos mais resistentes como fungos e bactérias gram-negativas (SCHMITT
et al., 2022). O Optiphen® ¢ livre de parabenos e formaldeido, conservantes sintéticos
comumente usados, mas que ja possuem proibicdes de uso em alguns paises devido
sua possivel toxicidade, atuagdo como desregulador enddcrino e efeito mutagénico
(BILAL et al., 2020).

Como agente quelante nos géis e cremes, usou-se o EDTA dissédico, um
composto comumente usado para essa fungao.

No Creme 01, o agente emulsionante escolhido foi o Olivem 1000®, um
produto natural, composto por olivato de cetearila e olivato de sorbitano, derivados do
azeite de oliva. Ele cria uma emulsao de cristal liquido, que imita o arranjo dos lipidios
do estrato corneo, o que torna suas emulsdes biocompativeis. Olivem 1000® também
possui caracteristicas umectantes e emolientes, protegendo a pele da perda
excessiva de umidade e ajudando a suaviza-la, além de proporcionar uma otima
espalhabilidade (WROBLEWSKA e WINNICKA, 2022).

No Creme 02, o agente emulsionante escolhido foi Emulium Delta®, uma
mistura de ingredientes vegetais e sintéticos: o alcool cetilico, estearato de glicerila,
estearato de PEG-75, Ceteth-20® e Steareth 20®. Os Ultimos trés componentes sdo
0s que possuem a funcao de emulsionar a formulagéo. O alcool cetilico tem funcéo
emoliente, sendo normalmente usado com a fungcdo de aumentar a viscosidade e
estabilizar formulagdes, e o estearato de glicerila € um coemulsionante que também
possui propriedades emolientes (SHARMA et al., 2023). Por esse motivo, o Emulium
Delta® é um ingrediente bastante utilizado em formulagdes dificeis de estabilizar.

Em ambos os cremes escolheu-se utilizar o Oleo de Rosa Mosqueta como
meio oleoso devido suas propriedades emolientes e terapéuticas, uma vez que ele
possui uma protecao relativamente alta contra a inflamacéo e o estresse oxidativo,

sendo bastante eficaz na regeneracao da pele (LIN et al., 2018). Segundo COELHO
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et al., 2022, ela é rica em acido linoleico, responsavel pela regulagdo da producao de
colagenase, que induz a granulagao, e em acido linolénico que protege a pele contra
agentes quimicos e enzimaticos e age na manutencéo da permeabilidade epidérmica,
sendo ambos os processos estimuladores da cicatrizagéo.

Nos cremes também se utilizou o Aristoflex® AVC como espessante para
dar mais consisténcia aos mesmos.

A formulagdo da pomada escolhida esta de acordo com a base sugerida
pela Farmacopeia Americana (USP) contendo lanolina e vaselina, conhecida também
como petrolato, em uma proporcéao 30/70. Como ndo € um meio aquoso, nao foram
incluidos conservantes.

A lanolina é um subproduto da produgdo de |4, tendo uma funcgao
semelhante ao sebo presente na pele. Atua como hidratante, emoliente e também
possui efeito antimicrobiano (SCANES, 2018). Ha relatos de uso de lanolina na
maturacgao de feridas em animais, incluindo um ensaio clinico que mostrou o aumento
na taxa de epitelizacdo e espessura dérmica de leitdes (THEORET e STASHAK,
2014).

A vaselina ou petrolato € um produto sintético obtida pela combinagao
complexa de componentes liquidos (6leo mineral) e sélidos (cera de parafina e cera
microcristalina). E insipida e quase inodora. Atua como ocludente e hidratante (diminui
a perda transepidérmica de agua (TEWL) em 50% a 99%), sendo amplamente
utilizado em produtos usados na pele, uma vez que tem baixo potencial alergénico e
irritante (KAMRANI et al., 2024).

5.2. Caracterizagcao das propriedades gerais

Os géis, cremes e pomada mostraram aparéncias e odor caracteristicos.
Observa-se pela Figura 31(a), Apéndice A, que os géis e cremes mostravam uma
coloracao rosada, caracteristica da EGCG 290%, que consiste em um po6 rosado, € a
pomada mostrava uma coloracdo amarelada.

Em relagédo a densidade obtida (Tabela 10), conforme esperado, os géis,
que possuem uma composi¢cdo em torno de 90% de agua, possuem densidades
préximas a ela (0,997 g.mL" a 25 °C). Os cremes mostraram uma densidade inferior
aos geéis, também como esperado, uma vez que eles ja possuem a presenga de

substéncias oleosas, as quais possuem densidades inferiores a da agua. Da mesma
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forma, a pomada possui a menor densidade em relacdo aos outros, uma vez que ela
€ composta somente de substancias oleosas, apresentando uma densidade proxima
ao petrolato (0,900 g.mL" a 20 °C). A densidade, portanto, € um parametro
caracteristico da formulagao, podendo ser usada no controle de qualidade do produto
para monitorar sua integridade e estabilidade (MELO et al., 2018).

Quanto aos pHs obtidos (Tabela 11), observa-se pHs entre 4,6 € 5,4, o que
esta dentro da faixa de pH natural da pele, que é em torno de 4,0 a 6,0. Esse € um
aspecto muito importante, uma vez que aplicar produtos topicos que contenham um
pH muito diferente do pH da pele (principalmente alcalino), altera seu pH natural, o
que pode causar varios efeitos indesejados.

SPADA et al., 2022 relata a avaliacdo do impacto do pH na pele através de
imagens de tomografia de coeréncia optica do estrato corneo apos sua exposicéo a
produtos com pH acido, neutro e basico, mostrando que ocorre um inchago de suas
proteinas significativamente maior naqueles com pH superior a 8,0. Esse inchaco por
consequéncia leva a uma desestabilizagdo das bicamadas lipidicas, dispersdo da
microbiota ativa e promogdo de microrganismos oportunistas e patogénicas, o que
pode levar a uma perturbagao e uma ruptura minima na barreira natural da pele. Além
disso, assim como a densidade, o pH € um parametro importante para avaliar a
estabilidade do produto, principalmente no caso da EGCG que é sensivel a pH

maiores que 5,5 quando dispersa em meio aquoso (KRUPKOVA et al., 2016).

5.3. Validagcao do método CLAE para verificagao do teor de EGCG

Avaliando-se a Linearidade, a curva obtida (Figura 8) se mostrou linear em
toda a regido de concentragao escolhida. Ao aplicar a ANOVA a Regressao, pode-se
rejeitar a Hipotese Nula através do teste F e assim, considerar a regressao
significativa, ou seja, a variagao observada no conjunto de dados nao é apenas devido
a erro aleatério e sim devido a variacdo da concentragao.

Na avaliagao dos residuos, verificou-se que eles seguem uma distribuigdo
normal, tanto graficamente (Figura 9) como através do Teste de Shapiro-Wilk (p >
0,05), sdo independentes, ou seja, ha uma aleatoriedade dos mesmos entre si em
torno do zero ao longo das injegcdes, sdo Homocedasticos, tanto graficamente (Figura
11) como através do Teste de Breusch-Pagan (p > 0,05) e estdo dentro de 99% da

distribuicdo normal, ndo havendo pontos anémalos.
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Na Seletividade, observa-se pela Figura 13 que o tempo de retengédo do
Padrao de EGCG é em torno de 8,4 min. Comparando-se com o0s cromatogramas
obtidos para os brancos (placebos) de cada formulagéo, observa-se que com excegéo
do branco do Gel 01, ndo ha pico préximo ao tempo de reten¢ao do Padrao, mostrando
gue nenhum dos componentes das formulagdes possuem tempo de retengao igual a
EGCG e, portanto, ndo eluem junto com ela.

No caso do branco do Gel 01 (Figura 14), observa-se um pico em torno de
9,0 minutos, eluindo muito préximo a EGCG. Avaliando-se a area desse pico, obtém-
se um valor inferior a 1% da area obtida para o ponto central (100%), ndo interferindo,
portanto, na quantificagdo da EGCG. Avaliando-se a resolugao dos dois picos, através
do cromatograma da formulagdo Gel 01, obtém-se um valor em torno de 1,00,
mostrando, que apesar de préximos, é possivel separa-los, sendo que ao avaliar-se a
pureza do pico correspondente a EGCG no cromatograma do Padrao e do obtido para
a formulagéao Gel 01 (Tabela 4), observa-se que o pico identificado e quantificado para
EGCG néo contém interferentes.

Assim, pode-se concluir que nenhum dos componentes das formulagoes
eluem junto com a EGCG, mostrando que o método é especifico para a EGCG nas
condicdes ensaiadas em todas as formulagdes avaliadas.

Em relagdo a precisdao do método (Tabela 5), observa-se que o CV obtido
foi baixo (<2,0%), mostrando uma boa concordancia entre os resultados obtidos, logo,
0 método pode ser considerado preciso.

Quanto a exatiddo do método (Tabela 6), observa-se que a recuperagéo
obtida esta entre 99-100% em todos os niveis testados, dentro do esperado para essa
faixa de concentragao (95-105%), mostrando que o método é exato dentro do intervalo
linear avaliado.

Quanto a Robustez, avaliando-se os dados obtidos no planejamento
fatorial, obteve-se que em relagdo ao tempo de retencéo, tanto no Padrdo como no
Creme 02, 0 % de Acido Acético 1% na fase mével e a vazdo da mesma se mostraram
parametros significativos, ou seja, alteragdes nos mesmos, alteram o tempo de
retencao observado (também obteve-se significancia na interagéao entre eles).

Avaliando-se as curvas/superficie obtidas (Figura 17 e Figura 18), ao
aumentarmos o % de Acido Acético de 73% para 77% observa-se um aumento no
tempo de retencdo. Isso ocorre devido a diminuigdo da for¢a cromatografica

ocasionada pela diminuigdo do metanol, aumentando o fator de retencéo, ou seja, o
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analito interage mais com a fase estacionaria. Ao aumentarmos a vazao da fase mével
de 0,7 para 0,9 mL/min, observa-se a mesma reducao no tempo de retencao, uma vez
que com maior fluxo de fase mével ha mais interagdes da fase mével com o mesmo,
eluindo o mesmo mais rapidamente. Para a temperatura da coluna, ndo ha efeito
significativo.

Em relagdo a area, a vazao da fase moével foi o uUnico parametro
significativo, tanto para o Padrdo como para o Creme 02. Avaliando-se as curvas
obtidas (Figura 19 e Figura 20), ao aumentarmos a vaz&o da fase moével de 0,7 para
0,9 mL.min"", observa-se uma redugcdo na area, o que pode impactar no teor
quantificado. Para o % de Acido Acético na fase mdvel e temperatura da coluna, ndo
ha efeito significativo.

Agora avaliando a robustez pelo % de Recuperagdo em relagdo ao sinal
amostra/Padrao (Tabela 7), observa-se que a recuperagido ficou entre 98,72 e
101,39%, mostrando que apesar de ocorrerem mudangas no tempo de retencéo e
area com as variagoes testadas, elas ocorrem na mesma proporgao para padrao e

amostra. Assim, o método pode ser considerado robusto.

5.4. Avaliacao do teor de EGCG nas formulagoes

Observa-se pelos resultados obtidos (Tabela 8), que com excec¢ao da
formulacdo Gel 01, todas as formulagbes mostraram uma recuperagao igual ou
superior a 95%, mostrando que a EGCG foi devidamente incorporada nas mesmas.
No Gel 01, como o valor obtido de EGCG ficou inferior ao esperado, suspeita-se que
a EGCG ja tenha sofrido alguma reagdo de degradagdo, responsavel por essa
reducao no teor observada.

5.5. Morfologia das formulagoes

A microestrutura de uma formulagédo semissdlida engloba a caracterizagao
de algumas de suas caracteristicas, como pH, reologia, o estado fisico do principio
ativo (solubilizado versus solido disperso), além do tamanho das suas particulas,
quando solido, ou das goticulas, no caso de emulsdes (YEOH et al., 2022).

A microscopia 6tica € uma técnica classica que pode trazer diversas

informagdes como morfologia € homogeneidade da amostra, além de que com o uso
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de polarizadores, €& possivel investigar amostras opticamente anisotropicas
(birrefringentes), como materiais cristalinos ou liquido-cristalinos (BUNJES e
KUNTSCHE, 2016).

Além disso, pode ser usada na caracterizagao e no controle de qualidade
das formulagdes, uma vez que permite monitorar modificagbes na morfologia como
cristalizagao do principio ativo, quando ele esta solubilizado e alteragao do tamanho
das particulas ou goticulas no caso do principio ativo disperso ou uma emulséo,
respectivamente, ao longo do tempo (WU et al., 2019).

Assim, com o intuito de caracterizar a morfologia das formulagbes e
também avaliar o estado fisico da EGCG, obteve-se imagens em Microscopia Otica
da EGCG 290%, dos brancos e de cada formulag&o. Observa-se na Figura 32 e na
Figura 33 (Apéndice C) que a EGCG =290% ¢é birrefringente, ou seja, desvia luz, se
destacando quando se faz uso de luz polarizada. Dessa forma, pode-se usar essa
caracteristica para verificar o seu estado fisico em cada uma das formulagbes. Para
iss0, repetiu-se 0 mesmo processo para os brancos de cada uma das formulagdes e
para as formulacdes.

Como a EGCG ¢ soluvel em agua, espera-se que ela esteja soluvel nas
formulacdes de gel e creme e dispersa na pomada. Observa-se na Figura 34 a Figura
63 que todos os brancos, exceto o da pomada, ndo mostram birrefringéncia. Quando
observa-se as formulagdes de gel e creme sem o uso da luz polarizada, nao identifica-
se particulas como as observadas na Figura 32, onde a EGCG 290% estava dispersa
no 6leo mineral. Ao observa-las com luz polarizada nao se identifica birrefringéncia,
corroborando com a expectativa inicial de que a EGCG 290% esteja soluvel. Ao fazer
isso com a pomada, observa-se particulas com mesma morfologia da EGCG sem uso
de luz polarizada e com luz polarizada, observa-se a birrefringéncia, corroborando
com a expectativa de que a EGCG 290% esta dispersa na pomada. Esse resultado
também corrobora com a cor observada nas formulagdes, que era rosada nos géis e
cremes e amarelada na pomada, caracteristica de seu branco (placebo).

Avaliou-se novamente a morfologia das formulagdes apds os 6 meses do
estudo de Estabilidade Acelerada com o intuito de monitorar possiveis modificagdes,
ou seja, se a EGCG havia precipitado nos géis e cremes ou mudado de
formal/caracteristica na pomada. Observa-se que a morfologia dos géis, cremes e
pomada ndo sofreu alteragdes, sendo que para os géis e cremes continua nao se

observando a birrefringéncia ao usar a luz polarizada, mostrando que a EGCG
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continua soluvel e na pomada, observa-se particulas com tamanho e morfologia

similares a observadas no tempo zero.

5.6. Liberagao in vitro

Nas curvas de liberagao obtidas (Figura 21 e Figura 22), observa-se que
a liberagdo é maior para a solugdo de EGCG =290% (63,80%), seguida do Gel 02
(46,79%) e do Creme 02 (2,86%). Para a Pomada a liberagéo foi muito baixa (0,05%),
se comparada com as demais.

A liberagcdo de um principio ativo é dependente de diversos fatores, como
viscosidade, componentes e forma farmacéutica. Geralmente, pomadas irdo
apresentar uma taxa de liberagdo menor do principio ativo se comparada a outras
formas farmacéuticas, devido sua baixa quantidade de agua e alta viscosidade. Em
cremes isso ira depender da taxa de particao do principio ativo entre a fase oleosa e
aquosa e no gel, a liberagdo do principio ativo da matriz polimérica (RAGHAVAN et
al., 2019).

Isso foi observado por PRONIUK, 2000 em géis anidros contendo EGCG,
onde o resultado de liberagéo in vitro foi influenciado pela viscosidade da formulagéo,
sendo que quanto maior a viscosidade, mais lenta a liberagdo. ZILLICH et al., 2013
também relatou diminuigao na liberagao observada com o aumento de 6leo usado em
emulsdes contendo polifendis. Ambos os relatos corroboram com o que foi observado
nos resultados obtidos: o gel por ter uma estrutura mais fluida (menor viscosidade)
liberou mais EGCG, seguida da emulséo e por fim, a pomada. Além disso, tem-se
também uma maior interagao entre o gel e o meio receptor, o qual diminui com o creme
e a pomada, o que provavelmente também impactou na liberacao, principalmente da
pomada.

Outro fator que poderia afetar na liberacéo € o tipo de membrana escolhida
para realizagdo dos testes, sendo importante que ela seja inerte a formulagao e ao
meio receptor, ndo se ligue ao principio ativo, o que acabaria limitando sua taxa de
liberagao, e seja facilmente disponivel (RAGHAVAN et al., 2019). Para avaliar se a
membrana escolhida era inerte e a EGCG nao se ligava a ela, monitorou-se a
recuperacao da mesma através da solucdo de EGCG =290%, observando-se uma
recuperacéo de 100% da mesma apos 72 horas de ensaio (Figura 23), mostrando

que a membrana nao era um fator limitante.
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O meio receptor foi escolhido baseando-se no trabalho de ALVES, 2003
que testou diferentes meios e o suor humano artificial se mostrou um dos mais
soluveis para EGCG, e através do monitoramento da solugcdo apos dissolugao da
EGCG em 8 dias, ndo se observou escurecimento da mesma (Figura 24), mostrando
que a EGCG é estavel no meio.

Através dos resultados obtidos para as regressodes lineares na avaliagao
da cinética de liberacdo (Tabela 9), observa-se pelos r? obtidos que tanto as
formulagbes como a solugdo de EGCG 290% seguem uma cinética de pseudo
primeira ordem (Higuchi), mostrando que seu processo de liberagédo € dependente da
raiz quadrada do tempo. Isso estd de acordo com o reportado por ALVES, 2003 e
DAL'BELO, 2008, que também avaliaram formulagbes semissolidas contendo EGCG
ou extrato de cha verde.

Além disso, esses resultados norteiam possiveis usos praticos de cada
uma das formulag¢des. A pomada como teve pouca liberagdo ao ser aplicada na pele
deve liberar pouco EGCG permitindo pouca penetracao na pele, devendo ficar mais
concentrada na superficie do estrato cérneo. Assim, aplicagdes que precisem de efeito
oclusivo e agao da EGCG na superficie da pele sdo mais adequadas. Ja o gel e creme
possuem uma maior liberagdo de EGCG, o que permite que ela possa penetrar no
estrato cérneo, sendo que o creme deve promover uma maior penetragdo em
comparagao ao gel, devido sua caracteristica mais lipofilica, conforme observado por
SCALIA et al., 2014. Assim, aplicacdes que dependam de uma maior penetragao sao

mais adequadas para o gel e principalmente, creme.

5.7. Estabilidade das formulagoes

Apds o protocolo de Estabilidade Acelerada, os géis, cremes e pomada
mantiveram o odor inicial tanto apds 1, 3 e 6 meses, nao se observando modificagbes
na textura, no caso dos géis e pomada, e separagao de fase, no caso dos cremes.

Em relagdo a cor, observa-se que 0s géis e a pomada mostraram
coloragbes mais escurecidas apos 1 més (Figura 25) se comparadas a cor inicial
(Figura 31(a), Apéndice A), o que indica possivel oxidagao. Os cremes ndo mostram
alteracdo nesse periodo. Apés 3 e 6 meses (Figura 31(b) e (c), Apéndice A) o

escurecimento observado nos géis e pomada foi se intensificando, sendo que os
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cremes também passaram a mostrar leve escurecimento, se comparados ao tempo
zero.

Em relagcdo a densidade (Tabela 10), comparando-se estatisticamente a
densidade de 3 meses com o tempo zero, usando teste t, observa-se que as
densidades do Gel 01 e Gel 02 sofreram modificagbes, havendo um ligeiro aumento.
Ja para as formulacdes restantes, as médias sao estatisticamente equivalentes com
95% de confianga. Comparando-se a densidade de 6 meses com o valor inicial,
observa-se que estatisticamente, as densidades do Creme 01 e Creme 02 sofreram
modificagdes, havendo novamente um ligeiro aumento. Ja para a Pomada, as médias
séo estatisticamente equivalentes com 95% de confianga, tanto com 3 como com 6
meses. Esse aumento na densidade pode indicar modificagdes nas formulacées como
perda de componentes por volatilizagdo, por exemplo (MELO et al., 2018), ou até
formacao de compostos mais densos devido a reagdes presentes no meio.

Quanto ao pH (Tabela 11), com 95% de confianga, verificou-se diferenca
nos valores obtidos, tanto entre o tempo zero e 3 meses, como entre o tempo zero e
6 meses para o Gel 02 e Creme 01. Em ambos se observou uma redugao no pH. Em
relacao ao Gel 01 e Creme 02, as médias sao estatisticamente equivalentes com 95%
de confianga. Essa redugcao de pH indica aumento de substancias acidas no meio,
provavelmente devido a reagcbes que ocorreram. Mesmo com essa redugao, os
valores observados de pH ainda estdo dentro da faixa de pH natural da pele.

Apesar da densidade e pH com 3 e 6 meses terem se mostrado
estatisticamente diferentes com 95% de confianga (exceto pH do Gel 01 e Creme 02
e densidade da Pomada) ao avaliar-se graficamente os resultados (Figura 26 e
Figura 27), verifica-se que a modificagao foi muito pequena.

BHATTACHARYA e SHERJE, 2020 também avaliaram o pH de
formulagcbes de emulgéis contendo EGCG e resveratrol com objetivo de serem
fotoprotetoras e antioxidantes com 0 e 6 meses (apds submeter as formulagdes a uma
temperatura de 40 °C e 75% de umidade) e observaram pouca variagdo nos valores,
sendo que o pH obtido para o tempo zero ficou entre 5,64 e 5,87 e o pH apds 6 meses
ficou entre 5,61 e 5,82.

Em relacédo ao teor (Tabela 12), observa-se que somente a Pomada se
manteve com teor de EGCG estavel ao longo do tempo, seguida de menor redugao
no Creme 02 (24% apods 6 meses) e no Gel 02 (42% apods 6 meses). O Creme 01 teve

uma reducgao de 48% e o Gel 01 uma redugdo da EGCG de 59% ao longo dos 6
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meses. Isso mostra que o Gel 01 é uma das formulagdes mais sensiveis, o que
corrobora com o resultado de teor obtido no tempo zero, que foi menor que o
esperado, confirmando que possivelmente ja havia ocorrido uma degradagao da
EGCG. Ao comparar o valor final do Gel 01 com o valor esperado inicialmente,
observa-se que a reducgdo total foi de 67% apds os 6 meses. Dessa forma, as
formulacbes de géis e cremes podem ser consideradas nao estaveis nas condigoes
ensaiadas, uma vez que o percentual de perda da EGCG foi superior a 10%.

Segundo KRUPKOVA et al.,, 2016, a estabilidade a longo prazo de
catequinas avaliadas em bebidas com pH entre 4 e 5 por 6 meses, mostrou que apés
1 més, 30-78% das mesmas ja haviam sido perdidas. Isso mostra o quanto a EGCG
€ sensivel a processos de degradagao e como é importante o uso de antioxidantes
em formulagdes que a contenha. Comparando-se o que foi relatado por KRUPKOVA
et al., 2016 com os resultados obtidos de teor, vemos que o antioxidante adicionado
promoveu a redugao da perda da EGCG, pois os valores para 1 més obtidos foram de
15-39%.

Conforme descrito anteriormente, o pH do meio € importante para a
estabilizacdo da EGCG, sendo que além do pH, a temperatura é outro fator importante
na sua estabilidade. Segundo FRASHERI et al., 2020, quando temos uma interagao
entre pH e temperatura, observa-se que em temperaturas de 4 a 25 °C, com o
aumento do pH, ha uma degradacdo notavel de EGCG, mas com o aumento da
temperatura, o pH passa a ndo ser mais relevante, sendo a temperatura a principal
causa de sua degradacao, e os resultados corroboram com isso. Apesar das
formulagbes com pH iniciais maiores mostrarem maior perda de EGCG (Gel 01 e
Creme 01), provavelmente a perda observada de EGCG nas formulagdes foi bastante
influenciada pela temperatura.

SECRETAN et al., 2021 realizou um teste de Estabilidade Acelerada com
formulagbes aquosas contendo EGCG e observou que elas eram mais estaveis em
temperatura de 2 a 8 °C, se mostrando mais suscetiveis a perda no teor em
temperaturas maiores. No caso de 40 °C e 75 % de umidade relativa, observou-se
uma maior perda em comparagao com as outras temperaturas, o que corrobora com
o obtido nos resultados para as formulagdes de géis e cremes.

O modo como a EGCG esta em cada formulagao (soluvel ou dispersa)
também deve ter impactado em sua estabilidade. Como na pomada ela estava

dispersa, estava menos disponivel para sofrer reagcdes de degradacéo. Ll et al., 2013
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avaliou a estabilidade da EGCG em solugao e na forma de p6 amorfo, verificando que
a degradagao dela ocorre em menor grau no po.

HU et al., 2015 avaliou a estabilidade acelerada de um sistema de emulséo
dupla sodlido contendo EGCG a 30 °C e 65% de umidade por 0, 3 e 6 meses
observando uma boa estabilidade e pouca reducao do teor de EGCG, o que corrobora
com o obtido para a pomada, formulacido semissolida onde a EGCG estava no estado
solido.

Encontrou-se bastante dificuldade em comparar-se os dados obtidos para
a Estabilidade Acelerada com dados da literatura, uma vez que ha uma escassez de
informagdes para testes de estabilidade realizados por um periodo tédo longo de
tempo. A maioria dos testes realizados utilizam alguns dias ou um més de
acompanhamento, seguindo outros protocolos de estabilidade, os quais n&o avaliam
o teor de principio ativo, somente parametros gerais como aspecto e pH.

A instabilidade da EGCG ocorre por sua facilidade de se auto-oxidar, formar
epimeros, dimeros e polimeros desses dimeros. A auto-oxidagcdo envolve perda de
atomos de hidrogénio, formacao de radicais semiquinona e peroxido de hidrogénio
(UNGARALA et al., 2023; KRUPKOVA et al., 2016). Quando isso ocorre, a coloragao
do meio tende a mudar para marrom o que indica a presenga de estruturas com maior
peso molecular, via polimerizagao de dimeros de EGCG (KRUPKOVA et al., 2016).

Na presenca de antioxidantes, a auto-oxidagao € reduzida, havendo entéo
a epimerizacdo de EGCG em seu frans-epimero GCG. Seus epimeros ndo possuem
efeito toxico e até apresentam atividade biolégica similar ao seu isébmero cis
(KRUPKOVA et al., 2016). A epimerizagao ocorre preferencialmente em pH < 5,5,
altas concentragbes de EGCG e temperaturas acima de 44-50 °C (KRUPKOVA et al.,
2016; FRASHERI et al., 2020).

O esquema presente na Figura 30 mostra os possiveis produtos da
oxidagao e epimerizagao da EGCG.

Assim, frente ao que esta descrito na literatura e ao que foi observado na
avaliagao das formulagdes, provavelmente a queda no teor de EGCG ocorreu devido
a uma mistura de eventos de auto-oxidacao, epimerizagao e formagao de polimeros
dos seus dimeros, o que pode ter promovido as mudangas de cor, redug¢ao do pH de
algumas formulagbes e aumento de densidade observados. Estudos futuros podem
incluir a investigac&o das substéncias formadas devido a esses eventos usando-se de

Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas, por exemplo.
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Figura 30: Produtos gerados pela oxidagéo e epimerizacdo da EGCG (Adaptado de

ALVES, 2013 e KRUPKOVA et al., 2016).

A partir de tudo o que foi avaliado, verifica-se que realmente a estabilidade

das formulag¢des contendo EGCG € um ponto critico, principalmente quando ela esta

dissolvida no meio, como foi o caso dos géis e cremes. Apesar disso pode-se verificar

que o uso do acetato de tocoferol se mostrou efetivo, uma vez que foi observado uma

menor redu¢ao em seu teor ao comparar-se com os dados da literatura para solugdes

de cha verde, conforme ja discutido anteriormente. Estudos futuros podem incluir uma

maior concentragao desse antioxidante, uma vez que apesar de mais estavel que a

Vitamina E, pode ter sua atividade antioxidante reduzida quando na forma de acetato
(KUSUMAWATI e INDRAYANTO, 2013), além do uso de outros antioxidantes,
principalmente para o Creme 02, que foi a formulagdo mais estavel dos géis e cremes.

Uma maior concentragcdao de EGCG também pode ser avaliada em estudos futuros

uma vez que isso também pode promover uma maior estabilidade conforme
observado por KRUPKOVA et al., 2016 e FRASHERI et al., 2020.
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Quanto a aplicagdo com efeito cicatrizante e antioxidante, também serao
necessarios estudos futuros para sua validagao, incluindo aqui estudos in vitro e/ou in

Vivo.



87

6. CONCLUSAO

No presente trabalho foi possivel desenvolver diferentes formulagdes
semissolidas com EGCG e caracterizar suas propriedades fisico-quimicas, obtendo-
se pHs dentro da faixa do pH da pele, densidades correspondentes ao esperado para
cada tipo de formulacéao e teores iniciais dentro do esperado.

Foi possivel validar o método analitico usado para avaliagdo do teor de
EGCG nas formulagdes, sendo que o mesmo se mostrou linear, preciso, exato e
robusto nas condic¢des e faixa de trabalho ensaiadas.

Através da morfologia foi possivel avaliar o estado fisico da EGCG nas
formulagdes e verificar se ocorreram modificacdes apds o estudo de Estabilidade
Acelerada.

Foi possivel avaliar o perfil de liberagao in vitro de cada tipo de formulagao,
além de avaliar a cinética de liberacdo da EGCG em cada uma delas, o que norteia
suas aplicacodes futuras.

Ao avaliar a Estabilidade Acelerada, apesar de melhores resultados de
estabilidade que alguns relatados na literatura, somente a Pomada se mostrou estavel

(com perda inferior a 10% apds 6 meses).
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8. APENDICES

Apéndice A: Formulagdoes no tempo zero e apdés 3 e 6 meses de Teste de
Estabilidade

Figura 31: Formulagbes Gel 01, Gel 02, Creme 01, Creme 02 e Pomada (da
esquerda para a direita), (a) no tempo zero, (b) apds 3 meses e (c) apdés 6 meses
de Teste de Estabilidade.
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Apéndice B: Dados complementares de densidade e pH das formulagoées.
Tabela 13: Desvios Padrdes e Coeficientes de Variagcado obtidos para densidade das

formulagdes a 25 °C com 0, 3 e 6 meses (n = 3).

Tempo zero 3 meses 6 meses

Formulagao

DP (g.mL') CV (%) DP(g.mL') CV (%) DP(g.mL"') CV (%)
Gel 01 0,0026 0,26 0,0024 0,234 0,0022 0,215
Gel 02 0,0014 0,14 0,0015 0,152 0,0014 0,139
Creme 01 0,0020 0,20 0,0029 0,291 0,0017 0,170
Creme 02 0,0065 0,66 0,0005 0,046 0,0029 0,290
Pomada 0,0074 0,86 0,0143 1,675 0,0261 3,062

Tabela 14: Desvios Padrdées e Coeficientes de Variacdo obtidos para pH das
formulagées com 0, 3 e 6 meses (n = 3).

Tempo zero 3 meses 6 meses
Formulagao
DP (g.mL"') CV (%) DP(g.mL') CV (%) DP(g.mL"') CV (%)
Gel 01 0,04 0,67 0,14 2,59 0,12 2,34
Gel 02 0,03 0,69 0,09 1,90 0,07 1,71
Creme 01 0,03 0,50 0,16 3,80 0,17 4,03
Creme 02 0,03 0,65 0,14 3,07 0,21 4,62

Tabela 15: Desvios Padrdes e Coeficientes de Variagao obtidos para o teor de EGCG

obtido para cada formulagéo apés 1, 3 e 6 meses (n = 3).

Formulagao
Gel 01 Gel 02 Creme 01 Creme 02 Pomada
Tempo
) DP 0,002 0,035 0,004 0,009 0,034
més
CV (%) 0,404 5,101 0,710 1,175 3,941
""" 3 DP 0,009 0017 0005 0,028 0004
meses CV (%) 2,473 2,781 0,920 4,006 0,516
""" 6 DP 0,013 0012 0028 0,007 0025

meses CV (%) 4,446 2,354 5,884 1,041 3,031
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Apéndice C: Imagens obtidas por Microscopia Otica
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Figura 32: EGCG 290% dispersa em
6leo mineral com ampliagdo de 200x —

sem luz polarizada.

Figura 33: EGCG 290% dispersa em
oleo mineral com ampliacdo de 200x —

com luz polarizada.
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ampliacdo de 200x — sem luz polarizada.

Figura 34: Branco Gel com

01

ampliagdo de 200x — com luz polarizada.

Figura 35: Branco Gel com

8 - . o P
1060 4m a By
3 . r 'l
. :
] ‘1; > o
® 5
: &
>
@ e 5 b eH
; % "
* bt ! N ]
e s = .
- ®
T .
g G . " a
& 1 = . & %
47 " L) %
Vs - e
& 8o S i
- ® i :
o 2 ; o] % ‘e
» 5 = . 1
> sk ey
¢ oy e s
ol . g &
a S s £ & P
a :
L] 2 t
R 0 .
- We O
& UL >

Figura 36: Formulagdo Gel 01 com

ampliagao de 200x — sem luz polarizada.

Figura 37: Formulagdo Gel 01 com

ampliagdo de 200x — com luz polarizada.
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Figura 38: Formulacdo Gel 01 apds 6
meses com ampliacdo de 200x — sem luz

polarizada.

Figura 39: Formulacdo Gel 01 apds 6
meses com ampliacdo de 200x — com luz

polarizada.
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Figura 40: Branco Gel 02 com

ampliacdo de 200x — sem luz polarizada.

02

ampliagdo de 200x — com luz polarizada.

Figura 41: Branco Gel com
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Figura 42: Formulagdo Gel 02 com

ampliacdo de 200x — sem luz polarizada.

Figura 43: Formulagdo Gel 02 com

ampliagdo de 200x — com luz polarizada.
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Figura 44: Formulagcdo Gel 02 apds 6
meses com ampliacdo de 200x — sem luz

polarizada.

Figura 45: Formulacdo Gel 02 apds 6
meses com ampliacdo de 200x — com luz

polarizada.

Figura 46: Branco Creme 01 com

ampliacdo de 200x — sem luz polarizada.

Figura 47: Branco Creme 01 com

ampliagdo de 200x — com luz polarizada.

Figura 48: Formulacdo Creme 01 com

ampliacdo de 200x — sem luz polarizada.

Figura 49: Formulacido Creme 01 com

ampliagdo de 200x — com luz polarizada.
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Figura 50: Formulacdo Creme 01 apés
6 meses com ampliagao de 200x — sem

luz polarizada.

Figura 51: Formulagcédo Creme 01 apds
6 meses com ampliagcao de 200x — com

luz polarizada.

Figura 52: Branco Creme 02 com

ampliacédo de 200x — sem luz polarizada.

Figura 53: Branco Creme 02 com

ampliacado de 200x — com luz polarizada.

Figura 54: Formulagdo Creme 02 com

ampliacdo de 200x — sem luz polarizada.

Figura 55: Formulagdo Creme 02 com

ampliacado de 200x — com luz polarizada.
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6 meses com ampliagao de 200x — sem

luz polarizada.

Figura 57: Formulagédo Creme 02 apds
6 meses com ampliagcao de 200x — com

luz polarizada.

Figura 58: Branco Pomada com

ampliacdo de 200x — sem luz polarizada.

Figura 59: Branco Pomada com

ampliagdo de 200x — com luz polarizada.
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Figura 60: Formulacdo Pomada com

ampliacdo de 200x — sem luz polarizada.

Figura 61: Formulagdo Pomada com

ampliagdo de 200x — com luz polarizada.
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Figura 62: Formulacdo Pomada apds 6
meses com ampliacdo de 200x — sem luz

polarizada.

Figura 63: Formulacdo Pomada apés 6
meses com ampliacdo de 200x — com luz

polarizada.




Apéndice D: Cromatogramas das formulagées no tempo zero e

Estabilidade Acelerada (6 meses).
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Figura 64: Cromatograma do Gel 01 no

tempo zero.

Figura 65: Cromatograma do Gel 01

apos 6 meses.
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Figura 66: Cromatograma do Gel 02 no

tempo zero.

Figura 67: Cromatograma do Gel 02

apos 6 meses.
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Figura 68: Cromatograma do Creme 01

no tempo zero.

Figura 69: Cromatograma do Creme 01

apos 6 meses.
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Figura 70: Cromatograma do Creme 02

no tempo zero.

Figura 71: Cromatograma do Creme 02

apos 6 meses.
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Figura 72: Cromatograma da Pomada

no tempo zero.

Figura 73: Cromatograma do Pomada

apos 6 meses.
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Certificate of Analysis - Certified Reference Material

Product no.:

Lot no.:
Description of CRM:
Expiry date:
Storage:

Certificate version:

Chemical formula:
Molecular mass:
CAS No.:

EPIGALLOCATECHIN GALLATE

PHR1333-1G

LRAC4432

White Powder

31 October 2023
Refrigerate/Protect from Light

LRACA432.1 (Note: Certificates may be updated due to
Pharmacopeial Lot Changes ar the avadability of new data.
Check our webdite al: www. Sogma -aldrich . com for the maost
CUrrent version. ) H

CazHi1e011 W
458.4
989-51-5

an

Certified Purity + associated uncertainty U, U=k - v (k=) (Mass Balance/

bhasis)

EPIGALLOCATECHIN
GALLATE

92.4 % Ucrm = £ 0.3 %, k = 2.57 (Mass Balance/as is basis)

Metrological traceability:

Measurement method:

Intended use:
Minimum sample size:

Instructions for handling
and correct use:

Health and satety
information:

Accreditation:

Certificate issue date:

R e B AL TR

IS0 17034
AR-1470

Traceable to the SI and higher order standards from NIST through an unbroken
chain of compansons. Additional traceability to Primary Standards is established
through comparative assay determinations. See "Details on metrological
traceability™ on page 2.

Where applicable, the certified value is basad on a purity determination by mass
balance. See “Certification process details” on page 3.

Intended for R&D and Analytical Use only. Mot for drug, household or other uses.
20 mg

Do not dry, use on the as is basis. The internal pressure of the container may be
slightly different from the atmospheric pressure at the user’s location. Open
slowly and carefully to avoid dispersion of the material. Attachment of a 20 mm
aluminum cnmp seal recommended for unused portions.

All chemical reterence matenals should be considered potentially hazardous and
should be used only by qualified laboratory personnel. Please refer to the Safety
Data Sheet for detailed information about the nature of any hazard and appropriate
precautions to be taken.

Sigma-Aldrich RTC is accredited by the US accreditabion authornty AMAB as a
registered reference matenal producer AR-1470 in accordance with IS0 17034,

31 October 2019

by G “hyr [er

[Andy Ommen; Quality Control] [Mark Pocler; Quality Assurance]

Sigma-Aldrich RTC, 2931 Soldier Springs Rd. Laramie, WY B2070, USA;
Tel 1 307-742-5452; Fax 1 307-855-B31-9211; www_ sigmaaldrich oom
Skgma-Aldrich RTC is a subsidiary of Merck KGaf, Darmstade, Germany.
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