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Desordens no processo melanogénico podem causar as
hiperpigmentagoes, sendo a de maior freqiiéncia o melasma. O
acido kojico é um dos despigmentantes topicos utilizados no
tratamento destas hipercromias. A a¢do de um produto
dermatologico deve ser topica, ndo devendo atingir niveis
sistemicos. Um dos fatores que pode definir o nivel de agdo, topica
ou sistémica, sdo os excipientes das formulagoes. Neste contexto,
o presente trabalho teve por objetivo avaliar o grau de permeagdo
cutanea in vitro, utilizando célula de FRANZ modificada, de uma
formulagdo em relagdo a uma solu¢do tampdo pH 7,4, ambas
contendo dcido kojico na concentragdo de 2%. A quantificagcdo do
acido kojico permeado e retido na membrana foi realizada por
método espectrofotométrico no ultravioleta. O estudo in vitro
mostrou que a absor¢do do acido kdjico da formulagdo apresentou
cinética de pseudo 1° ordem (no intervalo de I a 8 horas) e,
conseqiientemente, menor fluxo através da membrana natural (pele
da orelha de porco) e maior retencdo cutdnea, enquanto que o
acido kojico da solugdo tampao pH 7,4 apresentou cinética de
ordem zero e, conseqiientemente, maior fluxo e menor retengdo.
Este resultado indicou que a formulacdo desenvolvida mostrou-se
adequada para a veiculagdo do dcido kojico, tendo em vista que o
orgdo alvo ¢ a pele.

Unitermos

® Permeacdo cutanea in vitro
e Acido kéjico

® Despigmentante

INTRODUCAO

Em um mundo cada vez mais globalizado e compe-
titivo, a aparéncia fisica tornou-se um aspecto de grande
importancia na sociedade contemporanea. As manchas da
pele, principalmente as faciais, ndo sdo estéticas e causam
alguns transtornos que dificultam o bem-estar do indivi-
duo no ambito psicossocial.

As hiperpigmentag¢des sao, em geral, distarbios ca-

racterizados pelo aumento de melanina e outros pigmen-
tantes na pele. Os principais desencadeadores sdo as radi-
agoes solares, os hormonios sexuais e agentes externos,
fontes de radicais livres.

Neste contexto, tanto indistrias de cosméticos quan-
to farmacéuticas tém crescido a cada ano, diversificando
suas matérias-primas e ampliando suas linhas de produtos
disponiveis ao consumidor.

Atualmente, a tecnologia farmacéutica tem dado
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especial aten¢do a avaliagdo da eficacia terapéutica do
produto acabado. Um produto ndo estavel e com dosagem
incorreta, pode proporcionar uma agdo medicamentosa
inadequada. Varios fatores podem ser responsaveis por
esta falha na atividade do produto, como por exemplo, os
fatores fisiologicos, os quais dependem, na maioria das ve-
zes, do paciente ou do substrato. Entretanto, existem va-
rios fatores inerentes ao proprio farmaco, a forma farma-
céutica, a formulagao e ao processo tecnologico de fabri-
cacdo, que influem, quase sempre de forma direta e ex-
pressiva, na disponibilidade dos medicamentos.

As caracteristicas de liberagao de um farmaco a
partir de um veiculo dermatoldgico podem ser avaliadas
determinando-se o coeficiente de parti¢ao 6leo/agua. En-
tretanto, estudos de liberagao in vitro e in vivo proporcio-
nam dados mais significativos.

Durante a fase de desenvolvimento de produtos
dermatoldgicos é adequado empregar procedimentos de
liberacdo in vitro para selecionar excipientes para as for-
mulagdes que possam proporcionar uma atividade tera-
péutica adequada. Pode-se considerar que os estudos de
liberacdo medicamentosa proporcionam dados valiosos
sobre as particularidades estruturais do veiculo e a capa-
cidade deste em liberar os farmacos.

Com base nas colocacdes acima e na importancia
das substancias despigmentantes na atualidade, o objeti-
vo do presente trabalho foi desenvolver uma formulagao
semi-solida adequada para o acido koéjico e avaliar a reten-
¢do e permeacdo cutdnea por metodologia in vitro.

MATERIAL E METODOS
Material

O material objeto de estudo foi o acido kéjico —
Sigma Aldrich Chem. Co, Cor¢ia, incorporado em uma
emulsdo ndo i6nica composta dos seguintes excipientes:
hidroxietilcelulose (Natrosol® 250 HHR) — Amerchol,
USA; dipropilenoglicol — Coréia; metilparabeno
(Nipagin®) — Brasfanta, Brasil; triglicerideos do acido
caprico e caprilico (Crodamol® GTCC) — Croda, Brasil;
cera autoemulsionante ndo-ionica (Emulgade wax® GP) —
Cognis, Brasil; acido etilenodiaminotetracético dissddico
(EDTA-Na,)) — DEG, Brasil; butil-hidroxitolueno (BHT)
— Russia.

Métodos
Formulacao em estudo

Foi preparada uma emulsdo O/A ndo-idnica, com
espessantes graxos e poliméricos, empregando-se técnicas
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usuais. Na Tabela I consta a formulacao em estudo.

TABELA | - Formulagdo em estudo

Componentes Concentragao (%)

Acido kéjico 2

Hidroxietilcelulose 0,5

Dipropilenoglicol 8

Metilparabeno 0,2

Triglicerideos do acido 10
caprico e caprilico

Cera autoemulsionante ndo-idnica 15

Acido etilenodiaminotetracético 0,2
dissodico

Butil-hidroxitolueno 0,2

Anteriormente ao preparo das formulagdes, as ma-
térias-primas bem como a formulacdo selecionada para
estudo de permeacao cutanea in vitro, tiveram sua quali-
dade avaliada segundo parametros especificados em com-
péndios oficiais.

Quantificagao do acido kéjico nos ensaios de
permeacao e retencao cutanea in vitro

Para a quantificagao do acido kojico nos ensaios
empregou-se metodologia por espectrofotometria no
ultravioleta no comprimento de onda de 269 nm
(espectrofotometro Shimadzu 1606), segundo Gomara et
al. (2004).

Permeagéo cutdnea in vitro do acido kéjico

A célula de difusdo in vitro consistiu de um compar-
timento receptor de 7 mL, uma area disponivel para a di-
fusdo de 1,77 cm?, acoplados a um sistema de agitacdo
magnética de 6 séries (Permeagear). O sistema de difusdo
encontrava-se acoplado a um banho-maria, termostatizado
(Marconi) com circulagdo externa para a manutenc¢do da
temperatura em 37 °C (OECD, 2004). No estudo foi em-
pregada membrana natural (pele dissecada da orelha de
porco, sem pélo e sem o tecido subcutaneo e gorduroso
presente abaixo da derme).

A solucdo tampao fosfato pH 7,4 foi colocada no
compartimento receptor. Sobre a extremidade das células
foram esticadas as membranas, com a derme voltada para
a solucdo receptora. Espalharam-se uniformemente sobre
toda a area da membrana 2,0 g da formulag@o contendo
2% de acido kojico.

A permeacgdo desta formulagdo foi comparada a
permeacdo de 2 mL de solug¢ao tampao fosfato pH 7,4 com
acido kojico na concentracao de 20 ug/mL.
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O sistema de agitagdo foi acionado e amostras de
1,0 mL da fase receptora foram coletadas nos tempos de
5,10, 15,20, 25, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480,
540, 600, 660 ¢ 720 minutos. Na determinacao da
permeacdo de acido kdjico a partir da solugdo tampao
fosfato pH 7,4 as aliquotas da fase receptora foram
coletadas somente até 480 minutos. Para manter o volume
constante, a cada coleta foi reposto ao sistema 1,0 mL da
solucdo receptora. O experimento foi realizado em
triplicata e como controle foi realizado um branco conten-
do 2,0 g de formulagdo isenta de acido kdjico.

Para o calculo da quantidade permeada (Q), consi-
derou-se as dilui¢cdes que ocorreram ap0s a primeira cole-
ta, empregando-se a formula abaixo descrita, segundo
Aronson (1993) e Bentley e Fonseca (2002):

Qreart = Crensurago ¢ Vo T 27 C.V onde:
Q — quantidade permeada acumulada
Q... = 0 valor real no tempo t

ensurada ¢ CONCENtragdo mensurada da coleta no tempo t
V_= volume da solug¢do receptora da c€lula de difusdo
C, = concentragdo da amostra removida
V, = volume da amostra removida

A quantidade de acido kojico permeado foi determi-
nado por espectrofotometria no ultravioleta, comprimento
de onda de 269 nm a partir de uma curva padrao de acido
koéjico (1, 2, 3,4, 5,10, 15, 20 e 25 pg/mL) em tampao
fosfato pH 7,4. Para esta analise, as aliquotas das solugdes
receptoras, removidas das células de difusao foram dilu-
idas (1:5) com tampao fosfato pH 7,4.

Os dados de permeacao cutanea obtidos foram uti-
lizados para calcular os parametros cinéticos como tempo
de laténcia (tempo LAG) e fluxo (J) do acido kdjico atra-
vés da membrana. Para determinar a cinética foram utili-
zados o modelo cinético de Higuchi (pseudo 1* ordem)
(Michniak, Chapman, Seyda, 1993), o de 1* ordem ¢ o de
ordem zero. O modelo que apresentou o coeficiente de
correlagdo linear mais préximo de 1 correspondeu a
cinética da permeacdo da substancia ativa. A intercep-
tacdo no eixo das abcissas desta curva, em regressao line-
ar, representou o tempo LAG em minutos. O fluxo (J) foi
obtido pela inclinagdo da curva (Florence, Atwood, 2003).
O parametro LAG foi expresso em minutos ¢ J foi expresso
em pug/cm?/ minutos.

Retencgao cutanea in vitro do acido kdjico

A extragao do acido kojico retido na pele de orelha
de porco, foi baseada no método proposto por Sasaki et al.
(1991) e Tauber e Toda (1976). Decorridas 12 horas de
permeagao in vitro, a pele da orelha de porco foi retirada
do aparelho de difusdo. A area da pele exposta a
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permeagao foi limpa com solucao de metanol, recortada,
pesada e picotada. Os fragmentos obtidos foram triturados
com 25 mL de metanol, em homogeneizador de tecidos
(Ultra Turrax Ika) até a total dilacerago da pele. A suspen-
sdo resultante foi submetida a sonica¢do em ultra-som
para o rompimento das células. O produto obtido foi filtra-
do para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume com-
pletado com solugdo de metanol.

Paralelamente, efetuaram-se os mesmos ensaios,
empregando a pele de orelha de porco triturada em
metanol e com a fita adesiva, também em solucao de
metanol, para averiguar se 0s mesmos nao apresentavam
interferentes para a quantificacdo do acido kojico.

A quantidade de acido kojico presente nesta solu¢ao
foi determinada por espectrometria no ultravioleta
(269 nm) tanto para a formulagdo em estudo, como para a
solucdo tampao fosfato pH 7,4 com acido kéjico. O mes-
mo procedimento foi efetuado com a formulagdo e com
solucdo tampao fosfato pH 7,4, isentas de acido kojico.
Para a quantificacao foi construida uma curva analitica de
acido kojico em metanol nas concentragdes de 5, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70 ug/mL.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Formulacao em estudo

A escolha de um sistema adequado para incorpora-
¢do de farmacos ¢ de fundamental importancia para a es-
tabilidade, para a disponibilidade no local de aplicagéo e,
conseqilientemente, para a obtenc¢ao dos efeitos esperados.
O veiculo tem influéncia na absor¢ao do farmaco, tendo
um papel dominante na terapia topica (Florence, Atwood,
2003).

As emulsoes sdo os veiculos mais usuais de sistemas
de liberagdo em produtos de uso topico. Por meio destas,
¢ possivel veicular ampla gama de substancias que sao
liberadas de maneira rapida e conveniente (Schueller,
Romanowski, 2000).

Para a veiculacdo do acido kojico elaborou-se uma
emulsdo ndo-idnica, pois sdo adequadas para produtos
com pH acido. A base ndo-ionica escolhida foi o Emulgade
wax, que forma redes de cristais liquidos pela formacgao de
uma série de bicamadas lamelares de moléculas de emulsi-
ficante ao redor das goticulas de 6leo (Paludetti, 1995;
Lachmann, Lieberman, Kanig, 2001).

Apesar das ceras autoemulsionantes apresentarem
em sua composi¢do os agentes de consisténcia, muitas
vezes ha a necessidade de se adicionar estes com a finali-
dade de melhorar a estabilidade e a aplicabilidade. Os
agentes de consisténcia usualmente empregados sdo de
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natureza graxa ou polimérica (Sanctis, 2000). Deste modo,
na formulagao escolhida optou-se pela incorporacao de
hidroxietilcelulose (Natrosol 250® HHR) devido ao cara-
ter ndo-i6nico.

Como emoliente, foi empregado o Crodamol®
GTCC que consiste de mistura de triglicerideos de cadeia
média, principalmente dos acidos céprico e caprilico. Se-
gundo Sanctis (2000), este componente apresenta compo-
si¢do lipidica semelhante a da pele humana, reforcando o
seu emprego.

Os conservantes usuais incluem dentre outros o
metilparabeno (Ansel, Popovich, Allen, 2000), o qual foi
empregado na formulagdo na concentragdo de 0,2%. E,
com a finalidade de evitar o ressecamento das formula-
coes e evitar a perda de agua da pele, adicionou-se como
agente umectante o dipropilenoglicol, tradicionalmente
empregado com esta finalidade (Sanctis, 2000).

Os processos de oxidagdo foram prevenidos com a
adi¢do do butil-hidroxitolueno (BHT), e de agentes
seqiiestrantes como o acido etilenodiaminotetracético
(EDTA). O uso do EDTA também potencializa a agdo do
conservante pela quelacdo de metais essenciais ao cresci-
mento de microrganismos (Aulton, 2005).

Permeacao cutanea

A administragdo de produtos medicamentosos pela
via cutanea destina-se a obtenc¢ao, tanto de uma agao topi-
ca como sistémica, sendo primordial que se tenha uma
concreta definicdo de qual destas agdes ¢ desejada, visto
que os critérios para avaliacdo destes produtos sdo
conceitualmente diferentes. De um produto dermatolégico
destinado ao tratamento de patologias cutaneas, exige-se
aretencao do farmaco na pele, com pequeno ou inexistente
fluxo através dela (Shah, Elkins, Skelly, 1992b).

O acido kojico tem ocupado posi¢do de destaque
entre as substancias usadas para o clareamento de varios
tipos de hipercromias cutaneas (Batistuzzo, Itaya, Eto,
20006). Entretanto, ao lado da atividade topica, ndo existem
estudos demonstrando efeitos sistémicos e colaterais de-
correntes de sua absor¢ao.

Na avaliacdo de produtos de a¢do dermatologica e
transdérmica, testes clinicos podem ser precedidos, € em
algumas vezes substituidos, por testes in vitro. Estes tes-
tes, devido as suas peculiaridades, permitem entender al-
guns fendmenos que ocorrem entre a aplicagao do produto
e o efeito medido farmacologicamente, de maneira prati-
ca, rapida e sem a interferéncia de fatores bioldgicos
(Shah, Maibach, 1993).

Para o estudo, foi utilizada a célula de difusdo base-
ada no modelo de Franz, usualmente empregada em estu-
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dos de permeacgdo cutanea in vitro de produtos topicos
(Smith, Haigh, 1989).

A elei¢do de uma solugao receptora para os experi-
mentos in vitro depende da solubilidade do farmaco.
Como o acido kojico é muito soluvel em agua, a solugao
receptora mais indicada é a solug@o tampao pH 7,4. A
manutencao das sink conditions foi necessaria para garan-
tir a obtencao de resultados efetivos (Shah, Maibach,
2003).

A membrana ¢ outro fator critico na condugao dos
experimentos de permeagdo in vitro. As membranas sin-
téticas ndo possuem as propriedades anatdmicas e fisiolo-
gicas da pele, assim, o ideal ¢ realizar estes estudos com
membranas naturais (pele humana e de animais). A pele
humana decididamente é a mais adequada para estudos in
vitro. Entretanto, a dificuldade na aquisi¢ao deste tecido
e a variacao biologica levaram ao emprego de peles de
animais (Bronaugh, Stewart, 1986).

A pele da orelha de porco tem sido muito utilizada
nos experimentos in vitro, apesar de apresentar algumas
diferencas anatomicas quando comparada com a pele hu-
mana. A viabilidade de aquisi¢ao, a melhor uniformidade
das amostras, bem como a facilidade de dissecagao e se-
paragdo do tecido subcutaneo, contribuiram para a eleigao
desta pele como modelo de membrana para o estudo de
permeacao (Reifenrath et al., 1984; Sato et al., 1991).

Segundo Shah et al. (1992) quando o material a ser
empregado ¢ semi-solido o espalhamento de quantidade
finita deste produto dificilmente produziria uma camada
uniforme sobre a membrana, sendo que nestas situagdes €
aconselhavel o uso de “dose infinita”, ou seja, excesso de
produto.

Para os acidos fracos com pKa maiores que 7,5 e
bases com pKa menores que 5, a absor¢ao cutanea ¢ inde-
pendente do pH (Florence, Atwood, 2003). Deste modo,
como o pKa do acido koéjico € de 7,90 a 8,03, ndo ha inter-
feréncia do pH do meio, comprovado por meio de ensai-
os prévios (Gomara, 2003).

A base dos experimentos in vitro de permeacao
cutdnea ¢ determinar as pequenas quantidades de farmaco
que atravessam as membranas ou que ficam retidos nas
mesmas. A utiliza¢do de um método analitico sensivel, o
qual viabilizasse o experimento, foi de extrema importan-
cia. Entre os dois métodos analiticos desenvolvidos para
a quantificagao do acido kojico, o método espectrométrico
no ultravioleta mostrou-se mais sensivel que o método
colorimétrico por cloreto férrico (Gomara et al., 2004). No
entanto, o0 método espectrométrico no ultravioleta ndo é
adequado quando a formulagdo apresenta o conservante
metilparabeno em sua constitui¢ao, devido a absor¢do do
acido kojico ocorrer no mesmo comprimento de onda
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(269 nm). Para evitar que os resultados obtidos fossem
equivocados foi utilizada a formulagao isenta de
conservante no ensaio.

Para a determinagdo da quantidade de acido kojico
permeada foi utilizada uma curva padrao de acido kdjico
em tampao fosfato pH 7,4, obtida em comprimento de
onda de 269 nm.

A Figura 1 mostra o perfil de permeacao do acido
kojico, presente na formulacdo e na solugdo tampao
fosfato pH 7,4, através de pele da orelha de porco.

A quantidade de acido kdjico permeada através da
membrana foi significativamente (p<0,01) maior na solu-
¢ao tampao fosfato pH 7,4 do que na formulagao (Figura 1).

Em relacdo a formulagao, apesar do perfil de
permeacao do acido kojico demonstrar que o fluxo estabi-
lizou ap6s 360 minutos (6 horas), ou seja, a medida que a
concentrac¢ao do farmaco diminui o fluxo tende a diminuir,
pode-se verificar que a quantidade de farmaco permeado
¢ muito pequena em relacdo ao conteudo da formulagao
(Figura 1).
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Estas alteracdes no fluxo possivelmente estejam
ocorrendo devido a diferenga na liberacdo do farmaco.
Provavelmente, ocorre maior permeagao do farmaco que
estd em contato direto com a membrana.

No perfil de permeagao do acido kdjico presente na
formulagdo observa-se que o fluxo permanece continuo,
demonstrando que existe quantidade infinita sendo
fornecida a membrana e que a velocidade de cedéncia do
farmaco provavelmente se mantém constante (Figura 1).

Como as velocidades de liberagdo, e conseqiiente-
mente de permeagdo, variam de acordo com as caracteris-
ticas da formulagao, foi observado um aumento no tempo
necessario para que o fluxo da formulagao se equilibre
(tempo LAG) em relagdo ao da solug¢ao tampao fosfato pH
7,4 (Figura 2) (Shah et al., 1992). O tempo LAG da formu-
lacdo foi de 8 minutos enquanto que da solugdo tampao foi
de 3 minutos (Figura 2).

Decorrido o tempo LAG, é possivel definir a cinética
de permeagao cutanea do produto (Bronaugh, Maibach,
1999).

B Tampio fosfato pH 7,4

@ Formulagio F4

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660 720 780 840

T

Legenda: T =Tempo (minutos); Q/A = Quantidade de 4cido kojico permeado por area (ug/em?), n = 4 (Média + SD).

FIGURA 1 - Perfil de permeagdo cutanea in vitro do acido kojico da formulagao e do tampao fosfato pH 7,4, na pele

da orelha de porco.
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Legenda: T = Tempo (minutos); Q/A = Quantidade de 4cido kéjico permeado por area (pg/cm?), n=4 (Média + SD) da

formulacao F4 e da solugdo tampao fosfato pH 7.4.

FIGURA 2 - Representacao grafica para determinagao do tempo LAG do &cido kojico na formulagdo e da solugao tampao
fosfato pH 7,4, nos ensaios de permeagao cutinea in vitro.

A Tabela II relaciona os parametros cinéticos de
permeacdo cutanea in vitro do acido kéjico presente nas
duas formulagoes em estudo através do modelo de
Higuchi (pseudo 1? ordem), do modelo de cinética de 1*
ordem e do modelo de cinética de ordem zero.

O modelo cinético de ordem zero apresentou um
maior coeficiente de correlagao (r=0,9891) para a formu-
lagdo, no periodo de até 1 hora, indicando que o fluxo,
neste intervalo, independe da concentracdo do farmaco.
Este modelo cinético € caracteristico de formulagdes com
doses infinitas (Wester, Maibach, 1989).

Porém, apos a primeira hora o sistema sofreu uma
alteragdo na cinética, passando a ser de pseudo 1* ordem
(modelo de Higuchi), conforme mostra o coeficiente de
correlagdo (r=0,9943) na Tabela II. Este modelo cinético,
comum em suspensoes, determina que o fluxo depende da

concentracao do fArmaco disponivel. Deste modo, verifi-
ca-se que ocorreu um esgotamento do farmaco em contato
com a membrana, passando a permear o farmaco em sus-
pensdo na formulagao (Chow, Kaka, Wang, 1984).

Em relagdo a solugao tampao fosfato pH 7,4, obser-
va-se que esta apresenta coeficiente de correlacao
(r=0,9983) maior para a cinética de ordem zero (Tabela
II). Este resultado condiz com a quantidade de farmaco
presente na solugao tampao fosfato pH 7,4 e com o fato
deste estar solubilizado no meio (Flynn, 1989), ndo alte-
rando o fluxo com o decorrer do tempo (Figura 2).

Nos estudos in vitro de produtos dermatologicos ¢é
importante considerar que as concentracdes de farmacos
na solucao receptora, por si so, ndo refletem a influéncia
da formulag@o na atividade do produto. Assim, a determi-
nac¢ao da quantidade de farmaco retido na membrana leva

TABELA 11 - Parametros cinéticos das curvas de permeacao in vitro do acido kéjico na formulacgao e na solugao tampao

fosfato pH 7,4

Formulagao Modelo Higuchi Cinética de ordem zero  Cinética de 1* ordem
J (ug/cm*/min) r J (ug/cm?/min) r J (log pg/cm*min) r

F4—até 1 hora 14,8622 0,962952 1,196353 0,989118 0,064947 0,95700

F4 —de 1 a 8 horas 81,591 0,994313 29,7171 0,930774 0,27098 0,70399

Solug¢ao tampao fosfato pH 7,4

0,101 0,970742

4,03904 0,998334 876,1946 0,98892

Legenda: J = Fluxo; r = coeficiente de correlagao linear.
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a dados mais concretos, os quais podem elucidar o grau de
atividade topica do produto (Masini et al., 1993).

Retencao cutanea

A determinagdo por espectrometria no ultravioleta
do acido kojico retido na pele da orelha de porco foi rea-
lizada apos a extragdo direta em metanol. Este procedi-
mento apresentou-se adequado, uma vez que o farmaco ¢é
solivel em metanol e os componentes da pele de orelha de
porco e da fita adesiva que também foram extraidos nao
interferiram no método analitico.

Para a determinagao do teor de 4cido kdjico retido
foi utilizada curva analitica em metanol, no comprimen-
to de onda de 269 nm.

A Tabela IIl mostra as médias dos valores de retengao
cutanea do acido kojico por grama de pele na formulagao e
na solugdo tampao fosfato pH 7,4, sendo que a formulagio
promoveu significativamente (p< 0,01) maior retencao
cutanea que a solu¢ao tampao fosfato pH 7.,4.

A solugdo tampao fosfato pH 7.4 apresentou reten-
¢do cutanea menor (Figura 3), possivelmente devido ao
fato desta ndo possuir nenhuma lipofilia, dificultando a
interagdo do produto com os lipidios presentes na pele
(Sethi, Agha, 1993).

No entanto, na formulac¢ao houve retencao cutanea
significativamente (p<0,01) maior em comparagdo a solu-
cao tampao fosfato pH 7,4. Isto ocorreu provavelmente
porque os componentes de uma emulsao, por exemplo os
tensoativos e os lipidios, apresentam afinidade e/ou

45000 4
40500 -
36000 -
31500 -
27000 -
22500 -
18000
13500
9000

4500 -

04

QR/P

Solugao

NOTA: ** p< 0,01

201

TABELA 11l - Retencdo cutanea do acido kojico na
formulacgdo e na solu¢dao tampao fosfato pH 7,4,
determinada por espectrofotometria no ultravioleta
(269 nm)

Média (ng/g) = DP

39852,51+1510,40
13643,95+479,77

NOTA: Como branco foi utilizado uma formulacao isenta
de acido kojico e uma solugdo tampao fosfato pH 7,4.

Retencdo cutaneca

Formulagao
Solucao tampao fosfato pH 7,4

interacdo com os constituintes da membrana, demonstran-
do as vantagens deste tipo de formulacao para produtos de
uso dermatoldgico (Florence, Atwood, 2003).

A contribui¢do do estudo de permeacao in vitro na
avaliacao de propriedades farmacocinéticas de formula-
¢des ¢ no desenvolvimento farmacotécnico ¢
inquestionavel, pois representa um procedimento pratico,
rapido e de baixo custo. Os estudos in vitro também en-
contram aplicagdo no controle de qualidade de uniformi-
dade de lotes de produtos dermatoldgicos na industria far-
macéutica. Entretanto, deve-se ter a cautela quanto a
extrapolagdo dos resultados obtidos para situacdes in vivo.
Com a metodologia in vitro pode-se fazer uma selecao
prévia das formulagdes antes da realizagdo de testes clini-
COS.

A formulacdo apresentou dois comportamentos
cinéticos. No periodo de até 1 hora ha um fluxo com ca-
racteristica cinética de ordem zero e no periodode 1 a 8

%%

Formulacéao

Veiculos

Legenda: QR/P = Quantidade de 4cido kojico retido/ grama de pele (ng/g), n=9 (Média + SD); A = 269 nm.

FIGURA 3 - Quantidade de acido kojico retido na pele da orelha de porco apos 8 h de contato com os veiculos.
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horas cinética de pseudo 1* ordem. Isto possivelmente
ocorreu porque em um primeiro momento o fArmaco en-
contra-se em contato direto com a membrana e nas horas
subseqiientes o fluxo ¢ dependente também da difusao do
farmaco da propria formulacao.

Em solugdo tampao pH 7,4, o acido kdjico apresen-
tou um fluxo pela membrana caracteristico de cinética de
ordem zero. Isto provavelmente ocorreu porque todo o
farmaco esté solubilizado no meio e conseqiientemente
disponivel para a permeagao.

Comparando as cinéticas da formulagdo com a da
solugdo tampao pH 7,4 verifica-se a vantagem do uso da
formulacdo devido a permeagdo desta ser menor.

CONCLUSAO

A formulag@o mostrou-se adequada para veicular o
acido kojico, pois apresentou as caracteristicas desejaveis
de um produto para uso topico, ou seja, grande retenti-
vidade e pequena permeabilidade.

ABSTRACT
Kojic acid in vitro percutaneous penetration study

Disorder of the tirosinase biosynthesis process can result
on hiperpigmentations, like the frequently found melasma.
The kojic acid is one of the depigmenting topic agent
utilized in the handling of these hipercromies. The action
of a dermatologic product should be topic, should not
reach systemic levels. One of the factors that is able to
defined the level of action, topic or systemic, is the vehicle.
In this contest, the present work had for objective evaluate
the rank of in vitro cutaneous permeation, in the cell of
FRANZ modified, of a formulation regarding a buffered
solution 7.4, both containing kojic acid (2%). The kojic
acid percutaneous penetration and retention was
quantified by a spectrophotometric in the ultraviolet
method. The in vitro study showed that the absorption of
kojic acid from the formulation presented kinetic of
pseudo 1 order (in the break from 1 to 8 hours) and
consequently smaller stream through the natural
membrane (skin from the ear of pig) and bigger cutaneous
retention, while the kojic acid from the buffered solution
PpH 7.4 presented kinetic of zero order and consequently
bigger stream and smaller retention. This result indicated
that the formulation developed can be used as a vehicle for
kojic acid, having in mind that the target tissue is the skin.

UNITERMS: In vitro cutaneous permeation. Kojic acid.
Depigmenting agent.

M. E. O. Sato, F. Gomara, R. Pontarolo, I. F. Andreazza, M. Zaroni
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