UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Influéncia da adigdo de um insumo nanoestruturado comercial em formulagbes
semissélidas contendo tretinoina: caracterizacao e estudo da permeacao/retencao

cutanea

DILEUSA DE OLIVEIRA

PORTO ALEGRE, 2013












UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Influéncia da adicdo de um insumo nanoestruturado comercial em formulagdes
semissélidas contendo tretinoina: caracterizacao e estudo da permeacao/retencao

cutanea

Dissertacao apresentada por Dileusa de Oliveira para
obtencdo do GRAU DE MESTRE em Ciéncias

Farmacéuticas

Orientador: Prof. Dr. Ruy Carlos Ruver Beck

Porto Alegre, 2013



Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-Graduagcdo em Ciéncias
Farmacéuticas, em nivel de Mestrado Académico da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e aprovada em 27 de marco de 2013,
pela Banca Examinadora constituida por:

Profa. Dra. Irene Clemes Kllkamp-Guerreiro

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Profa. Dra. Marta Palma Alves

Centro Universitario Franciscano

Profa. Dra. Solange Cristina Garcia
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Oliveira, Dileusa de

Influéncia da adigdo de um insumo nanoestruturado
comercial em formulagdes semissdlidas contendo
tretinoina: caracterizagdo e estudo da
permeagdo/retengdo cutinea / Dileusa de Oliveira. --
2013.

189 f.

Orientadeor: Ruy Carlos Ruver Beck.

Dissertagdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Farmacia, Programa
de Pds-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Porto
Alegre, BR-RS, 2013.

1. Nancoparticulas de vitamina C. 2. Tretinoina. 3.
Formulagdes semissdlidas. 4. Permeagdo/penetragdo
cutdnea. I. Beck, Ruy Carlos Ruver, orient. II. Titulo.




Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério 405 e 602 da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com apoio financeiro
CNPq, FAPERGS e CAPES.






AGRADECIMENTOS

A minha familia pela fé, oportunidade, apoio, paciéncia, sustento e
compreensao;

A minha irma-amiga Deisi Rhoden pelo incentivo, apoio emocional,
conversas, conduta pessoal e profissional a todo 0 momento;

A minha amiga Candice Felippi pelo incentivo, amizade e oportunidades
oferecidas;

A Renata Raffin pelas oportunidades e ensinamentos concedidos;

As professoras Silvia Stanisguaski Guterres e Adriana R. Pohlmann pelas
oportunidades profissional e académica;

Ao meu orientador professor Ruy Beck pela paciéncia, orientacao e
oportunidade de participar do grupo de pesquisa;

Aos meus queridos amigos Denise Soledade, Diego Fontana, Gabriele Dadalt
Souto, Karina Paese e Kelly B. Condota, que me proporcionaram grande apoio
emocional, incentivo, contribuicdes no andamento do trabalho e ensinamentos
durante o periodo do mestrado e pelos diversos momentos de diversao;

As minhas queridas colegas Aline Ourique e Karine Coradini pelo apoio, pela
paciéncia e pelas diversas ajudas e ensinamentos durante o mestrado;

Aos colegas do grupo de pesquisa Alana Klein, Ana Carolina Asbahr, Ana
Luiza Maurer, Cassia Detoni, Catiuscia Padilha, Cecilia Michalowski, Claudia Melo,
Cristina Venturini, Evelise Assumpcao, Fernanda Flores, Franciane Johansson,
Franciele Bruinsmann, Frantiescoli Dimer, Gabriela Garrastazu, Grégory Svetlichny,
Greice Ferreira, Joana Forgearini, Julia Scherer, Katherine Krieser, Kelly Zatta,
Kenia Pissinate, Luana Fiel, Lucas Rigo, Luiza Frank, Noé Fonseca, Manoel Ortiz,
Marcia Adorne, Marcia Camponogara, Paula Chaves, Renata Contri, Rossana
Friedrich, Stela Ferrarini, Tais Durli, Tanira Aguirre, Tatiane Daboit, Tatiele Katzer,
Thatiana Terroso, Tiago Beber e Willian Prado, pelas discussbes de resultados,
idéias, ajudas, amizade e pelos demais momentos compartilhados neste periodo e
também a Geni Maria pela disposicao e alegria;

Ao Abatedouro Araldi (Nova Roma do Sul — RS), pela gentileza em ceder as

peles suina para realizacao deste trabalho;



A UFRGS e ao curso de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, pela
oportunidade na constru¢cao do meu conhecimento;
Aos professores do PPGCF pelos ensinamentos e contribuigao profissional;
Aos demais amigos e pessoas que de alguma forma fizeram parte dessa
etapa da minha vida.



RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas fisico-quimicas de um insumo
nanoestruturado comercial (IN) e de formulacdes semissélidas de creme e de gel
contendo insumo nanoestruturado e/ou tretinoina, bem como estudar in vitro sua
influéncia na permeacao e penetracao/retencéo cutanea da tretinoina (TTN) a partir
de formulacdes semissdlidas. A caracterizacao abrangeu analises de pH, diametro
de particula, fendmenos de instabilidade, potencial zeta e reologia. O estudo de
permeacao foi conduzido por células de difusdo de Franz e da penetracao cutanea
pelas técnicas de tape stripping e retencao cutanea. O insumo nanoestruturado (IN)
analisado consistiu de uma dispersao liquida de aparéncia opaca e leitosa, com
comportamento reolégico do tipo newtoniano, pH médio de 6,2+0,05 e potencial zeta
de -9,55%£1,16 mV. As particulas esféricas presentes na dispersdo apresentaram
didmetro de particula médio de 144+14 nm e baixo indice de polidispersao. As
formulacbes semissolidas apresentaram-se com pH adequado para aplicacdo
cutdnea, com teor de TTN proximo ao tedrico. A presenca no IN nao alterou o
comportamento reoldgico das mesmas, mas reduziu o indice de cosnsisténcia dos
géis. As formulacdes de creme apresentaram uma leve tendéncia a cremagem.
Através de microscopia eletrbnica de transmissdo verificou-se nanoparticulas
esféricas e homogéneas com didmetro em torno de 150 nm para as formulacbes de
creme e gel. No estudo de permeacao in vitro nao foi detectada a presenca de TTN
no meio receptor para as diferentes formulacées semissélidas. A presenca do IN na
formulacao de creme contendo TTN promoveu uma distribuicdo mais homogénea do
farmaco no estrato cérneo (EC). O fluxo da TTN foi reduzido nas camadas
adjacentes ao EC a partir de todas as formulacdes semissélidas. O estudo in vitro de
liberacado permitiu corroborar maior cedéncia da TTN pelo gel em relacdo ao creme,
e confirmar uma distribuicdo mais homogénea/constante do farmaco a partir da base
de creme contendo IN. O conjunto dos resultados permitiu concluir que é possivel
associar tretinoina livre em formulagbes contendo nanoparticulas sem que haja
favorecimento da permeagdo cutanea, mas que podem favorecer a maior

homogeneidade de sua distribuicdo através do estrato cérneo.

Palavras-chave: tretinoina, insumo comercial nanoestruturado,

penetracdo/permeacado cutanea, pele suina, formulagdes semissolidas.






ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the physicochemical characteristics of the
commercial nanostructured ingredient (NI) and semisolids formulations of cream and
gel contained nanostructured ingredient and/or tretinoin, as well as to study in vitro its
influence on the skin permeation and penetration/retention profile of the tretinoin
(TTN) from the semisolids formulations. The characterization analyzes included of
pH, diameter of particle, instability phenomena, zeta potential and rheology. The
permeation study was conducted by Franz diffusion cells and the study of skin
penetration by tape stripping and cutaneous retention techniques. The commercial
nanostructured ingredient (NI) consisted of a opaque liquid dispersion with a milky
appearance, with newtonian rheological behavior, mean pH of 6.2+0.05, and zeta
potential of -9.55+1.16 mV. IN presented spherical particles with mean diameter size
of 144 nm and low polidispersion index. The semi-solid formulations showed with pH
adequate for cutaneous application and tretinoin content close theorical. The NI
presence did not affect the rheological behavior of semi-solid formulations, but
decreased the consistency index of gels. The cream formulations presented slight
tendency to creaming. Through transmission electron microscopy verified
homogeneous and spherical nanoparticles with diameter of particles around 150 nm
for the gel and cream formulations. In vitro skin permeation study was not detected
the presence of TTN in the receptor compartment. The presence of NI in cream
formulation containing TTN promoted a more homogeneous distribution of the drug in
the stratum corneum (SC). The flow of TTN was reduced in layers adjacent to the SC
from all formulations semissélidas. The in vitro release study corroborate allowed
higher yield of TTN by gel compared to the cream, and confirm a more homogeneous
distribution/constant of the drug from the cream base containing NI. The set results
indicated that it is possible to mix up free-tretinoin in formulations containing
nanoparticles without any favoring permeation, but may encourage greater uniformity

of their distribution across the stratum corneum.

Keywords: tretinoin, commercial ingredient nanostructured, skin penetrate, pigskin,

semi-solid formulations.
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1. Introducao







Atualmente produtos cosméticos e dermocosméticos tém sido desenvolvidos
com algum tipo de tecnologia inovadora, como a nanotecnologia, a qual comegou a
ser visada em meados dos anos 90 devido as diversas vantagens de sua
aplicabilidade, principalmente no que se refere a uma maior capacidade de
penetracdo dos ativos na pele (ERENO, 2008; NEVES, 2008; BARIL et al., 2012).
Para aplicagdo dermatolégica os produtos nanotecnoldégicos apresentam algumas
vantagens frente a produtos convencionais como: a capacidade de protecdo a
compostos labeis contra a degradacdo quimica (OURIQUE et al., 2011), a
possibilidade de controlar a liberacao de farmacos (CONTRI et al., 2010), a atuacao
como agentes oclusivos (WISSING e MULLER, 2003), a potencial acdo com
bloqueadores das radiacoes UV (ALMEIDA et al., 2009), a melhora da eficacia
dermatoldgica (FONTANA et al., 2011), a reducao da irritacao dérmica (LIU et al.,
2007), um baixo potencial alergénico (PAESE et al., 2009) e como sistemas de
depésito no foliculo piloso (LADEMANN et al., 2007).

Uma vez que atualmente é notério o avanco na producao e disponibilizacao
de novos ingredientes para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes
com base nanotecnolégica torna-se necessario a existéncia de uma regulamentacao
de produtos contendo esta nova tecnologia. Tomando a frente, os paises da Uniao
Européia publicaram no Official Journal of the European Union em outubro de 2011
o primeiro documento oficial (L 275) de definicAo e normas especificas para
nanomateriais e produtos nanotecnolégicos. O documento L 275 ja possui
atualizacbes e tem servido de base para outros paises deficientes de
regulamentagdo em nanotecnologia. Paises como Brasil, Japdao, EUA, Canada,
dentre outros, ja estdo avancando na regulamentacdo com a criacdo de guias
derivados de encontros de nivel internacional.

Tendo em vista a disponibilidade de produtos cosméticos e dermocosméticos
contendo nanotecnologia no mercado ha pelo menos duas décadas e o
estabelecimento de legislacbes em fase de desenvolvimento e implantacéo, diversos
produtos contendo nanotecnologia foram liberados para comercializacdo sem a
obrigatoriedade da realizagdo de ensaios que comprovassem a presenga ou
auséncia de nanoestruturas na sua composicdo. Diversos autores apontam a

necessidade de alguns estudos em produtos contendo nanotecnologia como:
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avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas (estrutura cristalina; estado de
agregacao; revestimentos de superficie; reatividade de superficie; pureza, pH,
potencial zeta); influéncia da absorcdo percutdnea e da liberacdo do ativo;
biodegradabilidade em meios biolégicos ou ambiente (SCHAFFAZICK et al., 2003;
PARDEIKE et al., 2009; MU e SPRANDO, 2010).

Atualmente novos grupos de excipientes e sistemas vem sendo utilizado para
melhorar a liberacdo de farmacos através da pele, sem, no entanto, afetar a sua
funcdo barreira. Como opcédo frente aos promotores quimicos cita-se, as
microemulsdes, nanoparticulas (poliméricas e lipidicas) e os lipossomas que
poderdo modificar a famacocinética da substancia ativa facilitando sua passagem
através da pele (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; CEVC, 2004; MU e SPRANDO,
2010). Em vista da atuagcédo das nanoparticulas como promotoras de permeacgao de
farmacos na pele, alguns grupos de pesquisa tem realizado estudos de permeacéao
para avaliar a influéncia das nanoparticulas na permeacao/penetracéo e liberacao
de ativos na pele a partir de formulagdes semissoélidas (MULLER, 2002; JIMENEZ et
al., 2004; PAESE, 2008; SHAH et al., 2007; YOURIK et al., 2008; OURIQUE et al.,
2011). Entretanto, até o momento nado foi encontrado na literatura estudos que
avaliassem farmacos livres em presenca de nanoparticulas em formulagdes de
creme e gel e trabalhos que avaliassem insumos comerciais e sua compatibilidade
em formulacdes de creme e gel. Contudo, prop6s-se a realizar um estudo pioneiro
de permeacdo de um farmaco livre incorporado em formulagoes semissoélidas
contendo nanoparticulas ja produzidas e comercializadas no Brasil.

Considerando o exposto este trabalho se trata da avaliacdo das
caracteristicas fisico-quimicas de um insumo cosmético nanoestruturado comercial,
antes e apds sua incorporacdo em formulagdes semissoélidas, bem como da
avaliacdo da sua influéncia na permeacao/retencao cutanea e na liberacao in vitro
da tretinoina, a partir das formulacdes semissélidas de creme e gel. A tretinoina foi
escolhida para esse estudo devido a sua ampla utilizacdo em formulacdes
dermocosmeéticas para o tratamento do fotodano e clareamento facial, assim como o
insumo nanoestruturado que contém vitamina C oleosa, podendo assim os ativos
selecionados agirem de forma complementar ou sinérgica no tratamento de

manchas e fotoenvelhecimento da pele.
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Além disso, a tretinoina por sua caracteristica altamente lipofilica poderia associar-
se aos nanocarreadores lipidicos nanoestruturados por afinidade, penetrando mais

facilmente na pele.
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2. Objetivos







2.1 Objetivo Geral

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas de um insumo cosmético
nanoestruturado comercial, antes e apdés sua incorporacdo em formulacdées de
creme e gel com ou sem a adicao de tretinoina e estudar sua influéncia no perfil de
permeacao, penetracao/retencao cutanea e liberacao in vitro da tretinoina a partir de

formulagdes semissdlidas (creme ou gel).

2.2 Objetivos Especificos

I. Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do insumo nanoestruturado
comercial;

Il. Preparar bases semissélidas (gel e creme) para incorporacao de tretinoina
e/ou do insumo nanoestruturado e avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas a fim
de verificar a influéncia da adicdo do insumo nanoestruturado;

[ll. Validar uma metodologia analitica para extracdo e quantificacdo da
tretinoina nas bases semissolidas, fitas adesivas e pele suina;

IV. Avaliar a influéncia do insumo nanoestruturado na permeacéao e retencao
cuténea in vitro da tretinoina, a partir de bases semissoélidas, empregando célula de
Franz e pele de abdémen de porcas;

V. Estudar a liberacdo in vitro da tretinoina a partir de formulacoes

semissoélidas contendo e ndo contendo insumo nanoestruturado.
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3. Revisao de Literatura







3.1 Apele
3.1.1 A pele e a absorcao percutanea

A pele como maior 6rgao do corpo humano corresponde a cerca de 5% do
peso total do individuo, apresentando uma &rea total em torno de 2 m2. Uma de suas
principais fungdes é funcionar como barreira protetora contra influéncias mecénicas,
quimicas, microbianas e fisicas entre o0 organismo e o0 meio externo
(GONCHOROSKI e CORREA, 2005; SCHAEFER et al., 2008; BECK et al., 2011). A
pele é composta por trés camadas: a epiderme, a derme e a hipoderme. A epiderme
€ constituida por quatro camadas de células: basal, granulosa, espinhosa e cérnea
(a camada mais superficial), classificadas pelos tipos celulares que cada uma
possui, contudo, a fim de facilitar o entendimento, pode ser dividida apenas em
estrato cérneo (EC) e epiderme viavel (EV), as quais englobam a epiderme como um
todo (PRISTA et al.,, 1995; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999; HERNANDEZ e
MERCIER-FRESNEL, 1999; NETZLAFF et al., 2005; SCHAEFER et al., 2008).

O EC é formado basicamente por cornedcitos, células ndo viaveis, com
composicao lipidica fundamental que atua como uma barreira fisica que se renova
constantemente e que protege o corpo da perda excessiva de agua e da invasao de
substancias quimicas e biolégicas. Esta é a principal camada responsavel pela
impermeabilidade a diversas substancias, constituindo na principal responsavel pelo
controle da penetracdo de ativos, pois atua como obstaculo a penetracdo de
moléculas indesejaveis, em especial as susbstancias altamente hidrofilicas (WERTZ
e DOWNING, 1989; MORGANTI et al., 2001; CEVC, 2004; LEONARDI E CHORILLI,
2008; SCHAEFER et al., 2008). No caso da epiderme viavel, que esta logo abaixo
do estrato cérneo, é constituida de varias camadas de células em distintos estagios
de diferenciacédo, possui capacidade de metabolizar produtos quimicos que passam
através do estrato cérneo e confere maior resisténcia as substancias altamente
lipofilicas. De forma generalizada, as substancias lipofilicas permeiam mais
facilmente através da pele devido a maior eficiéncia da barreira formada pelo EC as
substancias hidrofilicas (RHEIN et al., 2000; LEONARDI E CHORILLI, 2008). A
derme fornece suporte fisioldégico para a epiderme avascular e é onde residem os

vasos sanguineos, nervos sensoriais e vasos linfaticos, além de fibras colagenas e
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elasticas. A pele também contém apéndices, tais como os foliculos pilosos,
glandulas sebaceas e sudoriparas (WHO, 2006). A hipoderme reside abaixo da
derme e é composta de gordura, tecido conjuntivo fibroso e elastico, os quais estao
intercalados, e possui especial importancia no isolamento térmico (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1999; KANIKKANNAN et al., 2000).

A penetracdo na pele de uma substancia € um processo complexo que
envolve trés etapas principais: (1) a liberagdo da substancia a partir do veiculo ou
forma farmacéutica, (2) a penetracdo no EC, e (3) o particionamento do estrato
coérneo para a epiderme viavel e derme. As propriedades fisico-quimicas tanto da
substancia quanto do veiculo e grau de saturagdo da substancia na formulacdo séo
processos determinantes na penetracdo de substancias na pele. Assim, o
entendimento dos processos de absorcao cutanea sdo necessarios para a avaliacao
da liberacdo de farmacos de qualquer via dérmica ou transdérmica (DESAI et al.,
2010). Além disso, o estudo do perfil de permeacao/penetracdo cutanea é muito
importante para o0 desenvolvimento, otimizagdo das formulacbes e melhor
conhecimento da eficacia de produtos tépicos (LADEMANN et al., 2007). Além dos
fatores ja citados, a composicdo lipidica da epiderme é também importante no
processo de absorcédo cutdanea (LEONARDI E CHORILLI, 2008), sendo que o efeito
local pode ser favorecido se estas substéncias se concentrarem em regides
subcutaneas ao atravessarem o estrato corneo (FRONZA, 2006).

A lipofilia de um produto é fator importante, pois faz com que este atinja as
estruturas lipidicas ou lipoprotéicas da pele com maior facilidade para participar do
metabolismo desta. Além da lipofilia, a massa molar (moléculas com alta massa
molecular penetram com maior dificuldade devido ao seu volume), a presenca de
promotores de penetracao, o tipo de formulacao, o estado fisico da formulagao, local
de aplicacdo da formulacdo e o grau de hidratacdo do estrato cérneo sao fatores
importantes a serem considerados no caso de formulacées de aplicacdo tépica
(MORGANTI et al., 2001; VERMA et al., 2003; LEONARDI E CHORILLI, 2008).

Existem diversos agentes que podem auxiliar na penetracdo de substancia na
pele. Os promotores de permeacdo sdo compostos quimicos farmacologicamente
inertes e com boas propriedades solventes (HADGRAFT, 1999; WILLIAMS E
BARRY, 2004; PATHAN E SETTY, 2009). Solventes e compostos anfifilicos sdo os

grupos de promotores de permeacdo classicos e mais antigos, como exemplo:
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propilenoglicol, polietilenoglicol, DMSO, acidos lactico, oléico e salicilico, tensoativos,
uréia, etc. De modo geral esses promotores irdo aumentar o fluxo da substancia
ativa através da pele (ANSEL et al., 2000; WILLIAMS E BARRY, 2004; LEONARDI E
CHORILLI, 2008). Atualmente novos grupos de excipientes e sistemas vem sendo
utilizado para melhorar a liberacdo de farmacos através da pele, sem, no entanto,
afetar a sua funcao barreira. Como opc¢ao frente aos promotores quimicos cita-se,
atualmente, as microemulsdées, nanoparticulas (poliméricas e lipidicas) e os
lipossomas que poderdao modificar a famacocinética da substancia ativa facilitando
sua passagem através da pele (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; CEVC, 2004; MU e
SPRANDO, 2010).

Em vista a obter maiores informacdes acerca da atuacdo de nanoparticulas
como promotoras de permeacao, diferentes estudos tém sido relatados na literatura.
WISSING e MULLER (2003) introduziram as nanoparticulas lipidicas sélidas e (NLS)
e 0s carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs) como importantes sistemas
transportadores de ativos de formas farmacéuticas e cosméticas. Esses sistemas
nanoestruturados estdo sendo propostos como carreadores coloidais usados para
liberar varios farmacos na pele e no estrato corneo de forma imediata ou gradual.
Como resultado é possivel suprir a pele por um periodo de tempo mais prolongado,
podendo-se também considerar que um tratamento no local afetado é capaz de
reduzir a absorcdo sistémica e os efeitos colaterais (JALON et al, 2001a; JALON et
al., 2001b; COUVREUR et al, 2002).

A absorcdo de farmacos e outras substancias através da pele pode ser
estudada através de ensaios in vitro e in vivo, com diversos tipos de membranas
naturais, como pele humana, de porco, de rato, etc, ou sintéticas. A pele de porco
tem sido bastante utilizada nos estudos in vitro, em especial por industrias
cosméticas, uma vez que estes ensaios sao necessarios para uma previsdo da
absorcao percutanea, avaliacdo de perfis farmacocinéticos da substancia em
questdo e correlagdo entre 0s ensaios in vitro € in vivo com a pele humana, dos
quais resultados sao mais préximos da realidade (OECD, 2004; GODIN E TOUITOU,
2007; LEONARDI E CHORILLI, 2008; SCHAEFER et al., 2008).

Diversos equipamentos e instrumentos sdo empregados para estudos in vitro
de permeacdo cutanea e liberacdo de farmacos a partir de formulacdes
dermatoldgicas e transdérmicas, entre eles as “células de liberagdo ou de difusao”.
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Ha uma grande variedade de estudos descritos na literatura utilizando células de
difusdo de Franz (FRANZ, 1975) para avaliacdo da encapsulacao de ativos ou
farmacos na permecao cutanea. MANCONI e colaboradores (2002) estudaram a
liberacdo in vitro da tretinoina, livre e encapsulada em niossomas, em células de
difusdo do tipo Franz, a partir de formulagdes semissoélidas e concluiram que a
entrega da tretinoina € principalmente afetada pela estrutura vesicular, aumentando
respectivamente nas estruturas multilamelares para unilamelares de tamanho
grande e unilamelares de tamanho pequeno.

ALVES e colaboradores (2007) utilizaram o método de célula de Franz
seguida da técnica de tape stripping para avaliar a penetracdo e a distribuicdo da
nimesulida a partir de hidrogéis contendo diferentes nanoparticulas, os quais foram
aplicados em pele humana. Os resultados apresentados pelos autores mostraram
que a presencga da nimesulida nas camadas viaveis da pele foi maior para o hidrogel
contendo nimesulida associada as nanocapsulas, quando comparados aqueles
obtidos para os hidrogéis contendo nimesulida associada a nanoesferas ou
nanoemulséo.

PUGLIA e colaboradores (2008) utilizaram células de Franz a fim de estudar
in vitro o comportamento de nanoparticulas lipidicas de ketoprofeno e naproxeno na
absorcdo percutanea sobre pele humana a partir de formulagdes de gel. Os
resultados obtidos pelos autores demonstraram que as nanoparticulas foram
capazes de reduzir a penetracdo do farmaco verificado pelo seu acimulo na camada
cérnea.

OURIQUE e colaboradores (2011) utilizaram células de difusdo de Franz para
estudar a influéncia da nanoencapsulagdo no perfil de permeagédo da tretinoina
através da pele a partir de hidrogéis. Os autores compararam a permeacgao da
tretinoina livre e nanoencapsulada em nanocapsulas de ndcleo lipidico e concluiram
que a nanoencapsulacao permitiu maior retencdo do farmaco na superficie da pele
em comparacao com o farmaco livre no hidrogel.

SILVA e colaboradores (2013) apds preparar nanocapsulas de nudcleo lipidico
contendo vitamina K1 estudaram a influencia da nanoencapsulacdo da vitamina K1
na sua permeacao cuténea. Foi utilizado células de difusdo de Franz seguida da
técnica de tape stripping como metodologias. Apés 8 horas de experimento foi

observado maior quantidade da vitamina K1 na derme e na camada mais externa da
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pele e uma diminuigdo da permeacao do farmaco para o compartimento receptor do

farmaco a partir das nanocapsulas em comparagao com o farmaco livre.

3.2 Fotoenvelhecimento cutaneo e tratamento

3.2.1 Fotoenvelhecimento cutaneo

O envelhecimento &€ um processo complexo e multifatorial, resultando em
diversas alteracbes funcionais e estéticas na pele, tendo duas vertentes
classificatérias:  fotoenvelhecimento e  envelhecimento  cronolégico. O
fotoenvelhecimento cutidneo é a ocorréncia da exposicdo crbnica as radiacoes
ultravioletas (UV) que, associado a fatores intrinsecos e o aumento da idade,
acarreta mudancas na aparéncia e alteracbes da pele, podendo causar a
fotocarcinogénese. O envelhecimento cronolégico € considerado um fenémeno de
continuacao do processo de desenvolvimento e diferenciacdo, que ocorre com uma
sequéncia de eventos que leva a reducdo progressiva do funcionamento e
capacidade de reserva de todos os érgaos do corpo, incluindo a pele (GILCHREST
E YAAR, 2007; RAMOS-E-SILVA e CARNEIRO, 2007; SCOTTI et al., 2007).

O fotoenvelhecimento e o envelhecimento cronoldgico sao processos distintos
tanto na ocorréncia quanto nos processos clinicos e histolégicos que afetam a
estrutura e funcdes da pele (FARAGE et al., 2008; RESZKO et al., 2009). Fatores
intrinsecos ao envelhecimento representam um processo complexo que inicia em
nivel molecular e obedece intrinsecamente a um programa genético individual, ao
qual se sobrepbem as agressdes impostas pelo meio ambiente. O fatores
extrinsecos sao, em diferentes graus, controlaveis e incluem a exposicao a poluicéo,
a luz solar (radiacbées UV), habitos alimentares, tabagismo, uso do alcool e outras
drogas, estilo de vida, entre outros (VIEIRA, 2007; FARAGE et al., 2008; KEDE E
OLEG, 2009).

As alteracdes histologicas decorrentes do envelhecimento intrinseco séao
caracterizadas pela diminuicéo da sintese de colageno, da degeneracao de redes de
fibras elasticas e da perda da hidratagéo da pele. Clinicamente essas alteragdes sao
visualizadas através do enrugamento fino, da perda do ténus, e da perda de gordura
subcutanea da pele. Por outro lado, as alteracdes histolégicas decorrentes dos
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fatores extrinsecos, onde a radiagdo UVA é o principal fator desencadeante, séo
caracterizadas pelas as alteracbes da matriz e mudancgas no padrdo da expressao
dos fibroblastos com diminuicdo do colageno tipo 1 e do conteludo celular.
Clinicamente, o fotoenvelhecimento extrinseco é caracterizado pelo enrugamento
grosseiro e sulcar com um espessamento da pele, elastose aparente, e uma
variedade de neoplasmas benignos, pré-malignos ou malignos, além de alteracdes
pigmentares e telangiectasias que contribuem para uma aparéncia envelhecida,
criando sombras e areas de contraste na face (GILCHREST e YAAR, 1992;
DRAELOQOS, 2005; VARANI et al., 2010).

O fotoenvelhecimento ocorre a partir da exposicao excessiva da pele a luz do
sol, onde a radiacdo UV (UVA e UVB) é absorvida por moléculas da pele. A
radiacao UV é responsavel por 90% dos danos causados a pele e assim como 0s
raios infravermelhos (IV) os quais penetram mais profundamente na pele. As
radiagbes UVA e UVB estimulam a formacédo de radicais livres. Para exercer seus
efeitos nas células, a energia eletromagnética da radiagdo UV deve ser absorvida
pelos cromoforos celulares existentes, tais como DNA, porfirinas, acido urocanico e
aminoacidos aromaticos. Estes cromoéforos, quando excitados, podem reagir com o
oxigénio molecular, resultando em espécies reativas de oxigénio que causam dano
oxidativo de componentes celulares como paredes celulares, membranas lipidicas,
mitocéndrias e DNA (LONGSTRETH et al., 1998; FISHER et al., 2005).

3.2.2 Tratamento da pele fotoenvelhecida

O fotoenvelhecimento e suas consequéncias podem ser evitados através da
supressao da exposicao da pele ao sol e uso da fotoprotegdao, com uso de chapéus,
tecidos ou ainda produtos como filtros solares. A fotoprotecdo € a medida mais
importante a ser tomada para a melhoria do aspecto da pele. Contudo, a pele que se
apresenta fotoenvelhecida precisa ser tratada. Atualmente ha inimeros tratamentos
médicos e cirlrgicos, além de produtos cosméticos, “cosmecéuticos” e
farmacolégicos, além de novas tecnologias, as quais estdo disponiveis para a
protecdo e o tratamento em funcdo da melhoria do aspecto da pele envelhecida
(RAMOS-E-SILVA E CARNEIRO, 2001; PALM e O'DONOGHUE, 2007).
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Na tentativa de um tratamento mais eficaz para a pele fotoenvelhecida, tem-
se utilizado terapias mais agressivas, através da remocao da pele danificada pra
promover a renovacao da pele saudavel (DRAELOS, 2005). A introducdo dos
retindides ocorreu na década de 60, sendo considerada, na época, a nova era para
tratamentos dermatolégicos (KRAURTHEIM e GOLLNICK, 2004)

As propriedades biolégicas de retindides incluem captura de radicais livres,
aumento da proliferagdo de fibroblastos, modulacdo da proliferagdo celular e
diferenciacdo do colageno, aumento da sintese de hialuronato, e diminuicdo da
matriz metaloproteinase. Segundo DRAELOS (2005), diversos estudos relatam um
alto nivel de eficacia contra acne, fotoenvelhecimento e psoriase do uso tépico de
retindides.

A tretinoina (Figura 1) é um retindide natural, derivado acido da vitamina A,
também chamada de &cido trans-retindico, que quando aplicada topicamente é
efetiva no tratamento de afeccdes cutaneas como a acne, fotoenvelhecimento,
ictiose, psoriase, cancer de pele, entre outros. Entretanto, € uma substancia irritante,
e seu uso pode causar descamagcao e ressecamento da pele e mucosas (BRISAERT
e PLAIZIER-VERCAMMEN, 2000; ZHAI e MAIBACH, 2004; ANVISA, 2013).

CH; CHg4
H5;C CHs

\\ S \\ S COOH
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Figura 1: Estrutura molecular do acido trans-retindico.

A utilizacdo da tretinoina tépica (Retin A®, Renova®, Ortho-Neutrogena®) no
tratamento da pele fotoenvelhecida justifica-se por sua capacidade de melhorar a
aparéncia dos sinais da pele, como linhas finas, rugas e pigmentacao. A tretinoina
(Retin A®) foi originalmente aprovada para uso em concentragdes acima de 0,1% no
tratamento da acne e, mais tarde , com o nome de Renova®, a 0,025% e 0,05%
(DRAELOS et al., 2005; HELFRICH et al., 2008).

Em 1986 KLIGMAN e seu grupo de pesquisa estudaram a atividade anti-
fotoenvelhecimento da tretinoina. Foram realizadas varias aplicacbes de creme

contendo tretinoina nas concentracoes de 0,05% e 0,1% e de um creme controle por
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um més. Observou-se, em relagdo ao creme controle, quatro diferentes efeitos
histoldgicos: aumento da espessura da epiderme, aumento da espessura da camada
granular, diminuicao do teor de melanina e a compactagao do estrato corneo. Os
efeitos clinicos relatados foram: textura mais suave da pele com perda ou diminuicao
das rugas finas, leve eritema (decorrente da irritacdo), suavizagdo de lentigos, e
melhoria das rugas mais grosseiras.

KANG e colaboradores (2005) realizaram um estudo a longo prazo da
segurancga e eficacia de creme contendo tretinoina a 0,05%. O estudo foi conduzido
com uma aplicacdo ao dia do creme durante dois anos para o tratamento do
fotodano moderado a grave fotodano. Os resultados mostraram que a longo prazo a
tretinoina a 0,05% apresentou-se segura e eficaz em pacientes com fotodano facial
grave. O tratamento com tretinoina resultou, em relacao ao grupo placebo, em uma
melhora significativamente maior dos sinais do envelhecimento como: enrrugamento
fino e grosseiro, hiperpigmentagéo e lentigos. Na avaliagdo imunohistoquimica, foi
mostrado um aumento significativo do marcador procolageno 1C terminal,

responsavel pela sintese do colageno.

3.3. Nanoparticulas

3.3.1 Nanoparticulas e nanomateriais: definicao e regulamentacao

Um grande interesse tem sido gerado pela nanotecnologia nas mais variadas
areas, por ser um campo emergente da ciéncia com ampla gama de aplicacées, e
devido ao impacto de resultados que a sua utilizacdo pode fornecer ao
desenvolvimento tecnolégico e econbémico. O termo Nanotecnologia vem sendo
definido por grupos de pesquisa cientificos, 6rgaos e agéncias do mundo todo a fim
de aprimora-lo, entretanto ndo h& um consenso internacional sobre sua
denominacdao, tendo as seguintes conceituagdes:

- “é a integracdo de nanodispositivos em materiais, sistemas e arquiteturas
macroscopicas sem perda das propriedades derivadas da nanoestruturacdao” (NSF,
2013);

- “0 uso de pequenas estruturas menores de 1.000 nm de diametro que sao
projetadas para apresentar propriedades especificas” (EMEA, 2013);
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‘o entendimento e controle da matéria e processos em nanoescala,
tipicamente, mas ndo exclusivamente, abaixo de 100 nanémetros em uma ou mais
dimensdes, onde o aparecimento de fenbmenos dependentes de tamanho permite
novas aplicacdes” ou “utilizacdo das propriedades dos materiais em nanoescala que
sao diferentes das propriedades dos atomos individuais, moléculas, ou dos materiais
macroscopicos, criando materiais, dispositivos e sistemas melhores que exploram
essas novas propriedades” (ISO TC 229, 2013);

“é a concepgao, caracterizacdo, producdo e aplicagdo de estruturas,
dispositivos e sistemas de manipulacdo controlada de tamanho e forma, a escala
nanométrica (atémica, molecular e macromolecular escala) que produz estruturas,
dispositivos e sistemas com pelo menos uma nova caracteristica/propriedade
superior (BAWA et al., 2005).

- No Brasil, 0 NBS - Nomenclatura Brasileira de Servigcos - no dia 02 de abril
de 2012, por meio do Decreto n® 7.708 define a nanotecnologia como termo relativo
a um amplo leque de novas tecnologias que objetivam manipular atomos, moléculas
e particulas subatémicas para a criagdo de novos produtos.

Assim como para a nanotecnologia, a definicdo para os nanomateriais vém
sendo discutida internacionalmente. Contudo, atualmente a definicdo mais difundida
€ a divulgada pela European Comission (UE) em 2011 que considera como
“Nanomaterial todas as particulas que possuam pelo menos uma das suas
dimensdes em escala entre 1 e 100 nm e que estas particulas sejam estudadas em
namero”. Contudo, a definicdo mais consensual estabelece que “Nanomaterial é um
material natural, obtido acidentalmente ou fabricado, que contém particulas livres ou
agregadas onde, para 50% ou mais das particulas, considerando a sua distribuicao
em numero, possui uma ou varias dimensdes externas na escala entre 1 nm e 100
nm”. A UE relata que em certas circunstancias especiais prevalentes para certos
dispositivos farmacéuticos ou médicos, incluindo nanopatrticulas labeis (lipossomas,
nanoemulsdes, nanoparticulas lipidicas), a definicdo ndao deve excluir o termo “nano”
para estruturas especializadas ja em uso com diametro médios entre 100 e 1.000
nm, uma vez que alguns tipos de nanoparticulas apresentam suas propriedades
especiais em faixas de tamanhos maiores que 100 nm (ABDI, 2013).

Independente da definicdo adotada, os elementos nanotecnoldgicos devem
ter propriedades Unicas e especiais que sao exclusivamente devido as suas
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propor¢cées nanométricas, sendo que a relacédo entre as propriedades dos materiais
e seu desempenho como produto deve ser estabelecido para justificar seu uso. Para
isso, no caso das industrias, € necessario demonstrar os beneficios das
nanoparticulas e dos produtos comerciais antes de sua comercializagdo
(YOKOYAMA e HUANG, 2005; HASSAN e ELSHAFEEY, 2010; FDA 2012b). Além
dos beneficios, ha uma grande preocupacao quanto aos riscos que a exposicao a
nanotecnologia pode exercer.

Em se tratando de nanocosméticos, de acordo com o Scientific Committee on
Consumer Products da Comissdo Européia (2007), o risco esta associado ao uso de
nanoestruturas cujas particulas tenham diametro abaixo de 100 nm. Segundo esse
mesmo comité as nanoestruturas deveriam ser classificadas em dois grupos: labeis
e insolluveis. As nanoestruturas labeis sdo aquelas que se dissolvem fisica ou
quimicamente apds sua aplicacao sobre a pele, ndo oferecendo riscos maiores que
0s produtos convencionais a saude e ao meio ambiente, considerando que as
avaliacbes convencionais de risco podem ser suficientes para garantir sua
seguranca. Enquanto que as nanoestruturas insolUveis sado incapazes de se
desestruturar nos meios biolégicos, sendo necessarias outras medidas de avaliacéo,
tais como, niumero de particulas, area superficial, bem como sua distribuicdo e
penetracdo. Ja que essas podem trazer maiores riscos, devido a sua possibilidade
de captura, podendo tornar-se sistematicamente disponivel e levar a um acumulo em
orgaos-alvo secundarios. Esses efeitos podem ser agravados com a aplicacido
repetida de produtos nanocosméticos contendo nanoparticulas insoluveis. Devido
aos riscos que essas nanoparticulas podem causar ao consumidor € ao meio
ambiente, esses nanocosmeéticos devem ser avaliados caso a caso (SCCP, 2007).

A seguranca de nanomateriais, além de considerar a utilizagdo pelo
consumidor, deve ser estudada e avaliada de forma a considerar toda a exposicao
que pode ocorrer desde as etapas de fabricacao de nanoingredientes e eventual
exposicao dos trabalhadores, até a eliminacao dos produtos contendo nanomateriais
e a sua persisténcia e efeitos no meio ambiente. Para que este amplo estudo seja
possivel, torna-se fundamental uma avaliagédo e caracterizacdo dos nanomateriais
que exige uma definicdo rigorosa e métodos adequados (ITEHPEC, 2012) e a

regulamentacao especifica para este tipo de tecnologia.
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Em se tratando de regulacdo do setor nanotecnolégico, a nanotecnologia que
vem sendo considerada como a nova “Revolucao Tecnoldgica” e, relativamente
nova, nem todos os paises possuem uma legislacdo especifica para este ramo,
sendo que a Unido Européia foi a primeira a instutir normas especificas no ano de
2011. Entretanto, j& ha alguns anos instituicbes como: Environmental Protection
Agency (EPA), Food and Drug Administration (FDA), National Institute for
Occupational Safety and Health (NIOSH), Organisation for Economic Co-operation
and Development (OECD), International Organization for Standardization (ISO),
entre outras, vem formando encontros e féruns nacionais e internacionais e
transformando as discussbes em literaturas orientativas (guias, relatérios, etc) sobre
a definicdo, caracterizagdo e demais controles minimos a serem realizados nos
produtos contendo nanotecnologia. Esses materiais tém servido de base para que
as industrias desenvolvam seus projetos, produtos e processos (ABDI, 2010;
ABIHPEC, 2010). O FDA em 20 de abril de 2012 langou um guia de orientacao as
industrias de cosméticos para o uso da nanotecnologia em seus produtos. O
documento estabelece as idéias do FDA sobre a realizacdo de avaliacbes de
seguranca para produtos cosméticos, observando que cosméticos com
nanomateriais estdo sujeitos aos mesmos requisitos que os outros produtos
conforme a seguir:

- Os requisitos legais para cosméticos fabricados usando nanomateriais séo
0S mesmos que aqueles para quaisquer outros cosméticos. Enquanto os cosméticos
nao estdo sujeitos a aprovacdo pré-comercial, empresas e individuos que
comercializam os cosméticos sao legalmente responsaveis pela seguranca dos seus
produtos e eles devem estar devidamente rotulados;

- Para realizar as avaliacbes de seguranca de produtos cosméticos que
contenham nanomateriais, testes-padrdo de seguranca podem precisar ser
modificados ou novos métodos desenvolvidos.

Segundo a ANVISA (2004) as metodologias para avaliagdo dos farmacos
contendo o ativo na forma livre ja estdo bem estabelecidas, porém para os produtos
que contém nanotecnologia ainda faltam legislacdes e estudos que garantam a
seguranga dos mesmos. Na literatura cientifica, autores sugerem algumas analises
importantes a serem realizadas em produtos de base nanotecnolégica como:

tamanho das particulas e distribuicdo do seu tamanho; biodegradabilidabilidade em
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meios bioldégicos ou ambiente; estrutura cristalina; estado de agregacao;
revestimentos de superficie; reatividade de superficie; pureza, pH e potencial zeta
(SCHAFFAZICK, 2003; PARDEIKE et al., 2009; MU e SPRANDO, 2010). MU e
SPRANDO (2010) discutem em um de seus trabalhos que a avaliacdo das
caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas constitui uma compreensédo do
nanomaterial e da interacdo deste com o0 meio ambiente, mas que combinada com o
entendimento da via de exposicao fornece informagdes Uteis sobre o destino
biol6gico dos nanossistemas e de sua toxicidade. PARDEIKE e colaboradores
(2009) relatam a importancia de estudar a influéncia da absorcéo percutdnea e da
liberacdo de um ativo a partir nanossistemas, sendo importante para sua seguranca
e eficacia.

Em agosto de 2012 a Comissao Européia publica a segunda revisdo para
nanomateriais com indicacées do Regulamento de Registro, Avaliacdo, Autorizacao
e Restricdo de Produtos Quimicos (REACH) para os nanomateriais (NIA, 2013). A
legislacdo para a nanotecnologia esta deixando de ser voluntaria para ser
mandatéria (legalmente obrigatéria) (ADBI, 2010). A Unido Européia ja consta de
regulacdo para os nanomateriais, os quais sdo regulamentados pelo REACH -
Regulation on Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals —
que instituiu o conceito de nanomaterial, testes minimos para comprovacao do
tamanho e outras obrigatoriedades para a comercializacdo de produtos contendo
estes a fim de garantir a salde, a seguranca e a protecao ambiental (JOUE, 2011).
A Agéncia Européia de Medicamentos segue os mais recentes desenvolvimentos em
nanotecnologia, que séo relevantes para o desenvolvimento de medicamentos.
Recomendacbées da Comissao da Agéncia de Medicamentos para Uso Humano
(CHMP) ja levram a aprovagdao de uma série de medicamentos a base de
nanotecnologia. Sao exemplos de medicamentos em lipossomas: Caelyx
(doxorrubicina); MEPACT (mifamurtida) e Myocet (doxorrubicina); e em outros
sistemas nanoestruturados: Abraxane (paclitaxel), Emend (aprepitante) e Rapamune
(sirolimus).

A ITEHPEC (2012) informou que as normas a serem adotadas para o estudo
da seguranca e a regulamentacdo internacional encontram-se em debate nas
principais regides econOmicas. Vale dizer que o Brasil € membro integrante dos
foruns de discussdao participando na ISO (International Organization for
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Standardization) e no ICCR (International Cooperationon Cosmetic Regulation). Uma
harmonizacao e alinhamento internacional sdo importantes para o setor produtivo
brasileiro que exporta produto acabado, para que ndo sejam acrescentadas
barreiras a livre circulagdo de mercadorias. A nivel nacional, no Brasil a definicao de
nanotecnologia adotada € a descrita pela ISO TC 229 e para nanomaterial da
ISO/TR 12885-2008 nanomaterial engenheirado € um material nanoestruturado e/ou
€ 0 que contém nano-objetos). Além disso, o grupo formado pelo Ministério de
Desenvolvimento Industrial e Comércio (MDIC) em 2007, desenvolveu um algoritmo
que relaciona perguntas para direcionar a classificacao de diferentes nanomateriais,
0os quais teriam diferentes graus de risco ou perigo em potencial, por exemplo,
nanotubos de carbono e lipossomas.

Em maio de 2012 o ITEHPEC (Instituto de Tecnologia e Estudos de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosméticos) criou o Documento de Referéncia
“Nanotecnologia em Cosméticos” derivado do Encontro Internacional “Os Pilares
Fundamentais da Nanotecnologia na Industria Cosmeética realizado em Sao Paulo,
SP, Brasil. Esse documento exibe os apontamentos e recomendacdes do setor com
o objetivo de auxiliar a construgcdo de politicas publicas adequadas para o
desenvolvimento da nanotecnologia para a Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria
e Cosméticos no Brasil. A seguir algumas orientagdes importantes, para industrias
fabricantes de nanoingredientes e produtos que os contenham, descritas no
Documento de Referéncia:

- A analise de seguranca de cosméticos que incorporam nanotecnologias
deve ser desenvolvida no produto final se as tecnologias aplicadas forem sollveis e
labeis; ou entdo, diretamente nos nanoingredientes, se estes forem insollveis e
persistentes. No entanto, todos os produtos cosméticos, independentemente das
tecnologias que incorporem, devem sempre ser objeto de todas as analises exigidas
pelas normas e requerimentos regulatérios da ANVISA;

- A analise especifica de seguranca dos cosméticos contendo nanomaterias
nao exclui as normas de seguranca comuns aos produtos de higiene pessoal,
perfumaria e cosmeticos;

- A seguranca dos nanoingredientes para o consumidor depende da
exposicao destes através da pele, inalacdo e ingestdo. Os métodos atualmente
utilizados para a avaliagdo da exposicdo devem ser adaptados as nanotecnologias,
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utilizando técnicas de estudo que considerem, além da exposicao sistémica, a
penetracdo através da pele, a inalagdo e deposicdo pulmonar e a
absorcao/translocacgao intestinal.

A fim de poder caracterizar nanomateriais e avaliar a qualidade de produtos
que os contenham, um projeto da ABDI, no ambito da Agenda Tecnoldgica Setorial
(ATS) de Cosmeéticos, desenvolvido em parceria com ITEHPEC/ABIHPEC e
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia) desenvolvera,
para nanomateriais, métodos de caracterizacdo padronizados com metodologias de
analise de execucgao rapida, a custo controlado e que atendam aos requerimentos
regulatérios. Uma vez padronizada, esta tecnologia sera difundida com o apoio de
laboratérios de referéncia para os fabricantes de insumos e cosméticos, permitindo a
caracterizagao, reprodutibilidade e rastreabilidade; além da certificacdo de
laboratérios de referéncia.

O Japao compartilha a opiniao de outras Agéncias como a Americana (FDA)
ou da Comissao da Comunidade Europeia de que a legislacao existente é adequada
para avaliar os riscos da maioria dos nanomateriais. No Reino Unido, a British
Standards Institution (BSIl) tem um comité sobre Nanotecnologias (NTI/1), que
analisa o trabalho da ISO TC229 e de outras comissdes competentes. NTI/1 também
desenvolveu uma série de documentos nacionais, que podem ser vistos e baixados
de seu site. Na Alemanha, o Deutsches Institut fir Normung e. V. (DIN) também tem
uma comissado sobre Nanotecnologias (NA 062-08-17 AA) que analisa o trabalho da
ISO TC229 e de outras comissées competentes como o CEN TC 352 (NIA, 2013).

Diante dos fatos citados acima, observa-se que a questdo da regulacdo da
nanotecnologia estd sendo fruto de grandes discussdes, debates e comités, e
mesmo com alguns paises sem legislacao especifica, estes vem comercializando
diversos produtos com nanotecnologia sem ter uma comprovagdo da seguranca,
desempenho/eficacia e da propria caracteristica do produto. Na Cartilha da ABDI
(2011) “Nanotecnologias: subsidios para a problematica dos riscos e regulagao” é
relatado que a comercializacdo de produtos contendo nanotecnologias é avaliada
pela legislagdo vigente de cosméticos convencionais, o que tem causado grandes
discussfes em varios segmentos da sociedade, comunidade cientifica, organismos

nao-governamentais e mesmo nas empresas com produtos comerciais em fase de
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elaboragéo, finalizagdo ou pré-comercializacdo, ressaltando a necessidade de
legislacédo especifica para os produtos e insumos nanotecnolégicos.

3.3.2 Produtos e Insumos cosméticos contendo nanotecnologia:

panorama nacional e mundial

E muito dificil saber exatamente quantos produtos obtidos por nanotecnologia
ou que contém nanotecnologia sdo comercializados atualmente no Brasil e no
mundo. Entretanto, é possivel acompanhar atualmente um grande aumento dos
registros e langcamentos de novos produtos cosméticos, € consequentemente o
acesso crescente de diversos produtos a populagao. Isso demonstra que esta nova
tecnologia representa potencialmente um enorme mercado mundial.

Os paises que mais investem em nanotecnologia sao os Estados Unidos da
América, Europa e Japao, e os paises como a Russia, China, india e Brasil tém feito
investimentos significativos no setor nos ultimos anos (ROSSI-BERGMANN, 2008;
ZANETTI E CRECZYNSKI-PASA, 2008). Segundo um estudo realizado por
SANT’ANNA e colaboradores (2013) o Brasil tem demonstrado um grande potencial
para o desenvolvimento nanotecnoldgico, entretanto avaliando o numero de
patentes registradas no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) em
relagdo a outros paises ainda nao € expressivo. Dessa forma, o Brasil caracteriza-se
como um pais em estagio intermediario de desenvolvimento tecnolégico, mesmo
com a ampliacao significativa do investimento em atividades de Ciéncia e Tecnologia
(C&T) nos ultimos anos.

O Projeto PEN (The Project on Emerging Nanotechnologies) da Woodrow
Wilson (EUA) vem relatando desde 2005 informagdes voluntarias dos fabricantes em
seu banco de dados, onde sdo registradas algumas informacbes dos produtos
comercializados pelas industrias que se cadastram no PEN: empresa fabricante ou
fornecedor; pais de origem; categoria e subcategoria; imagem do produto; descricao
do produto; hiperlink a pagina do produto e data de atualizacdo (PEN, 2013). A partir
desses dados é realizada uma estatistica do crescimento do numero de produtos no
determinado periodo, que embora seja subjetiva, é observado no mercado um

crescimento da disponibilizacdo de produtos de base nanotecnolégica.
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Apenas um inventario desses produtos com dados dos anos de 2005 até
2011 foi divulgado pelo PEN. A Figura 2, apresenta uma adaptacdo do inventario
divulgado pelo PEN, onde apesenta uma regressao linear dos produtos registrados
em seu banco de dados.
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Figura 2: Crescimento do numero de produtos de base nanotecnoldgica no mercado
mundial entre marco de 2005 e marco de 2011. (Adaptado de

http://www.nanotechproject.org/inventories).

A Figura 2 mostra uma regressao linear entre os anos, com coeficiente de
determinagdo préximo a 1, caracterizando uma tendéncia de mercado com aumento
na comercializagao de produtos contendo algum tipo de nanotecnologia. O Projeto
PEN relata que os produtos foram agrupados de acordo com as categorias mais
relevantes, baseado nas informacgdes disponibilizadas pelas empresas. Segundo
PEN a categoria com maior numero de produtos foi a de Saude e Fitness, com um
total de 738 produtos.

A categoria Saude e Fitness foi ainda, dividida em sub-categorias, conforme
Figura 3, a qual mostra que os produtos com nanotecnologia mais comercializados

sao de cuidados pessoais e cosméticos.
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Figura 3: Numero de produtos de base nanotecnoldgica comercializados para area
de Saude e fitness (dados entre marco de 2005 e marco de 2011) (Adaptado de

http://www.nanotechproject.org/inventories).

O Brasil ainda ndo possui uma base de dados sistematizados sobre o
mercado de produtos, processos e servicos nanotecnolégicos oferecidos pelas
empresas no Pais, entretanto o MCT divulgou em 2007 uma relacao de produtos
(matérias-primas/insumos e produtos acabados) de nanotecnologia desenvolvidos
por empresas brasileiras em diversos segmentos como a Braskem; Nanocore; Faber
Castell; Embrapa; Nanox Tecnologia S.A., O Boticario (ADBI, 2010); Chemyunion
(ABDI, 2008). Por outro lado, a ABIHPEC divulgou no Panorama do Setor de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (HPPC) no ano de 2006, que identificou no Pais
22 empresas, sendo que destas, nenhuma é produtora exclusiva de nanocosméticos
e que 15 delas fabricam o produto e 7 os obtém por importacao. Nas publicagdes do
ano de 2010 da ABIHPEC no documento: Panorama do setor de HPPC e no |l
Caderno de Tendéncias, ndo ha uma relagdo de produtos contendo nanotecnologia
no Brasil, entretanto é relatado que hd um aumento no nimero de patentes para
produtos de base nanotecnolégica e que esta vem sendo explorada no mercado
nacional através da comercializacao de uma grande variedade de produtos.

De acordo com o relatério divulgado em 2006 dos “Friend of The Eart,
Nanomaterials, Sunscreens and Cosmetics: Small Ingredients, Big Risks”, as
nanoparticulas estao presentes em diversos produtos cosméticos e que dentre as

empresas fabricantes estdo a L'Oréal com fabricacdo de lipossomas (em 1995),
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Procter & Gamble, Shiseido, Chanel, Revlon, Dermazone solutions, dentre outras
(FRONZA, 2006; ABDI, 2009). No Brasil, empresas como Natura e O Boticario
desenvolvem projetos na area de Nanotecnologia em parceria com o Ministério da
Ciéncia e Tecnologia e ja comercializam cosméticos contendo estas estruturas
(FRONZA, 2006), sendo que dentre elas encontram-se nanoparticulas de diversas
variedades (niossomas, lipossomas, nanoparticulas lipidicas, nanocristais,
nanoemulsées, etc.) que, como sistema de distribuicdo de ativos tem sido utilizado
com grande interesse pela industria cosmética (MU e SPRANDO, 2010).

Em novas pesquisas realizadas em sites da internet, encontrou-se nos sites
de industrias e distribuidoras de cosméticos e dermocosméticos, e através do
Caderno Panorama Nanotecnologia (ADBI, 2010) industrias que incorporam
nanotecnologia em seus produtos. Sdo exemplos de industrias que possuem
produtos cosméticos contendo nanotecnologia no Brasil: Viemed; Dermage;
Armazén Botanico; Rishon Cosméticos; BioCode Cosméticos; Esséncia DiFiori
Cosmeéticos; Pharmapele; Videlli Cosméticos; Acquis Cosmétika; Vita Derme
Hipoalergénica; Botanik Kostetics; Maquel; Phytotratha; Kolt; Go.Business;
Biomatika; De Sirius; Neez; Kosmoscience; O Boticario; Dailus Pr6; NK Cosméticos;
Leviale; Avon; Natura; Biolab (em parceria com a UFRGS); BioPowerLine's; etc. A
variedade de produtos fabricados estd entre xampus, condicionadores, mascaras
capilares, finalizadores capilares, antirrugas, anticeluliticos, esmaltes, bloqueador
solar; hidratantes corporais e faciais, maquiagens, dentre outros.

No Brasil também ha empresas fabricantes de insumos nanoestruturados
para cosméticos e medicamentos. Dentre elas cita-se a industria Inventiva localizada
em Porto Alegre, RS, a qual fabrica insumos nanotecnoldgicos para cosméticos no
pais e inovou com a producao de nanoparticulas lipofilicas contendo éleos vegetais
provenientes do estado do RS. Outras empresas como Chemyunion; a Nanovetores

e a Infinitec também produzem insumos para cosmético contendo nanoparticulas.

3.3.3 Aplicacao das nanoparticulas lipofilicas em cosméticos

De forma crescente, os produtos cosméticos e dermocosméticos tem sido
fabricados com algum tipo de tecnologia. A aplicagcdo dermatolégica de produtos
nanotecnoldgicos apresenta diversas vantagens como a capacidade de protecao a
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compostos labeis contra a degradacdo fotoquimica (OURIQUE et al.,, 2011), a
possibilidade de controlar a liberacao de farmacos (CONTRI et al., 2010), a atuacao
como agentes oclusivos (WISSING e MULLER, 2003), a potencial acdo com
bloqueadores das radiacoes UV (ALMEIDA et al., 2009), a melhora da eficacia
dermatoldgica (FONTANA et al., 2011), a reducao da irritacao dérmica (LIU et al.,
2007), um baixo potencial alergénico (PAESE et al., 2009) e como sistemas de
depésito no foliculo piloso (LADEMANN et al., 2007).

A partir da década de 90, verificou-se um crescimento no numero de
publicacbes referentes ao uso de nanomateriais no desenvolvimento de produtos
cutdneos. A empresa francesa L’Oreal foi a pioneira a langar, em 1995, produtos
cosméticos contendo nanoestruturas, hoje chamados de nanocosméticos.
Nanocosmeéticos por definicdo sdo formulacdes cosméticas que contém e conduzem
ativos ou outros ingredientes nanoestruturados que atuardo de forma controlada,
podendo modular a liberagdo do ativo em camadas mais profundas da pele,
tornando-o mais efetivo que os produtos convencionais (POLETTO et al., 2008).

Sistemas nanoestruturados, tais como lipossomas, nanoemulsoes,
nanoparticulas lipidicas (sélidas e carreadores lipidicos) e nanoparticulas
poliméricas (nanocapsulas e nanoesferas) sdo propostos como carreadores para a
liberacdo de ativos cosméticos na pele, visa modificar e controlar os perfis de
liberacdo, permeacdo e oclusdo (MULLER, 2002; JIMENEZ et al., 2004). Na &rea
cosmética, geralmente, as nanoparticulas apresentam diametros compreendidos
entre 100 e 600 nm, podendo variar tanto para cima quanto para baixo desses
diametros, dependendo do tipo de nanoestrutura utilizada (MULLER et al., 2002;
JIMENEZ et al., 2004).

As nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) e os carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) tém sido profundamente estudados como sistemas
carreadores de substancias. As NLS e os CLN sao nanoestruturas preparadas com
lipideos biodegradaveis e biocompativeis (TEERANACHAIDEEKUL et al., 2008). As
NLS foram desenvolvidas no inicio da década de 90 como um sistema alternativo
para nanoemulsées, lipossomas e nanoparticulas poliméricas, formadas por uma
matriz lipidica, através da combinacdo de lipideos sdélidos tanto a temperatura
ambiente quanto a temperatura corporal. As NLS sdo compostas de 0,1 a 30% de

lipideos sélidos dispersos em uma solugdao aquosa, estabilizada com 0,5 a 5% de
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tensoativo (MULLER et al., 2004; VILLAFUERTE et al., 2008; PARDEIKE et al.,
2009).

Os CLN sao considerados como a segunda geracdo de nanoparticulas
lipidicas, sendo produzidos a partir de uma mistura de lipideos soélidos e lipideos
liquidos (6leos). A particula lipidica resultante apresenta ponto de fuséo inferior a
dos lipideos soélidos. Os CLN foram desenvolvidos para solucionar possiveis
limitac6es associadas as NLS, pois os CLN apresentam uma maior capacidade de
incorporacao de compostos ativos, além de eliminar ou minimizar eventuais
expulsées de compostos ativos durante o armazenamento. Dessa forma, os CLN
foram desenvolvidos com o objetivo de aumentar a quantidade de substancia ativa
associada as nanoestruturas e evitar sua segregacado durante o armazenamento
(MEHNERT E MADER, 2001).

Os CLN possuem 3 modelos de estruturas: imperfeito, amorfo e multiplo
(MULLER et al., 2002; PARDEIKE et al., 2009). As diferencas entre elas residem na
producao de blendas de lipideos diferentes, os lipideos liquidos e os lipideos soélidos.
Essa blenda é formada por diferentes comprimentos de cadeia de acidos graxos € a
mistura de mono-, di-, e triglicerideos que ndo é capaz de formar uma estrutura
altamente ordenada, apresentando como resultados muitas imperfeicbes na
particula, o que favorece a melhor acomodacédo do farmaco nessas imperfeicdes
(WISSING E MULLER, 2003; MULLER et al., 2004).

Os CLN imperfeitos sado produzidos com uma mistura de glicerideos
compostos por diferentes acidos graxos, o que gera um aumento na distancia entre
as cadeias de acidos graxos levando a imperfei¢cées no cristal. Os CLN amorfos séo
produzidos com uma mistura de lipideos soélidos com lipideos liquidos como
triglicerideo caprico/caprilico. A alta quantidade de 6leo misturado com o lipidio
sélido gera particulas em um estado amorfo, evitando assim a expulsao do ativo das
particulas durante a armazenagem, ja que o processo de cristalizacdo do lipideo
para a forma B ndo ocorre nessas condicoes. OS CLN mudltiplos é formado por uma
dispersao de 6leo em lipideo solido em agua. Nesta estrutura, a quantidade das
moléculas de 6leo no lipidio sélido é exercida levando a uma separacao de fase e
formacéo de nanocompartimentos de 6leo dentro da matriz lipidica sélida (MULLER
et al., 2007).
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Alguns cosméticos comercializados atualmente ja possuem nanoparticulas
lipidicas em sua composicdo, visa melhorar as caracteristicas de hidratacédo
cuténea. Isto é possivel porque as nanoparticulas lipidicas formam um filme oclusivo
que dificulta a perda transepidermal de agua, aumentando a quantidade da mesma
nas camadas viaveis da pele. A oclusdo mais eficiente € atingida utilizando lipideos
com baixo ponto de fusdo, particulas altamente cristalinas e de tamanho
extremamente reduzido (WISSING; MULLER, 2003; PARDEIKE et al., 2009).

WISSING E MULLER (2003) estudaram apds 28 dias de tratamento o
aumento da hidratagdo da pele in vivo, comparando a utilizacdo de cremes contendo
NLS, com cremes (6leo em agua) sem as nanoparticulas. O creme contendo as NLS
apresentou maior hidratagdo do que o creme sem as nanoparticulas, sendo que este
efeito foi explicado pela formacao do filme na superficie cutdnea a partir das NLS. As
forcas capilares dos poros nanométricos entre as NLS podem promover a fusao das
particulas formando um denso filme sobre a pele. Esse estudo demonstra o efeito
oclusivo de nanoparticulas lipidicas e o eficiente uso desse carreador em cremes
cosméticos com o intuito de aumentar a hidratagéao da pele.

LIU e colaboradores (2007) investigaram o uso de NLS no encapsulamento
de isotretinoina, que é um ativo utilizado no tratamento de acne. Os autores
observaram que o ativo encapsulado evitou a absorcdo sistémica, aumentando o
tempo de residéncia do ativo na pele, demonstrando que as NLS sao promissores
carreadores em aplicacoes tépicas.

3.3.4 Nanoparticulas lipofilicas contendo vitamina C

O insumo nanoestruturado utilizado neste trabalho (NanoVit C) € composto de
nanoparticulas lipidicas que encapsulam a vitamina C na forma de tetraisopalmitato
de ascorbila (INVENTIVA, 2010).

A vitamina C ou acido ascérbico é uma vitamina muito utilizada em produtos
tépicos para a pele, pois, permite alcancar niveis da vitamina que nao seriam
possiveis através da ingestao diaria desta por meio da alimentacdo. Em cosméticos
€ indicada como antienvelhecimento e clareador da pele (AUSTRIA et al., 1997),
pois desempenha um papel muito importante na melanogénese inibindo a producao

de melanina, reduzindo oquinonas e, assim, evitando a formacado de melanina por
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acao da tirosinase até que todo acido ascérbico esteja oxidado (DALCIN et al.,
2003). Contudo, seu uso em produtos acabados é limitado por sua alta instabilidade
quimica podendo apresentar eficacia bastante reduzida quando em condicoes
aerdbicas (AUSTRIA et al., 1997), em exposicao a luz (AUSTRIA et al., 1997), em
altas temperaturas de armazenagem (AUSTRIA et al.,, 1997; GALLARATE et al.,
1999) e em valores elevados de pH (AUSTRIA et al., 1997; GALLARATE et al.,
1999).

A fim de melhorar a estabilidade do &cido ascérbico quando veiculados em
cosmeticos, derivados lipofilicos e hidrofilicos da vitamina C originados pela
modificacao quimica deste, por esterificacdo do grupo hidroxila, com &cido orgéanico
de cadeia longa (na posicao 6), ou pela introducao de um grupamento fosférico (na
posicdo 2), envolvendo o sistema enediol tém sido amplamente empregados
(AUSTRIA et al., 1997; SPICLIN et al., 2001; SPICLIN et al., 2003). Exemplos
desses derivados sédo: o palmitato de ascorbila, o ascorbilfosfato de magnésio e de
sédio, palmitato de ascorbila e tetraisopalmitato de ascorbila.

Assim, a vitamina C, em sua forma lipossollvel é amplamente utilizada em
cosmeéticos, pois apresenta além das mesmas propriedades que o acido ascorbico
(NIKKOL, 2002), boa absorcao pela pele, onde atua estimulando a renovacao celular
e aumentando a hidratacdo cutdnea nas camadas mais profundas da epiderme.
Além disso, devido principalmente as suas acgbes antioxidantes, a vitamina C
aplicada topicamente pode retardar significativamente os danos causados pelos
raios UVA a pele, agindo como um fotoprotetor bioldégico (ALMEIDA, 2008).

O tetraisopalmitato de ascorbila quando aplicado sobre a pele, ao ser
absorvido, sera clivado por agdo enzimatica originando o acido ascoérbico livre. Além
disso, essa molécula possui melhor estabilidade, em pHs entre 4 e 6, e frente ao
calor, podendo ser aquecida até 80 °C. Possui aspecto incolor a amarelo claro
(NIKKOL, 2002).

Segundo a empresa fabricante, o Nanovit C® é uma suspensdo de
carreadores lipidicos nanoestruturados contendo vitamina C na forma de
tetraisopalmitato de ascorbila. Apresenta caracteristica levemente acida, de
coloracao branca e aspecto leitoso, com tamanho de particula em torno de 140 nm,
sendo indicado para a incorporacdo em diversos tipos de bases cosméticas com
acdo hidratante, clareadora e antienvelhecimento. Além disso, devido a
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caracteristica manométrica do insumo, este proporciona ao produto final uma
hidratacdo superior de longa duracdo, com sensorial sedoso e agradavel, sem

residual graxo. Nao obstante, proporciona maior estabilidade & vitamina C
(INVENTIVA, 2010).
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4. Materiais e Métodos







4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-primas
e NanoVit C (Inventiva, Porto Alegre — RS, Brasil);
e (Carbopol Ultrez 10 NF (Deg, Sao Paulo — SP, Brasil);
e Imidazolidinil uréia (Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil);
e Trietanolamina (Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil);
e Propilenoglicol (Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil);
e Tretinoina (PharmaNostra, S&o Paulo — SP, Brasil);
e Metilparabeno (Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil);
e Propilparabeno (Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil);
e Monoestearato de glicerila (Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil);
e Miristato de isopropila (Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil);
 Acido esteéarico (Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil);
e Oleo de améndoas doces (Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil);
e Vaselina liquida (Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil);
e Polietilenoglicol 400 (Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil);

e Polissorbato 80 (Henrifarma, Sao Paulo — SP, Brasil).
4.1.3 Solventes e outros materiais

. Agua Milli-Q (Destilador/deionizador Milli-Q - Millipore, Billeria — MA, EUA);

e Acetonitrila grau CLAE (Tédia Brazil, Rio de Janeiro — RJ, Brasil);

e Acido acético glacial p.a (LabSynth, Diadema — SP, Brasil);

e Alcool etilico absoluto p.a (Nuclear, Diadema — SP, Brasil);

e Membranas de polivideno HVLP 0,45 um (Millipore, Billeria — MA, EUA);

e Algodao hidrofilico (Cremer, Blumenau — SC, Brasil);

e Fita adesiva 3M (Durex, Sumaré — SP, Brasil);

e Membrana de dialise de celulose - MW = 12,400 kDa - (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA);

e Tubos de ensaio falcon (TPP, Switzerland, Suica);

e Metanol grau CLAE (Tédia Brazil, Rio de Janeiro — RJ, Brasil);
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e Cloreto de sédio (Nuclear, Diadema — SP, Brasil);

e Fosfato de potassio (KH>.PO4) (Nuclear, Diadema — SP, Brasil);

e Laminas de bisturi numero 24 (Feather, Osaka, Japao);

e Bisturi numero 4 (Feather, Osaka, Japao);

e Grids de cobre com revestimento carbono-formvarm (Electron Microscopy
Science, Hatfield — PA, EUA)

4.1.4 Aparelhos e Equipamentos

e Balanca analitica modelo APX-200 (Denver Instrument, Bohemia — NY, EUA);

e Centrifuga modelo 5417R (Eppendorff, Sdo Paulo — SP, Brasil);

e Zetasizer®, zetasizer nanoseries, modelo ZEN 3600 (Malvern instruments,
Southborough - MA, EUA):
- Correlator Série 7032 Multi-8;

e Ultrassom - 1400A Ultracleaner, (Unique, Indaiatuba - SP, Brasil);

e Potencidmetro B474 (Micronal) e Ultra-Basic (Denver Instrument, Bohemia —
NY, EUA);

 Nanosight® LM10 (NanoSight, Salisburg, Reino Unido)

e Martersizer 2000® (Malvern - Worcestershire, Reino Unido)

e Turbiscan® LAb (Formulaction, Franca):
- Software: TLAb EXPERT 1.13;

e Viscosimetro LV-DV-II+Pro (Brookfield Engineering Laboratories, Middleboro
—MA, EUA):
- Spindle SC4-25 e ULA
- Software: Rheocalc®;

e Microscépio eletrdnico de transmissdo JEM-1200 Exll (Jeol, Téquio, Japao);

e (Célula de difusdo de Franz Automatizada (Célula de Franz Microette Plus-
Hanson Research® - Chatsworth, EUA);

e Medidor de espessura (Mitutoyo, Kanagawa, China);

e Pele de abdémen de porcas (Abatedouro Araldi, Nova Roma do Sul — Brasil)

e Mixer (Britania, Joinvile — SC, Brasil)

e Vortex (Certomat MV, B. Braun Biotech)

e Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) (Shimazu® - Téquio, Japao):
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- Auto-injetor (LC-20A prominence)
- Detector UV-Vis
- Bomba S-200
- Software: Lab Solutions®;
e Coluna RP-18 (5 pm, 150 mm x 4,60 mm), (Phenomenex, Torrance —CA,
EUA);

e Pré-coluna (Phenomenex, Torrance —CA, EUA);

4.2 Métodos

4.2.1 Producao das bases semissolidas e incorporacao dos ativos

Foram preparados emulsdes (cremes) nao-idnicos e géis anibnicos, conforme
descricao a seguir. Todas as formulagdes foram preparadas em triplicata e mantidas
sob protecao da luz e calor até o momento da sua caracterizacao e/ou avaliacao in
vitro.

4.2.1.1 Producao das formulacoes de emulsoes

Inicialmente foi produzido um creme branco (sem ativo), n&do-iénico, dividido
em quatro porcoes, as quais foram adicionadas (ou nao) de tretinoina e/ou insumo
nanoestruturado sendo denominados:

- Creme base: CB

- Creme contendo insumo nanoestruturado: CN

- Creme contendo tretinoina: CT

- Creme contendo tretinoina e insumo nanoestruturado: CTN

Tabela 1 apresenta a composi¢gdo quali-quantitativa das quatro formulacdes
de creme.
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Tabela 1: Composicao quali-quantitativa das formulagdes de creme

Componentes CB CN CT CTN
Acido estearico * viTe viTe Vil 49
Monoestearato de
Glicerila* o9 o9 °0 °0
Miristato de Isopropila* 29 29 29 29
Vaselina Liquida* 1g 1g 19 19
Oleo de Améndoas* 0,59 0,59 0,59 0,59
Propilparabeno* 0,29 0,29 0,29 0,29
Metilparabeno™* 0,19 0,19 0,1g 0,1g
Propilenogicol** 3¢ 3¢ 39 39
Trietanolamina** 0,29 0,29 0,29 0,29
Agua Milli-Q** qsp 100 g qsp 100 g gsp 100 g gsp 100 g
TTN 0,05 % 0,05 %
Insumo Nanoestruturado 5 % 5%

* Fase oleosa; ** Fase aquosa. TTN = tretinoina.

O creme base (CB) foi preparado através de um sistema emulsionado pela
técnica de sabdo nascente (PRISTA et al., 1995) contendo &cido estearico e
trietanolamina para obtencdo de uma emulsdo de estearato de trietanolamina. A
emulsao foi preparada aquecendo-se a fase oleosa a 70 °C e a fase aquosa a uma
temperatura proxima a 75 °C. Em seguida a fase aquosa foi vertida sobre a oleosa
sob constante agitagdo, com o auxilio de um pistilo e gral de porcelana, até que a
consisténcia tipica de emulsao fosse obtida a temperatura de aproximadamente 30
°C.

Ap6s a preparagdo do creme base uma porcao foi mantida para
caracterizagdo e outra porcao para adicdo dos ativos. A preparacao da formulacéao
semissélida CN (creme contendo insumo nanoestruturado) foi preparada pela
simples adicdo e mistura do insumo nanoestruturado na concentracado de 5% (p/p)

ao creme branco, devido a facilidade de incorporacao do produto. Para obtencao do
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creme contendo tretinoina (CT), reduziu-se a tretinoina a um po fino em gral de vidro
e entdo se acrescentou a emulsdo aos poucos, homogeneizando-se por
aproximadamente 10 minutos até obter uma formulacdo homogénea. Para a
preparacao do creme com tretinoina e insumo nanoestruturado (CTN) a tretinoina foi
triturada, assim como para a formulacdo CT, e apds adicionou-se 0 insumo

nanoestruturado seguido de homogeneizacéo.

4.2.1.2 Producao das formulacoes de gel

Inicialmente foi produzido o gel aniénico branco (sem ativo). Este foi divido em
quatro porcées as quais foram adicionadas (ou nao) tretinoina e/ou insumo
nanoestruturado e denominadas:

- Gel base: GB

- Gel contendo insumo nanoestruturado: GN

- Gel contendo tretinoina: GT

- Gel contendo tretinoina e insumo nanoestruturado: GTN

A Tabela 2 apresenta a composicado quali-quantitativa das quatro formulagdes
de gel.

Tabela 2: Composicao quali-quantitativa das formulagdes de gel

Componentes GB GN GT GTN
Carbopol Ultrez® 0,59 0,59 059 0,59
Imidazolidinil uréia 0,69 0,69 0,69 0,69
Trietanolamina 0,12 ¢g 0,12 ¢ 0,12 ¢ 0,12 g
Agua Milli-Q qsp 100 g gsp 100 g qsp 100 g gsp 100 g
Propilenoglicol 3% 3% 3% 3%
Insumo
nanoestruturado o% >%
Tretinoina 0,05% 0,05%

TTN = tretinoina; IN = insumo nanoestruturado.
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O gel foi preparado através da dispersédo do carbémero em agua Milli-Q. Para
tanto, deixou-se o polimero em contato com a agua até a sua total dispersédo. Apds
misturou-se com o auxilio de um mixer até a formacao de uma dispersao gelatinosa
e entdo adicionou-se o conservante com posterior homogeneizagéo. A disperséo foi
neutralizada com 120 L de trietanolamina para formacao da rede polimérica em pH
préoximo a 6,0.

Para a incorporacéao da tretinoina no gel base, reduziu-se a tretinoina a um p6
fino em gral de vidro e acrescentou-se propilenoglicol, na mesma proporcéao utilizada
no creme (3%). Homogeneizou-se por alguns minutos com auxilio de um pistilo e
aos poucos acrescentou-se o gel base, obtendo a formulagdo GT. Para a formulacéo
GTN apés a incorporagao da tretinoina adicionou-se o insumo nanestruturado.

Para fins de comparacao nas diversas analises de caracterizacao e estudos
de permeacao acrescentou-se propilenoglicol aos géis que nao continham tretinoina
(GB e GN) na mesma proporcdo (3%). Na preparacdo do GN acrescentou-se

primeiramente o propilenoglicol e apds o insumo nanoestruturado.

4.2.2 Caracterizacao fisico-quimica

A caracterizagao fisico-quimica foi realizada para o insumo nanoestruturado
(Nanovit C) e para as bases dermatoldgicas contendo os ativos tretinoina e o insumo
nanoestruturado.

O produto comercial Nanovit C, denominado como insumo nanoestruturado
neste trabalho, é uma suspensdo de carreadores lipidicos nanoestruturados
contendo vitamina C na forma de tetraisopalmitato de ascorbila e foi adquirido da
industria Inventiva, situada em Porto Alegre, RS, Brasil. Trés lotes do produto foram

adquiridos para contemplar as analises.

4.2.2.1 Caracteristicas organolépticas

As avaliacbes das caracteristicas fisicas de aspecto e coloragdo foram
realizadas apds transferir a amostra do frasco original para copo graduado
transparente. As analises foram realizadas visualmente sob iluminagao natural para

a identificacao da cor, presenca ou auséncia de precipitados ou separagao de fases

62



(heterogeneidade/homogeneidade). As analises foram realizadas em triplicata de
lote.

Os resultados obtidos para o insumo nanoestruturado e formulacdes
semissélidas foram comparados com certificado de analise do fornecedor e/ou apoio
bibliografico cientifico para fim de comparacdes.

4.2.2.2 Determinacao do pH

A determinacdo dos valores de pH foram realizadas por técnica de
potenciometria (Ultrabasic, Denver Instrument — NY) em triplicata de lote.

A determinacdo do pH das amostras do insumo nanoestruturado foram
realizadas sem diluicado da amostra. As formulagdes semissélidas foram previamente
diluidas em agua Milli Q na proporcéo de 1:10 (p/v). Os resultados foram obtidos
através da média das determinacbes do pH apresentando-se o desvio-padrao entre

elas.
4.2.2.3 Determinacao do potencial zeta (§)

O potencial zeta foi determinado, apenas para as amostras contendo insumo
nanoestruturado, através de mobilidade eletroforética (Zetasizer® nano-ZS modelo
ZEN 3600 - Malvern, EUA) em triplicata de lote. As amostras foram previamente
diluidas 500 vezes, v/v, em solucao de NaCl 10 mM (filtrada em filtro 0,45 um,
Millipore Millex-HP). O resultado foi obtido através da média das determinagdes
apresentando-se o valor médio com o desvio-padrao.

4.2.2.4 Determinacao do diametro médio de particula e distribuicao

granulométrica

Para determinacdo do diametro médio e distribuicdo granulométrica do
insumo nanoestruturado e das formulagées semissélidas contendo insumo
nanoestruturado foram utilizadas as seguintes técnicas: analise por difratometria de

laser (Mastersizer® 2000 - Malvern); andlise por espalhamento mdltiplo de luz
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(Zetasizer - Nano-ZS) e Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) (NanoSight - LM10, V.
2.3). As analises por NTA foram realizadas apenas para o insumo nanoestruturado.

Os resultados foram obtidos pela analise em triplicata de lote e apresentados
seus valores de didmetro com o respectivo desvio-padrao.

4.2.2.4.1 Analise por difratometria de laser

Para a determinacdo do didmetro médio e distribuicao do tamanho de
particula das amostras, por difratometria de laser (Mastersizer® 2000 — Malvern)
utilizou-se como parametro o indice de refragcdo disponibilizado pela empresa
fabricante do insumo nanoestruturado, equivalente a 1,456 e um espectro de leitura
compreendido entre 0,02 — 2000 um. O diametro médio baseado no volume (D[4,3])
foi utilizado como parametro para a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas da
amostra. Medidas do didmetro de particulas correspondentes a 10 %, 50 % € 90 %
da distribuicdo acumulada (d0,1, d0,5 e d0,9, respectivamente) também foram
realizadas. Por meio dessas medidas foi realizada a determinacao do span, definido
como uma medida da dispersdao granulométrica, a qual relaciona os valores
encontrados do didmetro das particulas correspondentes a 10 %, 50 % e 90 % da
distribuicdo acumulada para uma amostra, sendo calculado através da (Equacéo 1
(CHEN E DAVIS, 2002).

Para a realizacao da analise do insumo nanoestruturado, as amostras foram
transferidas, sem diluicdo prévia, para o compartimento dispersor do equipamento,
contendo agua destilada. Ja4 as formulagdes semissolidas foram previamente
dispersadas em agua destilada com auxilio de vértex. Essas foram previamente
filtradas em filtro de porosidade 1,2 ym (Millipore Millex-HP) para eliminagdo de
particulas de tamanho superior que poderiam interferir na anéalise. As analises foram
conduzidas a temperatura ambiente em triplicata de lote.

A distribuicdo do tamanho de particula foi analisada com base na
concentragdo numérica e volumétrica de particulas da amostra e os resultados
expressos em nanémetros ou micrémetros com o respectivo desvio-padrao.

(Equacéo 1)

Span~  40.9-d0.1
d05
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4.2.2.4.2 Analise por espalhamento de luz dinamico

As analises foram conduzidas através da técnica de espalhamento de luz
dindmico (Zetasizer Nano ZS, modelo ZEN 3600 - Malvern Instruments). Para esta
analise o insumo nanoestruturado foi diluido 500 vezes, v/v, em agua Milli-Q, filtrado
em filtro 0,45 ym (Millipore Millex-HP). As formulagbes semissolidas foram diluidas
2.000 vezes (p/v) em agua Milli-Q previamente filtrada em filtro 0,45 ym (Millipore
Millex-HP) e, entdo, levadas a agitacdo em vértex para a completa dispersao.
Posteriormente, essas amostras foram centrifugadas a 2.500 x g por 15 minutos e
entdo filtradas em filtro 1,2 ym (Millipore Millex-HP) para eliminar particulas de
tamanho superior que poderiam interferir na analise. Depois de preparadas, as
amostras foram colocadas em cubetas e analisadas em ftriplicata.

Através desta técnica foram determinados os didametros medios e indices de
polidispersdo (PDI) das particulas das amostras. Os resultados dos diametros
médios obtidos foram analisados por nimero e volume, sendo expressos através da

média das determinacdes com o desvio-padrao dos trés lotes.
4.2.2.4.3 Analise por rastreador de particulas a laser

Para a determinacgao da distribuicao de tamanho de particulas e contagem de
particulas, dos lotes de insumo nanoestruturado, foram conduzidas anéalises por NTA
(NanoSight® LM10, v 2.3). As amostras foram previamente diluidas 20.000 vezes
(v/v) em agua Milli-Q (filtrada em filtro 0,45 ym, Millipore Millex-HP). O resultado foi
obtido através da média da triplicata de analise com o desvio padrao correspondente

por numero de particulas em solucao.
4.2.2.5 Avaliacao morfologica

As amostras foram analisadas morfologicamente por microscopia eletrbnica
de transmissdao (MET, JEM 1200 Exll, operando a 120 kV, Centro de Microscopia
Eletrénica, UFRGS, Brasil).

As formulagbes semissolidas contendo insumo nanoestruturado foram

previamente diluidas 50 vezes (p/v) em agua Milli-Q e a amostra do insumo
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nanoestruturado diluida 10 vezes (v/v). Depois de realizadas as diluicées, a amostra
foi colocada em grid, de aproximadamente 200 mesh composto de cobre e revestido
com filme de absorcdo de elétrons de Formvar-Carbono (Electron Microscopy
Sciences). Apdés a adicao das amostras, os grids foram deixados em repouso por
cerca de 3 minutos e o excesso foi retirado com papel filtro. Em seguida, foi
adicionada uma solucéo de acetato de uranila a 2 % (m/v), previamente filtrada em
filtro 0,45 um, para que pudesse carregar negativamente a amostra. Apéds, o
excesso do agente de contraste foi retirado com papel filtro. As amostras foram
armazenadas por 24 horas em dessecador, e entdo, submetidas a anélise. As
magnitudes utilizadas para as anélises microscépicas foram de 50.000, 100.000 e
200.000 vezes.

4.2.2.6 Comportamento Reolégico

As determinagdes das viscosidades e dos comportamentos reolégicos do
insumo nanoestruturado e das formulagdes semissélidas foram realizadas através
de viscosimetro rotacional de Brookfield, modelo LV-DV-II+Pro.

Para o insumo nanoestruturado as anadlises foram conduzidas utilizando-se
spindle ULA, com 10 velocidades. Para as formulagbes semissolidas utilizou-se
spindle SC4-25, sendo 10 velocidades para andlise das formulacdes de gel e 17
velocidades para as formulagbes de creme. Todas as analises foram conduzidas
com controle de temperatura (25 °C = 2 °C) através do acoplamento de um banho
termostatizado ao viscosimetro. A escolha da velocidade de rotagdo dos spindles foi
realizada através de testes preliminares considerando torque superior a 10 e inferior
a 100%. A construcao dos reogramas foi realizada através da representacao grafica
da taxa de cisalhamento, em funcdo da tensdo de cisalhamento média das
determinacées dos trés lotes. Para a construgcdo dos reogramas utilizou-se o
software Rheocalc (versao 3.1-1, Brookfield, EUA). O resultado da viscosidade foi
expresso em cP com o respectivo desvio-padrdo relacionado com os 3 lotes
analisados.

A escolha do modelo matematico mais adequado para o comportamento
reolégico das formulagdes semissélidas foi determinado através do Software
Rheocalc (versdo 3.1-1, Brookfield, EUA) o qual determinou os coeficientes de
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regressao (r) para os modelos matematicos propostos para fluidos nao-newtonianos:
Bingham, Casson, Ostwald e Hershel-Bulkley (Tabela 3). O modelo que apresentou
maior coeficiente de regressao foi escolhido para representacdo do comportamento
reolégico das formulacdes semissolidas.

Tabela 3: Modelos matematicos que descrevem os tipos de comportamentos nao-
newtonianos

Modelo Equacao Comportamento
Bingham T=T+MY Fluxo plastico perfeito
Casson T =120 + 2y Fluxo Plastico

Fluxo pseudoplastico
Ostwald T = 1p>° P P

(n<1)
Fluxo pseudoplastico com

Herschel-Bulkley T="To+ KY'

valor de cedéncia

As analises foram realizadas em triplicata de lote de cada formulagcao
semissélida e os resultados apresentados através de graficos e/ou tabelas. O indice
de fluxo e de consisténcia das formulagdes foram obtidos pelo Software Rheocalc
(versdo 3.1-1, Brookfield, EUA). A andlise de variancia ANOVA com intervalo de
confianca de 95% foi utilizada para analisar diferenca estatistica no indice de fluxo e

consisténcia das mesmas.

4.2.2.7 Avaliacao da estabilidade fisica

A avaliagdo da estabilidade fisica do insumo nanoestruturado e das
formulacbes semissolidas foi conduzida no equipamento Turbiscan LAb
(Formulaction, France). Através deste é possivel determinar em um menor intervalo
de tempo a ocorréncia de fenbmenos como cremagem, sedimentacdo e
coalescéncia, baseando-se numa técnica que combina transmissdao e
retroespalhamento de luz com uma fonte de infravermelho préximo e detectores que
medem a intensidade de reflexdo ou transmissdo a partir da amostra
(LEMARCHAND et al., 2003).

Para a realizagdo da analise do insumo nanoestruturado, aproximadamente
20 mL de amostra foi acondicionada, diretamente, sem diluicdo prévia, em cubeta de
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vidro borossilicato de 50 mm de altura e colocadas no porta-amostra do
equipamento. O experimento foi realizado durante 1 hora com varreduras a cada 5
minutos para cada lote na temperatura de 25° C. Para as formulagdes semissolidas
aproximadamente 20 g de cada amostra foram adicionados nas respectivas cubetas
de vidro e inseridas no porta-amostra do equipamento. As analises foram
conduzidas de acordo com protocolos utilizados pelo grupo de estudos do
laboratério 405 (FAC/FAR — UFRGS). Dessa forma, as analises das formulagdes
semissdlidas foram conduzidas na temperatura de 25° C durante 5 dias, sendo que
no primeiro dia escaneamentos a cada 5 minutos durante uma hora foram
realizados, ja nos demais dias consecutivos apenas 1 escaneamento foi realizado,
totalizando 16 escaneamentos. As analises foram realizadas em ftriplicata e o
resultado obtido foi representado através do grafico de uma das replicatas, uma vez
que nao é possivel fazer uma média dos resultados obtidos. O grafico representa a

variacao da transmisséo e o retroespalhamento de luz emitida nas amostras.
4.2.2.8 Quantificacao da tretinoina nas formulacées semissolidas

A quantificagdo da tretinoina foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) de acordo com metodologia previamente validada (ANEXO 8.1.1 e
8.1.2). As determinagdes de teor de tretinoina nas formulagdes semissélidas foram
realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos em miligrama de tretinoina
por grama de formulacdo, apresentando o desvio-padrdo da triplicata de
determinagées.

4.2.3 Avaliacao in vitro da permeacao/retencao cutanea da tretinoina a
partir das bases semissolidas

A avaliacao in vitro da permeacao/retencao cutanea da tretinoina a partir de
bases semissélidas de géis e cremes contendo tretinoina foi conduzida utilizando
células de difusao verticais do tipo Franz (Célula de Franz Microette Plus-Hanson
Research®), automatizada, com compartimento receptor com capacidade de

aproximadamente 7 mL e uma darea de difusdo de 1,766 cm® (FRANZ, 1975;
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VENTER et al., 2001). As formulacdes testadas para esta avaliacdo foram: CT, CTN,
GT, e GTN.

Para o estudo, foi necessaria a escolha de um meio receptor para a tretinoina
que atendesse a condicao sink durante o experimento. Também foram realizas
validacdes de metodologias para a extragdo e quantificacdo da tretinoina nas
camadas da pele, no doador (formulagdo semissélida contendo tretinoina) e no meio
receptor selecionado (ANEXO 8.3). Além disso, foi verificada a especificidade das
membranas da pele de abdémen de porcas para a utilizagdo em conjunto com o
método analitico por CLAE.

4.2.3.1 Escolha do meio receptor

O meio receptor foi escolhido com base na determinagcdo da concentracao de
saturacdo da tretinoina, realizado através da solubilizacdo da quantidade total do
farmaco presente no volume de solugdo receptora empregado no teste in vitro (7
mL). Para isso, foram selecionadas oito solucdes (Tabela 4) que pudessem ter uma
boa capacidade de solubilizar o farmaco. Estas foram preparadas adicionando-se
quantidade excessiva de tretinoina em eppendorf contendo 1 mL de solucéo
receptora. As amostras foram agitadas em vortex por 2 minutos a fim de garantir a
solubilizagdo no meio e entdo foram mantidas durante 24 horas sob o abrigo da luz.
Apoés, essas solugdes foram filtradas, em filtro 0,45 ym (Millipore Millex-HP) para
vials e doseadas por CLAE, de acordo com a metodologia descrita no ANEXO 8.3.

69



Tabela 4: Solucdes testadas como candidatas a meio receptor para os estudos de

permeacao cutanea.

Solucao Receptora Componentes Proporcao (%)
1 PEG 400:H.0:T80 40:60:0,5

2 EtOH:H.O:T80 10:75:15

3 PEG 400:H2O:EtOH:T80  40:50:10:1

4 PEG 400:H.O:EtOH:T80  40:50:10:0,5
5 Glicerina:HO:EtOH:T80  40:50:10:1

6 PEG 400:H.O:EtOH:T80  65:25:10:0,5
7 PBS 7,4:EtOH 90:10

8 PBS 7,4:EtOH 70:30

Apdés a escolha da solucdo receptora mais adequada validou-se a
metodologia para quantificacdo da tretinoina nas amostras (ANEXO 8.3).

4.3.2.2 Preparacao e estocagem da membrana suina

As amostras de pele foram preparadas para uso através da remocao dos
pélos e remogao do tecido adiposo. A camada cérnea foi lavada com solugao
aquosa de lauril sulfato de sédio (LSS) a 1% e o residuo de tecido adiposo foi
retirado com solucdo de etanol:éter na proporcdo 1:1 (v/v). O excesso desses
solventes foi removido com &agua Milli-Q e as amostras necessarias para o
experimento cortadas em formato esférico. As espessuras foram determinadas com
auxilio de um paquimetro, sendo padronizada uma espessura média de 1,7 £ 0,3
mm. As membranas limpas foram estocadas sob refrigeracéao (-4 °C) até a utilizacao
nos ensaios, nao permanecendo congeladas por periodo maior do que 90 dias.
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4.3.2.3 Estudo in vitro de permeacao/retencao cutanea

Foram aplicados na pele 250 mg de cada formulacao e a permeacao cutanea
foi avaliada durante 12 horas em células de difusdo (Célula de Franz Microette Plus-
Hanson Research®). Amostras de 1 mL do meio receptor foram coletadas,
automaticamente pelo equipamento nos tempos de 2, 4, 6, 8, 10 e 12 h, sendo igual
volume reposto automaticamente. Sequencialmente todas as amostras foram
quantificadas por CLAE através de metodologia previamente validada (ANEXO 8.3).
Ao final das 12 horas, as células de difusdo foram desmontadas para quantificacao
da tretinoina no compartimento doador, estrato cérneo, epiderme viavel e derme.

O excesso de formulacdo (doador) que nao foi absorvido pela pele foi
removido com um pedaco pequeno de algodao e transferido para tubos de ensaio,
aos quais foram adicionados 4 mL de metanol. Apds procedeu-se a extracao da
tretinoina nas formulagcées para posterior quantificacdo (ANEXO 8.2.3). A
quantificacdo da TTN presente no excesso foi realizada com a finalidade de verificar
o0 percentual recuperado entre a quantidade de TTN aplicada na pele e o
permeado/retido na pele, ao final do experimento. Contudo, a recuperacao foi
expressa em percentual (%) de TTN recuperada em relacdo a quantidade
inicialmente aplicada.

Os resultados do estudo de permeacao, que se apresentaram dentro do limite
de quantificacdo, expressam a média de seis repeticdes independentes (n=6), em
quantidade de TTN permeada por cm? de pele (pg/cm?).

4.3.2.5 Técnica de tape stripping — retencao no estrato corneo

Apés a retirada do excesso de formulagéo retida sob a pele, as camadas do
estrato cérneo foram retiradas aderindo pedacos de fita adesiva na area exposta ao
produto. Para tanto, foram utilizados 18 tiras de fita adesiva (3M, Durex), medindo 19
X 24 mm, para remog¢ao do estrato corneo.

As fitas foram pressionadas sobre a membrana e entédo friccionadas para
remocao de todo o estrato cérneo. As fitas foram separadas em grupos de 6, cada
um contendo 3 fitas. Os grupos contendo as fitas receberam as seguintes
denominacodes: T1, T2, T3, T4, T5 e T6 A cada grupo de fita colocadas em tubos de
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ensaio foram adicionados 4 mL de metanol, solvente extrator. As amostras foram
submetidas a extracao através de agitacdo com agitador de tubo (vortex) por 2
minutos, na sequéncia foram levadas ao banho de ultrassom durante 4 minutos com
temperatura controlada de 32 °C e posteriormente centrifugadas durante 30 minutos
a 4500 x g. Apos, foram filtradas através de membrana com porosidade 0,45 um
para vials ambarizados e posteriormente quantificadas por CLAE (Shimadzu®),
conforme ANEXO 8.2.2.

4.3.2.6 Técnica de retencao cutanea

Apds a remogao do estrato corneo por tape stripping, foi realizada a técnica
de retencdo cutdnea descrita por VERMA e FAHR (2004) e TOUITOU e
colaboradores (1998). Essa técnica consiste em separar a epiderme da derme
através da imersdo da membrana em agua Milli-Q aquecida a temperatura de 60 °C,
por 45 segundos. Posteriormente a epiderme foi removida através de diversas
raspagens com o auxilio de lamina de bisturi, sendo dessa forma separada da
derme, e entdo transferida para tubo de ensaio. A derme foi cortada em pequenos
fragmentos com auxilio de pin¢a e tesoura e transferida para tubo de ensaio. Aos
tubos contendo epiderme e derme foram adicionados 9 mL de metanol e procedida a
extracao com a utilizagao de agitagao em vortex por 2 minutos, e posterior banho de
ultrassom durante 30 minutos sob aquecimento brando (32 °C). As amostras foram
centrifugadas durante 30 minutos a 4.500 x g. Apés, as amostras foram filtradas
utiizando membrana com porosidade 0,45 um para vials e submetidas a
doseamento por CLAE, conforme metodologia previamente validada (ANEXO 8.2).

A andlise da penetracao e permeacao cutanea foi realizada comparando-se a
quantidade de tretinoina absorvida em pg/cm? de pele nas diferentes camadas
(estrato corneo, epiderme viavel e derme). A significancia estatistica das diferencas
na penetracao in vitro da tretinoina, para cada formulagado semissolida, foi calculada
por teste T student com nivel de significancia de 5 %. O comparativo do perfil de
permeacao entre as quatro formulacées (GTN e CTN; GT e CT) para as diferentes
camadas da pele foi realizado por ANOVA de duas vias, com pds-teste de Bonferroni
utilizando intervalo de confianga de 95%. O software GraphPad Prism (versao 5,
2007) foi utilizado para realizacao da analise estatistica.
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4.2.4 Estudo da liberacao in vitro da tretinoina a partir das bases semissolidas

O equipamento de célula de difusdo de Franz (Célula de Franz Microette
Plus-Hanson Research®) foi utilizado como aparato para o estudo de liberacdo in
vitro, na qual 250 mg de das formulagées CT, CTN, GT e GTN foram aplicados sob
membrana de didlise (MW = 12,400 kDa) a fim de determinar a liberagdo da TTN
num periodo de 12 horas. Amostras de 1 mL do meio receptor (PBS pH 7,4:etanol -
70:30) foram coletadas nos tempos de 2, 4, 6, 8, 10, 11 e 12 h, sendo igual volume
do meio receptor reposto automaticamente. Sequencialmente todas as amostras
foram quantificadas por CLAE (Shimadzu®), através de metodologia previamente
validada (ANEXO 8.3).

Dos resultados obtidos, apds as 12 horas de experimento, calculou-se o fluxo
de TTN, quando possivel, empregando-se a primeira lei de Fick. Os resultados foram
expressos em pg/cm?/h da triplicata de andlise (n=3). Para avaliar a homogeneidade
da liberacdo da TTN, foi realizada a andlise estatistica dos valores numéricos
desvios-padrao apresentados entre as replicatas de cada formulacdo semissoélida. A
analise estatistica foi realizada através de T studant, utilizando o software GraphPad
Prism (verséo 5, 2007). O intervalo de confianga utilizado foi de 95 %.

4.2.5 Descarte de residuos quimicos e bioldgicos

O descarte de residuos quimicos seguiu procedimento padrao realizado pela
Faculdade de Farmacia — UFRGS. Os residuos quimicos foram acondicionados em
galdes plasticos de 5 ou 10 litros e preenchidos até 80 % da sua capacidade. Os
recipientes foram rotulados com informacdes sobre o tipo de residuo contido.

Os residuos quimicos convenientemente acondicionados e devidamente
rotulados foram entregues a Comissdo de Saude e Ambiente de Trabalho
(COSAT/FAR) desta Faculdade, que é responsavel pelo envio dos residuos ao
Instituto de Quimica da UFRGS, onde séo realizados os procedimentos adequados
de reciclagem e/ou descarte do material quimico.

Apbs a limpeza das peles suinas, os restos foram segregados em sacos

plasticos brancos opacos e armazenados em freezer utilizado exclusivamente para
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esta finalidade até o recolhimento semanal realizado pela coleta especial para
residuos biolégicos.

Os materiais perfurocortantes (laminas de bisturi) foram acondicionados em
recipientes rigidos tipo Descarpack para evitar rupturas, sendo recolhidos
semanalmente pela coleta especial de residuos bioldgicos.
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5.Resultados e Discussao







5.1 Caracterizacao fisico-quimica do insumo nanoestruturado

5.1.1 Caracteristicas organolépticas

Os trés lotes do insumo nanoestruturado analisados apresentaram-se como
um liquido de aparéncia leitosa, homogénea e opalescente, caracteristica da
presenca de nanoparticulas em suspensao (MEZZALIRA, 2005). A suspensao
apresentou-se ainda com reflexo azulado, decorrente do movimento browniano das
nanoparticulas em suspensao (efeito Tyndall), caracteristico de sistemas coloidais.
O resultado obtido esta em concordancia com o certificado de analise do fabricante,

para os parametros avaliados (ANEXO 8.3).

5.1.2 Determinacao do pH

Os trés lotes avaliados do insumo nanoestruturado apresentaram
reprodutibilidade neste parametro, com valores levemente acidos. Os valores de pH
para os lotes 3060, 3081 e 3256 foram de 6,2 £ 0,3, 6,3 £ 0,09 e 6,2 + 0,2
respectivamente. Esses valores estdo de acordo com o certificado de anélise do
fabricante (pH médio = 6,2) e adequados para serem veiculados em bases
semissélidas para posterior aplicacao dermatoldgica. Segundo SOUTO e MULLER
(2008) nanoparticulas lipidicas sélidas possuem a vantagem de serem produzidas
com pH 6timo para aplicagéo topica, além disso sistemas coloidais com valores de
pH levemente acidos sdo adequados para serem veiculados em sistemas

semissélidos para aplicacao cutanea (ALVES et al., 2007).

5.1.3 Determinacao do potencial zeta (§)

O potencial zeta médio resultante dos trés lotes analisados foi de -9,55 + 1,16
mV. Sistemas coloidais quando suspensos em agua, em baixa concentracao idnica,
e pH entre 5 e 10, como no caso do insumo nanoestruturado avaliado, adquirem
carga negativa (RIDDICK et al., 1981). Além disso, os nanossistemas lipidicos

costumam ser carregados negativamente (SOUTO et al., 2004).
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O potencial zeta estd intimamente ligado a estabilidade fisica das
nanoparticulas e que dependendo do seu valor em moédulo evitam parcialmente a
aglomeracado e aumento de tamanho das nanoparticulas, sendo considerado um
bom indicador da estabilidade fisica destes sistemas (MEHNERT E MADER, 2001).
Contudo, existem outros mecanismos que promovem a estabilizacdo de particulas,
como o impedimento estérico. Nesse caso, a arquitetura espacial da molécula
anfifilica (tensoativo) provoca o impedimento da aproximacdo e consequente
coalescéncia das particulas. Mesmo com potencial zeta proximo a zero a particula
pode apresentar alta estabilidade em suspensdo (UNER, 2006), uma vez que
tensoativos nao-ibnicos tendem a gerar potencial zeta com valores (em méddulo)
baixos para formulacbes e suspensdes como as de nanoparticulas lipidicas
(MULLER et al., 2007; UNER, 2006).

O insumo nanoestruturado analisado € um produto comercial composto por
um carreador lipidico nanoestruturado, entretanto para divulgacdo neste trabalho
nao se teve acesso a todos componentes que fazem parte do produto, ndo podendo
assim discorrer melhor acerca da influéncia dos componentes em relagédo ao baixo
valor de potencial zeta. Contudo acredita-se que o produto contenha tesoativos
anibénicos (fosfolipideos, estearato de sorbitano, etc), como muito relatado na
literatura para producdo de nanoparticulas lipidicas sélidas (ZUR MUHLEN et al.,
1998).), resultando em um potencial zeta com valores baixos, devido a carga
negativa derivada do tensoativo.

5.1.4 Determinacao do diametro médio de particula e distribuicao

granulométrica
A Tabela 5 apresenta os resultados das analises de diametro médio e

distribuicdo granulométrica do insumo nanoestruturado, em triplicata, para cada uma

das técnicas utilizadas.
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Tabela 5: Diametro médio e distribuicdo granulométrica do insumo nanoestruturado
medido pelas diferentes técnicas (n=3)

. _ Espalhamento mdltiplo
Difratometria de laser NTA
de luz
D[4,3] dosnm**  Span* Z average PDI @ nm? Span
144114 63+0,6  1,4%0,1 15017 0,110 202+19 0,8+0,06

Valores representam a média dos trés lotes + desvio padrao
* por volume das particulas ;** nimero de particulas; 2 3,0 x 10'®+0,4 particulas/mL.

Os trés lotes do insumo nanoestruturado avaliados apresentaram diametros
nanomeétricos de particula e baixa polidispersdo, o que demonstra homogeneidade
do tamanho das particulas do produto avaliado. Os lotes analisados estdo em
concordancia com o certificado de analise fornecido pelo fabricante onde relata que
as particulas dos seus produtos possui diametro médio entre 100 e 300 nm (ANEXO

8.3).

Volume (%)

0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
Diametro (um)

Figura 4: Distribuicdo do tamanho de particula, por difratometria de laser, da média
da triplicata de lote do insumo nanoestruturado analisados pelo volume das

particulas.

Os lotes analisados por difratometria de laser (Mastersizer® 2000 — Malvern)
apresentaram distribuicdo granulométrica monomodal com diametro médio de 144
nm quando avaliados pelo volume das particulas. Por outro lado, quando analisados

pelo nimero de particulas o didmetro médio foi igual 63 nm (Figura 4).

79



O didmetro de particula do insumo nanoestruturado, determinado pela técnica
de espalhamento de luz dindmico (Zetasizer Nano ZS, modelo ZEN 3600 - Malvern
Instruments), foi de aproximadamente 150 nm com baixo indice de polidispersao
(0,11), sendo similar a andlise feita por difratometria a laser (Mastersizer® 2000 -
Malvern). H& uma grande importdncia em reproduzir produtos em uma faixa de
tamanho pré-determinada, ndo apenas pela homogeneidade do sistema, mas
também devido a potencialidade do produto quando é dependente do seu tamanho e
area de superficie onde vai exercer a sua fungao (WEISS, 2004).

Através da distribuicdo de tamanho e contagem de particulas analisados pela
técnica de NTA obteve-se resultados de didmetro médio de 202 nm com span abaixo
de 1, corroborando os dados anteriores que apontam a homogeneidade de tamanho
das nanoparticulas em suspensao. Na Figura 5 esta representado graficamente o
perfil granulométrico do insumo nanoestruturado obtido por analise de NTA.

T
400

Particle Size | Concentration

Figura 5: Distribuicdo do tamanho de particula do insumo nanoestruturado analisado
por NTA.

De acordo com a recomendacao da EU (2011) para classificar nanomateriais,
sugere que nanoparticulas labeis (lipossomas, nanoemulsdes, nanoparticulas
lipidicas), ja em uso e, com didmetro médio entre 100 e 1.000 nm sado consideradas
nanométricas, uma vez que alguns tipos de nanoparticulas apresentam suas
propriedades especiais em faixas de tamanhos maiores que 100 nm. Avaliando o

didmetro médio determinado para os lotes do insumo nanoestruturado (IN), por
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namero ou pelo volume das nanoparticulas, poderia considerar o IN como um
nanomaterial.

Comparando os didmetros determinados pelas trés metodologias utilizadas,
observa-se resultados semelhantes, porém, ndo iguais para a mesma amostra,
podendo ser explicado pela metodologia matematica de calculo do tamanho de
particula em cada técnica. NTA é uma técnica inovadora, que combina as vantagens
de uma unica particula (MET) em conjunto (PCS) com outras técnicas abordadas.
Esta técnica
permite a visualizacdo directa e em tempo real das nanoparticulas
em liquidos, e considera-se um método que ¢é complementar
espectroscopia de correlacado de fétons, na determinagdo da média
didmetro da particula. Dessa forma, a utilizacdo de diversas técnicas para uma
andlise garante confiabilidade no resultado obtido. Através dos resultados de
tamanho de particula do insumo nanoestruturado, compreendido entre 100 e 200
nm, o produto apresentou caracteristicas compativeis com materiais
nanoestruturados e de acordo com o certificado de analise fornecido pelo fabricante.

Grupos de pesquisa vem estudando a influéncia do didametro de
nanocarreadores na penetracao cutanea de substancias de interesse cosmético ou
dermatoldgico (LADEMANN et al., 2011). SHIM e colaboradores (2004) estudaram
em célula de Franz a taxa de permeacdo do minoxidil em nanoparticulas
poliméricas, com tamanhos compreendidos entre 40 e 130 nm, na pele. Os
resultados do estudo demostraram que as nanoparticulas estudadas liberaram o
minoxidil mais eficientemente na pele e que as formulagdes que continham
nanoparticulas com menor didmetro apresentaram maior penetracao do ativo.

No caso das nanoparticulas com composicao lipidica basica como NSL e CLN
a reducdao do tamanho da particula melhora a permeacdo dos farmacos
nanoencapsulados, devido ao aumento do numero de particulas disponiveis para
fazer a oclusdo. Em geral, as nanoparticulas lipofilicas ndo penetram na camada
cérnea, mas dependendo de sua composicao e consequentemente da localizacao
do ativo na particula, seu perfil de liberacdo € aperfeicoado e, além disso, ha um
aumento da superficie de contato entre 0 composto ativo e os cornedcitos. Portanto,
os ativos incorporados em nanoparticulas lipofilicas conseguem penetrar mais

profundamente pelas camadas da pele (MULLER et al., 2007).
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No caso de cosméticos e produtos dermatoldgicos onde se deseja uma acao
no estrato cérneo, epiderme viavel ou derme é importante que as nanoparticulas
tenham um tamanho que nao permita atuagéo sistémica como forma de seguranca.
Além disso, conforme ja relatado na literatura, o “efeito nano”, de maior hidratagédo
pela formagdo de um justo filme oclusivo formado pelas nanoparticulas, em
cosmético é conseguido com particulas de menor tamanho, do contrario podem ter

efeito similar a produtos convencionais (WISSING et al., 2001).

5.1.5 Avaliacao morfoldgica

A técnica de MET possibilitou reafirmar o tamanho e polidispersdao das
particulas, além da morfologia das mesmas.

b) ©

Figura 6: Fotomicrografias das particulas do insumo nanoestruturado obtidas por
MET com magnitudes de: (a) 50.000x (b) 100.000x (c) 200.000x.
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Observando a Figura 6, representante das fotomicrografias obtidas por MET,
verifica-se a presenca de estruturas esféricas com didmetro em torno de 130 nm,
indicando homogeneidade do sistema, corroborando os resultados obtidos e
apresentados pelas técnicas anteriores. Segundo KRAUR E AGRAWAL (2007)
nanoparticulas lipidicas sdo esféricas quando apresentam didmetro compreendido
entre 20 e 1.000 nm.

5.1.6 Comportamento reoldgico

A Figura 7 apresenta o reograma obtido a partir da triplicata de analise dos
lotes do insumo nanoestruturado (n=3). O produto apresentou comportamento
reolégico newtoniano, sendo que a viscosidade média para os lotes avaliados foi de
1,83 £ 0,13 cP.
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Figura 7: Reograma de tensédo versus velocidade de cisalhamento referente a
analise em triplicata do insumo nanoestruturado.

Fluidos newtonianos caracterizam-se por apresentarem viscosidades
constantes independentemente da taxa de cisalhamento. Geralmente, materiais
quimicamente puros ou solugdes muito diluidas apresentam comportamento
newtoniano (MARTIN, 1993; ANSEL, 1999), como é o caso do insumo
nanoestruturado avaliado neste trabalho. ILLINGA e UNRUHB (2004) estudaram
nanosuspensoes lipidicas com diversas proporcdes de fase dispersa e relataram que
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aumentando a quantidade de lipidios nas nanoparticulas lipidicas é possivel mudar o
comportamento do sistema de newtoniano para nao-newtoniano podendo assim,
influenciar no seu potencial para aplicacées farmacéuticas (ILLINGA e UNRUHB,
2004; SHAH et al., 2011). Desta forma, os resultados de reologia observados neste
trabalho, demonstram que as propor¢des de lipidio presente na fase dispersa do
insumo nanoestruturado garantem o seu comportamento newtoniano, o que torna
uma vantagem no caso deste insumo, pois, facilita para o formulador a preparacao
do cosmético final pela simples incorporacao na base.

5.1.7 Analise de fenémenos de instabilidade pela técnica de
espalhamento multiplo de luz

A técnica de espalhamento multiplo de luz tem sido utilizada com sucesso no
estudo de estabilidade de emulsées (LEMARCHAND et al., 2003) e dispersdes
coloidais concentradas (MENGUAL et al., 1999). Para estas formulacdes, devido a
propria composicao do sistema, uma desestabilizacao fisica pode ocorrer através de
processos irreversiveis, como coalescéncia ou floculagdo, ou de processos
reversiveis, como cremagem ou sedimentacao.

Esta técnica é capaz de detectar os fendbmenos de instabilidade de forma
mais rapida e segura do que por observacao visual do analista, especialmente no
caso de sistemas opacos e concentrados (MENGUAL et al., 1999; LEMARCHAND et
al., 2003) No caso de sistemas opacos as desestabilizacdes serdo obtidas através
de alteragdes no retroespalhamento de luz, que é o caso do insumo
nanoestruturado.

O resultado das andlises de estabilidade fisica, do insumo nanoestruturado,
efetuadas pela técnica de espalhamento multiplo de luz (Turbiscan LAb) esta
apresentado na Figura 8 representando o perfil da intensidade da luz retroespalhada

nas amostras do insumo nanoestruturado.
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Figura 8: Grafico de variacao de backscattering do insumo nanoestruturado.
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O lado esquerdo do grafico indica a base da cubeta, o lado direito o topo e o
meio representa a altura desta. No gréafico é possivel verificar uma pequena variagao
do backscattering no inicio e no final, menor que 1%, conforme manual de instru¢des
do equipamento indica estabilidade da amostra. O fenémeno de cremagem é
considerado reversivel e esperado para este tipo de sistema, devido a menor
densidade dos componentes lipidicos que constituem a particula.

A técnica de espalhamento multiplo de luz possibilita a detecgdo mais rapida
de possiveis fendmenos de instabilidade, como cremagem, sedimentagdo e
coalescéncia. O principio dessa andlise baseia-se na avaliacdo das variacoes da
transmissao e do retroespalhamento (backscattering) emitidos pela amostra devido a
uma variacao da fracao volumétrica da goticula/particula. A medida é feita a partir de
uma fonte de luz de infravermelho préximo e de dois detectores que agem de forma
sincronizada. O detector de transmissao recebe informacbes da luz transmitida
através do produto (7) e o detector de backscattering mede a luz refletida (BS) pelo
produto (LEMARCHAND et al., 2003).

O insumo nanoestruturado analisado mostrou-se, nos ensaios de
caracterizacao, de acordo com o certificado de analise do fabricante e semelhante a
alguns estudos da literatura (ANEXO 8.3; WISSING E MULLER, 2002; HOU et al.,
2003; SOUTO et al., 2004) Assim, o produto foi aprovado em todas as anélises
efetuadas, demonstrando a sua qualidade nos parametros pré-determinados no que
tange as suas caracteristicas nanoscépicas, mostrando-se apto para a veiculacéo
em bases dermatoldgicas com o intuito de avaliar sua influéncia sobre o perfil de
permeacgao/penetracdo da tretinoina. De acordo com PARDEIKE e colaboradores
(2008) os nanocarreadores lipidicos sdo carreadores coloidais com caracteristicas
vantajosas para aplicagcao dérmica, proporcionando uma liberacdo controlada de
muitas substancias. Além disso, podem ser compostos de lipidios fisiolégicos e
biodegradaveis, exibindo baixa toxicidade e uma excelente tolerabilidade.
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5.2 Caracterizacao fisico-quimica das formulacées semissolidas

5.2.1 Incorporacao dos ativos

Apbs a producdo do creme e gel base foram adicionados os ativos (insumo
nanoestruturado e/ou tretinoina) (item 4.2.1). O insumo nanoestruturado por
apresentar-se como uma dispersdo liquida, possui a vantagem de ser facilmente
incorporado em bases semissoélidas pela simples adicao e mistura.

As nanodispersdes lipidicas apresentam-se como liquidos de baixa
viscosidade, tendo a necessidade de serem incorporadas em formas semissolidas
para facilitar a aplicacao tépica e permitir que tenham contato e permanéncia na pele
(LIPPACHER; MULLER E MADER 2000; ALAVAREZ-ROMAN et al., 2001;
JIMENEZ et al., 2003). De acordo com os autores MULLER (2002), PADEIKE e
colaboradores (2008), nanoparticulas lipidicas podem ser incorporadas em bases
como cremes e hidrogéis durante a preparacao destas, substituindo parte dos
componentes graxos no caso de cremes e parte da agua no caso dos géis pela
suspensao de nanoparticulas. Entretanto, essas formulagbes também podem ser
adicionadas ap0s o preparo da base cosmética ou dermatoldgica.

Neste trabalho optou-se por incorporar o insumo nanoestruturado apoés o
preparo das bases conforme indicado pelo fabricante (ANEXO 8.4). A metodologia
de incorporacao do insumo nanoestruturado esta descrita no item 4.2.1.

A tretinoina foi incorporada no creme apds ser triturada, entdo adicionou-se
aos poucos o creme base, homogeneizando até que ndo tivesse particulas
sélidas/cristalinas visiveis a “olho nuU” e obtivesse um creme de coloracao
homogénea.

A formulacdo de creme utilizada neste trabalho possui propilenoglicol, um
alcool que segundo HADGRAFT (1999) pode atuar como promotor de permeacao
cutanea de substancias. Dessa forma decidiu-se utilizar para os géis a mesma
propor¢ao da formulagdo dos cremes, evitando interferéncia de substancias no
estudo de permeacdo cutadnea. Foi realizada p6s sua trituragdo e solubilizacdo no
propilenoglicol. No gel contendo insumo nnoestruturado, adicionou-se primeiramente

o propilenoglicol ao gel e apds o insumo.
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A escolha da concentragdo de tretinoina a ser incorporada nas formulacoes
foi baseada na concentracdo usual do produto Vitacid (IGEfarma) (ANEXO 8.5) e
para fornecer acdo anti-fotoenvelhecimento. Ja a concentragdo do insumo
nanoestruturado foi de acordo com a concentragdo média recomendada pelo
fabricante (5%), para que este tivesse acao clareadora de manchas e antiaging. A
concentracdo de 5% do carreador nanoestruturado (independente do ativo utilizado)
na formulacdo final também é sugerida por MULLER e colaboradores (2005),
estando a concentracao de acordo com a literatura.

E importante mencionar que as formulagdes contendo o insumo
nanoestruturado (indicado para cosmético), com ou sem a presenca de tretinoina,
devem ser consideradas como dermocosmético contendo nanotecnologia, pois
ambas as substancias ativas (vitamina C e tretinoina) tem acao biolégica.
Cosmeéticos de grau 2, sdo também chamados de cosmecéutico, termo criado por
Kligman ha mais de 25 anos, e tem por definicdo “produtos cosméticos contendo
componentes "biologicamente ativos" (DRAELQOS, 2005).

E um termo bastante difundido no mundo todo, e a industria cosmética usa o
termo para se referir a produtos cosméticos que tem propriedades medicinais ou
beneficios como medicamento. Entretanto, ndo é um termo oficial e o FDA néo o
reconhece, e sugere que se um produto tem propriedade medicamentosa deve ser
aprovada como tal (FDA, 2010). No Brasil o acido retindico ou tretinoina é
medicamento de controle especial (portaria 344 ANVISA). Dessa forma, as
formulagbes CTN e GTN se classificam como dermocosmético de uso topico
contendo nanotecnologia, que diferem das formulagbes CT e GT que séao

consideradas apenas como cosmecéuticos.
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5.2.2 Caracteristicas organolépticas

A Tabela 6 apresenta as caracteristicas organolépticas das formulagbes de

gel e creme, antes e apos a incorporacao dos ativos (insumo nanoestruturado — IN -
e tretinoina - TTN).

Tabela 6: Caracteristicas organolépticas das formulacées semissoélidas

Formulacao Aspecto Cor

CB Semissolido homogéneo, opaco Branco
CN Semissolido homogéneo, opaco Branco
CT Semissolido homogéneo, opaco Amarelo claro
CTN Semissolido homogéneo, opaco Amarelo claro
GB Semissolido homogéneo, transparente Incolor
GN Semissolido homogéneo, opaco Branco
GT Semissolido homogéneo, translicido Amarelo
GTN Semissolido homogéneo, opaco Amarelo

As formulacdes analisadas visualmente apresentaram-se homogéneas, sem a

presenca de grumos ou separagao de fases. O creme base, sem ativos, apresentou-

se como um semissélido consistente, de coloragdo branca, com aparéncia fisica

caracteristica das emulsées e das matérias-primas utilizadas para sua produgéo. A

coloracdo do creme nao foi alterada com a adicdo do insumo nanoestruturado,

devido a este possuir coloracao branca; também nao houve alteragdo aparente da

consisténcia. Por outro lado, os cremes que receberam a tretinoina tiveram sua
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coloragao alterada para amarelo claro e nao foi observada diferenca de cor entre as
formulagdes CT e CTN. Além disso, ndo foi observada nenhuma alterac¢do visual na
consisténcia dessas formulagdes.

Segundo MULLER e colaboradores (2005) a aparéncia do produto é um fator
importante para o consumidor o qual muitas vezes possui uma preferéncia por
produtos ndo coloridos. Além disso, os autores afirmam que produtos coloridos,
como aqueles que possuem Coenzima Q10, de coloragao amarelada, podem ter sua
coloracdo enfraquecida ou “desbotada” quando misturados a suspensdes de
nanoparticulas. Entretanto, nas formulagdes CT e CTN n&o foram observados tais
modificacdes na tonalidade do amarelo.

Através da anadlise visual das formulacbes de gel, observou-se um
semissélido de aparéncia homogénea. O gel sem ativos, que apresentava-se
inicialmente transparente, tornou-se de coloracdo amarela e com fraca opacidade,
ou seja, que nao permitiu identificar objetos através do frasco. Por sua vez, o gel
contendo IN e TTN apresentou coloracdo amarela de aspecto com alta opacidade. A
formulacdo GN, devido a presenca do IN ter coloracdo branca, apresentou coloracéo
esbranquicada, com aparéncia de gel-creme de média opacidade. As formulacdes
de gel ndo apresentaram diferenca aparente da consisténcia apds a incorporacao
dos ativos.

5.2.3 Determinacao do pH

Tabela 7: Valores de pH das formulacoes semissélidas

N pH - pH
Formulacao o Formulacao o
(média = DP) (Média £ DP)
cB 7,5%0,00 GB 5,7+0,11
CN 7,4%0,09 GN 5,7+0,09
CT 7,3+0,08 GT 5,9+0,08
CTN 7,310,11 GTN 5,8+0,11

Os valores de pH das formulacdes dos cremes e dos géis apresentaram-se
préximos a neutralidade (Tabela 7) e ndo foi observada variagédo significativa quando
foram adicionados os ativos de caracteristicas acidas e levemente acidas (tretinoina

e insumo nanoestruturado, respectivamente). Contudo, observa-se que o valor do
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pH dos cremes apresentou um discreto decréscimo com a adicdo dos ativos, uma
vez que o creme base é neutro teve seu pH reduzido ao ser adicionado de dos
ativos com carater acido. Provavelmente essa reducao do pH é dada pela TTN tendo
em vista que os valores de pH para as formulagdes CT e CTN foram iguais, nao
tento alteracdo pelo insumo nanoestruturado que tem carater levemente acido.

Segundo SZNITOWSKA e colaboradores (2001), formulacbes que
apresentam valores de pH entre 3,0 € 10,0 ndo possuem interferéncia na permeacao
de moléculas lipofilicas. Dessa forma, os valores de pH das formulacbes preparadas
neste trabalho estdo adequados para aplicacdo tépica. E importante destacar que o
grau de acidez da pele varia com fatores como a idade e sexo de individuo para
individuo, e torna-se alcalino a medida que se penetra nos tecidos. Tanto para a
cosmetologia como para a dermatologia, é primordial ter em conta as variagcdes do
pH cutdneo, pois pode ser fundamental para a boa tolerdncia dos produtos
cosmeticos (BARATA, 2002).

5.2.4 Quantificacao da tretinoina nas formulacoes semissoélidas

O teor de tretinoina determinado por CLAE, a partir das formulacdes
semissoélidas, foi de 0,52 + 0,08 pg/g para a formulagéo CT, 0,48 = 0,08 pg/g para a
formulagdo CTN 0,53 * 0,04 ug/g para GT e 0,49 + 0,03 ug/g para a formulagéao
GTN. Observa-se que os teores de TTN para todas as formulagdes apresentaram-se
em torno de 100% em relacéo ao valor teérico planejado 0,5 ug/g, com baixo desvio
padrao entre as analises, demonstrando confiabilidade na metodologia empregada,
reprodutibilidade na preparagdo dos géis e cremes, bem como auséncia de
degradacao da tretinoina por incompatibilidade com o sistema nanoestruturado.

5.2.5 Determinacao do diametro médio de particula e distribuicao
granulométrica e morfologia das particulas

Segundo LIPPACHER e colaboradores (2000), técnicas como espectroscopia
de correlacdo de fotons ou difratometria a laser podem ser utilizadas para
determinacdo do tamanho das nanoparticulas veiculadas em semissélidos como

géis e emulsoes.

90



Neste sentido, as analises foram realizadas para todas as formulagdes de
creme (CB, CT, CN e CTN) a fim de verificar se as formulagdes sem ativo nao
interfeririam nas medidas de didametro das amostras contendo nanoparticulas.
Entretanto, para todas as formulagdes, quando analisadas por ambas as técnicas,
nao foi possivel determinar didmetros que estivessem de acordo com o tamanho das
nanoparticulas antes da incorporacdo nas formulagdes. O perfil médio da
distribuicao de tamanho de particula apresentou-se micrométrico quando analisado
por volume e por nimero, apresentando graficos de perfil bimodal.

O D[4,3] que representa o diametro médio em volume das particulas teve
como resultado obtido um valor em micrémetros. O indice de polidispersdo medido
por espalhamento de luz dindmico (Zetasizer Nano ZS, modelo ZEN 3600 - Malvern
Instruments) apresentou-se entre 0,4 e 0,8, indicando amostra com varias
populacdes de tamanho com didmetro em torno de 1 um para todas as formulacées.

Tendo em vista a dificuldade de observacdo da presenca das nanoparticulas
nas formulacdes de creme por essas técnicas, poderia sugerir algumas hipoteses
para estes resultados, como: a pequena quantidade de nanoparticulas em relacao
as particulas micrométricas (goticulas) que compdéem a emulsdo; e/ou a
desestruturacao do arranjo molecular lipidico das nanoestruturas com consequente
formagéo de aglomerados micromeétricos.

Entretanto, através das fotomicrografias da formulacdo CN obtidas por
microscopia eletrbnica de transmissao (MET), observou-se a integridade das
nanoestruturas incorporadas no semissoélido (Figura 9), além da morfologia esférica.
Com a obtencdo das imagens via MET poderia ainda, sugerir que a populacao
micrométrica apresentada pelas formulagdes de creme seja inerente a propria
composicao do creme.
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Figura 9: Fotomicrografias das nanoparticulas na formulagdo CTN obtidas por MET
com magnitudes de: (a) 50.000x (b) 100.000x (c) 200.000x.

JENNING e colaboradores (2000a) incorporaram NLS em creme O/A e
também tiveram dificuldades na determinagdo do didmetro das NLS pelas técnicas
de PCS e DL. Os autores justificam que nao foi possivel analisar o tamanho de
particulas por essas técnicas devido a coexisténcia de nanoparticulas e goticulas de
6leo do creme, resultando em uma distribuicao de tamanho bimodal, tendo em vista
qgue as goticulas menores de 6leo e os agregados maiores NLS estavam em uma
gama de tamanho idéntico (500 -1.000 nm). Como alternativa utilizaram microscopia
de luz associado a difracdo de R-x, esta técnica permitiu a observacao das
nanoparticulas. Neste trabalho as ferramentas disponiveis para observagado foram
MET, DL e PCS.

Diferente dos cremes, os géis pela sua estrutura e composicao foi possivel
analisar o diametro das nanoparticulas nas formulacées contendo o insumo

nanoestruturado (GN e GTN). A Figura 10 representa a distribuicdo do tamanho de
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particula, por difratometria de laser (Mastersizer® 2000 — Malvern), das formulacdes
GN e GTN.
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Figura 10: Distribuicdo do tamanho de particula, por difratometria de laser, das

formulagdes: (a) GN e (b) GTN analisadas pelo volume e por numero de particulas
respectivamente.

Quando o perfil granulométrico € analisado pelo volume das particulas
apresenta-se como bimodal, sendo o maior pico representante da populacédo
nanomeétrica, referente a presenca do insumo nanoestruturado e o menor pico
representante da populacdo macrométrica relativa a formulacao do gel. O D[4,3],
obtido por difratometria de laser (Mastersizer® 2000 - Malvern), quando analisado
por volume das particulas apresentou um tamanho de 209 + 2,50 nm para a
formulacdo GN e 195,7 + 14 nm para a formulagdo GTN. Quando analisadas por

namero de particulas o diametro médio para as mesmas formulagdes foi de 63 *
0,08 e 64 £ 0,05 nm, respectivamente.
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As médias de diametro (Z average) e indice de polidispersao obtidos por
espalhamento de luz dinamico (Zetasizer Nano ZS, modelo ZEN 3600 - Malvern
Instruments) foram de 136,6 + 2,50 nm com PDI de 0,2 £ 0,01 para a formulacdo GN
e de 180,5 + 2,82 nm com PDI de 0,23 + 0,01 para a formulagdo GTN. E observado
um discreto aumento no tamanho das nanoparticulas na formulacgo GTN em
relacdo a GN, levando a sugestdo de duas hip6teses para poder explicar: a TTN
poderia ndo estar bem solubilizada no propilenoglicol, entretanto visivelmente néo
haviam particulas sélidas dispersas na formulacdo; a segunda hipbtese seria a
afinidade da TTN pela particula, pois ambas sao lipofilicas e ndo tem afinidade pela
formulacéao hidrofilica, podendo a TTN se aderir a superficie da nanoparticula.

Através da analise de diametro, por difratometria de laser Mastersizer® 2000 —
Malvern), verifica-se um discreto aumento no tamanho das nanoparticulas e, na
analise de espalhamento multiplo de luz, aumento no indice de polidispersdo apés
sua incorporacao nas formulacbes de gel. Segundo os autores GUTERRES e
colaboradores (1995) e CALVO e colaboradores (1996) um valor aumentado para o
indice de polidispersdao de nanoparticulas incorporadas em formulagcbes
semissélidas pode indicar a presenca de diferentes populagdes de particulas dentro
da mesma formulagdo. Mudancgas na distribuicao do didmetro das mesmas podem
indicar uma tendéncia a agregacao e sedimentacdo das particulas do sistema.
Entretanto, as variagbes de didmetro e do indice de polidispersdao foram
relativamente baixas para considerar fendbmenos de instabilidade.

JENNING e colaboradores (2000a) incorporaram NLS em diferentes tipos de
hidrogéis. Foi analisado o didametro das nanoparticulas e o indice de polidispersao
(IP) destas, antes e apds a incorporacao no gel através das técnicas de PCS, DL e
microscopia de luz. Foi observado um aumento do didmetro e IP para todos os géis,
contudo, nos géis de carbopol® que foram neutralizados com NaOH foi observada
maior agregacao das particulas, pois reduziram o potencial zeta das particulas. O
gel de carbopol® neutralizado com trometamina teve um discreto aumento no
didmetro da particula e aumento do IP. Os autores afirmam que em termos gerais as
NLS podem ser incorporadas em hidrogel constituidos de polimeros com uma ou
mais cargas, sem alteracdes significativas das caracteristicas de tamanho de

particula. No caso dos agentes espessantes com grupos muito polares, as possiveis
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interacoes entre a carga superficial negativa das NLS e os grupos polares do
polimero deve ser levado em consideragéo.

SOUTO e colaboradores (2004) analisaram o didmetro de carreadores
lipidicos nanoestruturados sem farmaco, pelas técnicas de DL e PCS, antes e apés
a incorporagdo em hidrogéis de Carbopol®, no primeiro dia e apos 90 dias de
armazenamento a 20° C. Os autores relatam nado haver agregacdo das
nanoestruturas no periodo do estudo, no entanto, quando analisados pela técnica de
PCS, o indice de polidispersao teve um discreto aumento no primeiro dia, € um
aumento significativo ap6s os 90 dias de armazenamento.

Comparando-se o estudo realizado por SOUTO e colaboradores (2004) com
o presente trabalho, a diluicdo das amostras para a determinacdo pela técnica de
PCS foi realizada até que a amostra apresentasse baixa opalescéncia. Neste
trabalho as formulagdes foram diluidas em 2.000 vezes seguida de centrifugacéo e o
sobrenadante filtrado em membrana de 1,2 um, garantindo a fraca opalescéncia das
amostras. O poro da membrana utilizada na filtragem permite a passagem de
populacbes de variados tamanhos presentes nas amostras, referentes a propria
estrutura do gel e que podem ter contribuido para o aumento do diametro. E
importante ressaltar que a formulagcdo que apresentou perfil bimodal e discreto
aumento de tamanho da nanoparticula foi GTN, o perfil para a formulacdo GN
corrobora os dados do estudo realizado por SOUTO e colaboradores (2004).

A Figura 11 representa o perfil granulométrico de todas as formulacbes de
gel, possibilitando a diferenciacao entre as elas.
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Figura 11: Perfil granulométrico das formulagdes de gel (GB, GT, GN e GTN)
analisadas por difratometria de laser.
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Uma vez verificada a presenca das nanoparticulas apés sua incorporacao nos
géis através da determinacao do diametro das particulas por difratometria de laser e
espalhamento de luz dindmico, a mesma amostra foi submetida a analise por
microscopia eletrdnica de transmissdo com o objetivo de visualizar a presenga do
insumo nanoestruturado nos géis. Como pode ser observado na Figura 12, foi
possivel visualizar a presenca de nanoparticulas integras e esféricas de tamanhos
semelhantes na matriz do gel.

Figura 12: Fotomicrografias das nanoparticulas na formulacdo GTN obtidas por MET
com magnitudes de: (a) 50.000x (b) 100.000x (c) 200.000x.

5.2.6 Comportamento reolégico

Os reogramas apresentados pelas Figura 13 e Figura 14 mostram que as
formulagdes semissolidas apresentaram carater ndo-newtoniano, pois nao houve
relacao linear entre os valores das tensdes de cisalhamento com os das velocidades
de cisalhamento aplicados.
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Figura 13: Perfil reologico das formulagbes de cremes de acordo com o modelo de
Herschel-Bulkley.
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Figura 14: Perfil reologico das formulacdes de gel descritas pelo modelo de Casson.

O reograma (Figura 13) resultante da tensédo de cisalhamento em fungéao da
taxa de cisalhamento apresentou-se como uma curva convexa devido a velocidade
de deformacgdo aumentar em propor¢cées maiores que a tensao tangencial. Durante
0 ensaio estes fluidos perdem viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento
(ALMEIDA E BAHIA, 2003).

Dentre os quatro modelos matematicos que descrevem os materiais nao-
newtonianos, o maior coeficiente de regressdo apresentado por todas as
formulacées de creme (com e sem ativos) foi para o modelo de Herschel-Bulkley
(Tabela 8).
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Tabela 8: Coeficiente de regressao (r’) para os modelos de fluxo da triplicata dos
lotes dos cremes (CB, CT, CN e CNT)

. Herschel-
Formulacao Bingham Casson Ostwald
Buickley
CB 0,979 + 0,01 0,994 + 0,08 0,982 + 0,01 0,995 + 0,01
CT 0,973 + 0,01 0,991 £0,10 0,989 + 0,04 0,998 + 0,03
CN 0,979 + 0,01 0,992 £ 0,09 0,985 £ 0,03 0,998 + 0,02
CTN 0,976 + 0,01 0,993 + 0,03 0,982 + 0,07 0,996 + 0,03

O modelo matematico de Herschel-Bulkley descreve um comportamento
reolégico do tipo pseudoplastico e é descrito pela Equacgao 2.

(Equacéo 2)
(T="To+KY")

Onde 71 é a tensdo de cisalhamento, 7, € a tensdo de cisamento limite (Pa), n é a
viscosidade, n é o indice de fluxo, k € o indice de consisténcia (Pa.s"), y é a taxa de
cisalhamento, n é o indice da lei da poténcia (KIM et al., 2003).

O estudo do comportamento reoldgico pode fornecer variadas informacdes de
formas farmacéuticas e cosméticas utilizadas topicamente, em principal, de suas
propriedades estruturais (KORHONEN et al., 2000; GASPAR e CAMPQOS, 2003). A
determinacao do comportamento reolégico de formulacées semissoélidas, antes e
apds a incorporacao de nanoestruturas € importante para avaliar o seu potencial na
aplicacdo tépica (GUIMARAES E RE, 2011), visto que a consisténcia dos produtos
deve ser reproduzida a cada lote, assegurando assim, a qualidade tecnolégica do
produto acabado. Para um comportamento pseudoplastico a formulacdo deve
apresentar valores de indice de fluxo (n) menores que 1, e quanto mais proximo de
zero for o valor maior o comportamento pseudoplastico da formulacao (ALMEIDA &
BAHIA, 2003; PAESE, 2008).

O comportamento pseudoplastico é adequado e o mais desejado para
produtos tépicos, pois sua viscosidade aparente diminui com o aumento da tensao,
tornando-se mais fluida, facilitando seu escoamento, refletindo a facilidade de
aplicacdo (CORREA et al., 2005; MORAIS et al, 2005).

99



Diversos estudos tém demonstrado que nanoparticulas lipofilicas, ou
nanoparticulas de outras naturezas, nao alteraram o comportamento reolégico de
formulagbes semissoélidas (ALVES et al., 2007; PAESE, 2008; BRUSCHI, 2010).
Entretanto a quantidade de lipideos empregada pode ter influéncia na consisténcia
destas (LIPPACHER et al., 2004). Nas formulacdes de creme estudadas no presente
trabalho, a adicdo do insumo nanoestruturado ndo modificou o comportamento
reolégico dessas, entretanto, o indice de escoamento e a consisténcia foram
alterados.

A Tabela 9 apresenta os indices de escoamento e os valores de consisténcia

das formulagdes de creme estudadas.

Tabela 9. indices de escoamento (n) e de consisténcia (K) das formulacdes dos
cremes (CB, CT, CN e CTN)

Formulacéao n? K (Pa. s")?

CB 0,44 +0,01° 35642 + 9863°
CT 0,65 + 0,19 23779 +1269°
CN 0,83 + 0,08° 18070 + 9328%
CTN 0,67 +0,12¢' 18450 + 1011%

2 de acordo com o modelo Herschel-Bulkley. Letras diferentes nas colunas
indicam diferenca significativa (p < 0,05) por ANOVA, pés teste de Tukey.

Os indices de fluxo foram significativamente diferentes (ANOVA, p < 0,05)
para as formula¢des contendo IN em relagdo as que n&o continham e nao observou-
se diferenca no indice de fluxo entre as formulagées CT e CTN, demonstrando que
tanto o IN quanto a TTN modificam o fluxo de escoamento dos cremes preparados
neste trabalho. Quanto aos valores de consisténcia, verificou-se diminuicao
significativa (p < 0,05) quando o IN foi adicionado nos cremes. A presenga da TTN
também reduziu a consisténcia dos cremes. Nao foi observado alteracdo na
consisténcia entre as formulagées CN e CTN.

Para as formulacbes de gel, através da realizacaéo de modelagem
matematica, o modelo de reologia que apresentou-se mais adequado foi o plastico,
do tipo Casson, determinado através dos coeficientes de regressdo apresentados
para cada formulacao (Tabela 10). A adicdo dos ativos IN e TTN no gel base nao
tiveram influéncia sobre o seu perfil reolégico, o qual manteve-se inalterado (Figura

14).
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Tabela 10: Coeficiente de regressao (r) para os modelos de fluxo da triplicata dos
lotes das formulacdes de gel

. Herschel-
Formulacao Bingham Casson Ostwald
Buickley
GB 0,980 £ 0,06 0,995 £ 0,06 0,989 + 0,01 0,993 £ 0,02
GT 0,988 £ 0,13 0,995 £+ 0,10 0,981 £ 0,08 0,992 + 0,04
GN 0,989 + 0,24 0,995 + 0,04 0,985 £ 0,03 0,998 + 0,02
GTN 0,996 + 0,04 0,998 + 0,83 0,982 + 0,07 0,996 + 0,03

Embora a maioria dos estudos reolégicos realizados com géis de carbopol
apresentarem comportamento pseudoplastico, ha relatos na literatura de géis com
comportamento reologico do tipo plastico. PAVELIC e colaboradores (2001)
incorporaram lipossomas de calceina em gel de Carbopol® dos tipos 974P NF e 980
NF. Ambos os géis apresentaram comportamento reolégico plastico antes e apés a
incorporacéo dos lipossomas, sendo que para o gel de Carbopol® do tipo 974P NF o
modelo matematico apresentado foi Casson e para o tipo 980 NF foi modelado como
plastico de Bingham.

MILAO (2003) realizou um estudo reolégico de hidrogéis onde foi verificado
comportamento plastico e, apds a incorporacado de suspensao de nanocapsulas de
diclofenaco o perfil reolégico ndo sofreu alteracdo. ALVES e colaboradores (2005)
incorporaram nanocapsulas, nanoesferas e nanoemulsées de nimesulida em gel de
carbopol. A modelagem matematica determinada pelo melhor coeficiente de
regressao caracterizou para os geéis contendo nanocapsulas e nanoesferas de
nimesulida um comportamento reolégico do tipo plastico de Casson, embora, 0s
reogramas tenham sido ajustados pelo modelo pseudoplastico de Ostwald.
OURIQUE e colaboradores (2011) desenvolveram hidrogéis contendo ou nao
nanocapsulas poliméricas contendo tretinoina e concluiram que a adicdo das
nanoparticulas estudadas nao altera o comportamento reolégico dos géis. Os
resultados obtidos pelos autores citados acima, corroboram os resultados obtidos
para os géis estudados neste trabalho que apresentaram comportamento reolégico
semelhante.

As formas farmacéuticas para administragdo dérmica devem apresentar alta

viscosidade e um comportamento de fluidez plastica para auxiliar em uma melhor
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aderéncia sobre a pele durante um tempo suficiente para acao do produto. Além
disso, 0 comportamento plastico apresenta importdncia em formulacdes
dermocosmeéticas, pois a resisténcia ao fluxo € baixa (WELING-BERGER, et al.,
2001; ALVES et al., 2005), garantindo assim uma boa espalhabilidade da formulacéo
quando aplicada sobre a pele. Dessa forma, verifica-se que as formulacdes
apresentaram perfil reolégico adequado a aplicacdo tépica. Formulacdes
semissodlidas de carater hidrofilico, como o Carbopol®, tém sido amplamente
utilizadas como bases dermatoldgicas por apresentarem boa espalhabilidade, pouco
sensorial oleoso e capacidade de veiculacdo para diferentes farmacos (CORREA et
al., 2005).

As determinacdes das caracteristicas reolégicas das formulacoes
semissdlidas além de predizer a espalhabilidade e aderéncia sobre a pele estdo
estreitamente relacionadas com o seu enchimento e sua retirada do material de
acondicionamento, com a estabilidade fisica, com a liberagcado do farmaco a partir da
formulacdo semissélida e, consequentemente com a biodisponibilidade bioldgica
(MARTIN et al., 1993; WELING-BERGER, et al., 2001).

5.2.7 Analise de fenémenos de instabilidade pela técnica de
espalhamento multiplo de luz

A estabilidade fisica avaliada por analisador 6ptico (Turbiscan LAb®) mostra
(Figura 15 a Figura 22) que as formulagdes preparadas neste estudo sao
relativamente estaveis, entretanto algumas formulacées apresentaram tendéncia a
algum tipo de instabilidade. Observando o grafico referente ao CB (Figura 15) ha um
aumento do backscattering (BS) no topo e uma variagdo ao longo da cubeta,

indicando discreta tendéncia a cremagem e variagdo no tamanho de particula.
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Figura 15: Gréfico de variagdo de backscattering da formulagéo CB.
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Essa variagcdo no tamanho de particula poderia ser explicada pelo fenémeno
de maturacao de Ostwald, uma vez que pela técnica de espalhamento multiplo de
luz, particulas com didmetros maiores que 600 nm, (como no caso do creme) que
apresentam uma diminuicdo no backskattering, considera-se um aumento de
tamanho de particula (TAYLOR, 1998). No caso da analise em questdo, a
formulacdo demonstrou um aumento no backscattering. Oscilagdes com aumento e
diminuicdo de backscattering simultaneamente, podem indicar alteracées no
didmetro de particula, havendo presenca tanto de particulas da ordem de
nanémetros como da ordem de micrdmetros. Entretanto, essa alteracdo nos
didmetros nao € significativa uma vez que a percentagem apresentada € de

aproximadamente 5%.
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Figura 16: Gréfico de variagdo de backscattering da formulagdo CN.

Segundo CELIA et al., variacbes do tamanho de particulas ocorre quando o
perfil de retroespalhamento esta dentro do intervalo de + 2%. Variagdes superiores a
10%, positivas ou negativas na escala grafica de retroespalhamento séao
representativos de uma formulagao instavel.

A Figura 16 apresenta o grafico referente a formulagdo CN analisadas por
espalhamento multiplo de luz. Observa-se um aumento do backskattering no topo da
cubeta e diminuigcdo na base, indicando leve tendéncia a cremagem. Também ha
uma leve variacado ao longo da cubeta, indicando migracéao de particulas. A variagao
do backscattering foi menor que 5% indicando estabilidade do sistema.
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Figura 17: Gréfico de variagdo de backscattering da formulacédo CT.
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Observa-se na Figura 17, para a formulagdo CT, que nos primeiros tempos de
analise ha um aumento do backscattering no topo e na base da cubeta
representando uma leve tendéncia a cremagem (fendmeno reversivel das goticulas
da fase interna). No meio da cubeta observa-se uma variacdo do BS ao longo dos
dias indicando variacdo do tamanho de particula. Uma hipdtese para explicar essa
variagdao do BS no meio da cubeta, seria que a tretinoina por ser um sélido poderia
estar sedimentando, ndo representando assim variacado no tamanho de particulas,
mas sim a sedimentacdo dos soélidos incorporados. A presenca dessa variacao
também pode ocorrer quando ha presenca de diminutas bolhas, que em um sistema

opaco como a formulacédo de creme torna-se dificil de ser visualizada a olho nu.
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Figura 18: Gréfico de variagdo de backscattering da formulagdo CTN.

Q-

Na Figura 18 referente a formulagdo CTN, observa-se uma tendéncia
cremagem e com o decorrer das analises diarias, uma provavel tendéncia a
sedimentagao indicada por uma diminuicdo do backscattering no topo da cubeta.
Esse fenbmeno poderia ser explicado pela adicao de particulas sélidas de tretinoina,
as quais poderiam estar precipitando. Contudo, as variacées ndo foram superiores a
5%, podendo se considerar que a formulacao é estavel, além de possuir um melhor
perfil quando esse é comparado aos perfis das formulagdes anteriores, sugerindo
uma melhor estabilidade do produto.

A Figura 19 apresenta o grafico de variacdo do backscattering para a formulacao GB.
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Figura 19: Grafico de variagao de transmitancia da formulacdo GB.
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Nesta formulacdo verifica-se que o sinal de transmissao (7) ndao é nulo e,
portanto, a reflexdo da luz atravessa a parede do frasco contendo a amostra, sendo
justificado pela transparéncia do gel base. Para esses casos somente os sinais de T
deveréao ser avaliados (LEMARCHAND et al., 2003). A ocorréncia de transmissao do
feixe através desta formulacéo se deve a seu aspecto translucido e incolor.

As analises realizadas com o GB nao apresentaram nenhuma tendéncia
significativa a desestabilizacdo, uma vez que as variacées da transmissao foram de
baixa intensidade e que estas pequenas variacdes na base da cubeta poderiam
derivar de diminutas bolhas de ar comumente presente em géis. PAESE (2008)

verificou variagdo na transmisséao relatando a presenca de bolhas na amostra.
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Figura 20: Gréfico de variagdo de backscattering da formulacao GT.

Para a formulacao de gel contendo TTN — GT - (Figura 20), a qual apresenta
coloragao levemente amarelada, com aspecto entre transllicido e opaco nao houve
passagem de luz através da amostra, sendo analisado o retroespalhamento. A
amostra apresentou uma discreta diminuicdo do backscattering no topo da cubeta
representando leve tendéncia a sedimentacdo, a qual pode ser atribuida as
particulas dispersas de tretinoina, ou de diminutas bolhas de ar presentes no gel.
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Figura 21: Gréfico de variagdo de backscattering da formulagdo GN.

As anadlises realizadas com as formulacbes de gel contendo insumo
nanoestruturado (Figura 21), que apresentaram-se com aspecto opaco médio e de

coloracao branca, apresentaram sinais de retroespalhamento no grafico obtido pela
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analise de espalhamento mdultiplo de luz (Figura 21). A estabilidade pode ser
considerada adequada para formulagdo, uma vez que a mesma apresentou apenas
uma discreta variacdo (menor que 5%) no BS, sendo esse apenas no topo da

cubeta, o qual pode ser atribuido a bolhas ou ainda a um menisco irregular.
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Figura 22: Grafico de variagao de backscattering da formulacao GTN.

Através da avaliagdo do grafico da analise de estabilidade da formulacao GTN
(Figura 22), observou-se que nos primeiros tempos de analise houve um aumento do
BS no topo da cubeta, com sinal de retroespalhamento de luz, e nos sequenciais,
uma diminuicdo do BS, contudo, a variacao nao foi superior a 5%, demonstrando
estabilidade da formulacao.

Mediante a andlise dos graficos obtidos pelo equipamento Turbiscan LAb®
sugere-se que a adicdo do IN no gel tenha conferido melhor homogeneidade do
sistema, uma vez que as maiores variagdes de retroespalhamento ou transmitancia
foram para as formulagdes sem o insumo. Sugere-se neste trabalho algumas
possiveis hipbteses:

a) O insumo nanoestruturado por conter tensoativo, poderia conferir maio

estabilidade a formulacao

b) A presenca do liquido (IN) pode ter ocupado lugar de diminutas bolhas de

ar presente na rede do gel no momento em que a formulagdo foi
adicionada a cubeta, apresentando assim, um perfil com menores
variagdes

c) As nanoparticulas pelo seu tamanho submicrométrico expde grande

superficie de contato entre as goticulas do creme facilitando seu
deslizamento, e consequentemente um preenchimento de espacgo entre as

goticulas dispersas do creme e os ativos.
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5.3 Avaliacao in vitro da permeacao e penetracao/retencao cutdnea da
tretinoina a partir das bases semissolidas

Fatores como a escolha da membrana e do meio receptor, responsavel por
solubilizar o fadrmaco na concentragdo utilizada, sdo de grande importancia para o
sucesso de experimentos de permeacdo cutdnea (SHAH et al., 1994). O meio
receptor que melhor atendeu as condicdes necessarias para a execucao do estudo
proposto foi a solucao composta por tampao PBS pH 7,4 e etanol (70:30, v/v) (USP,
2006). De acordo com o FDA (FDA/CDER, 1997), quando sao testadas substancias
muito lipossoluveis, como no caso a TIN que apresenta um LogP de
aproximadamente 5 (DRUGBANK, 2012), é permitido o uso de solucdes
hidroalcodlicas como meios receptores para estudos de liberacao in vitro.

Foi observado nesse estudo que ndao houve permeacdo cutanea da TTN a
partir das formulagbes semissoélidas testadas com ou sem insumo nanoestruturado,
no tempo de 12 horas, pois, através da quantificacdo do meio receptor nao foi
detectada a presenca da TTN nem de produtos de degradacdo desta, como a
isotretinoina. Este resultado mostra que a presenca do insumo nanoestruturado nao
favoreceu a permeacado dessa substancia no tempo e condicdes utilizadas neste
estudo. Em vista do potencial téxico da TTN via sistémica é importante que esta nao
tenha sido detectada no meio receptor, o qual representaria a chegada do farmaco
na circulacao sanguinea.

Em um estudo de permeacao da tretinoina e isotretinoina em pele de ratos,
realizado por MOGHIMI e colaboradores (2004), foi relatada uma baixa permeacéo
da tretinoina, pois esta nao foi detectada no meio receptor. JENNING e
colaboradores (2000b) estudaram a permeacgao da dispersao do retinol em NLS, em
24 horas de experimento as concentragdes de retinol estavam abaixo do limite de
quantificacdo. Os autores explicaram que a alta lipofilia do retinol preveniu a sua
difusdo pela pele impedindo que chegasse até o meio receptor. Diferentemente de
JENNING e colaboradores (2000b) neste trabalho optou-se por estudar a permeacéao
da TTN um periodo menor (12h), devido esta ser substancia fotoinstavel, prevenindo
dessa forma a degradagcédo da mesma.

Como parte dos resultados para o estudo de penetracdo cutanea da TTN, a
Figura 23 apresenta o grafico da distribuicdo da tretinoina nas diferentes camadas
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de tape stripping (representantes das camadas do estrato corneo) a partir das

formulacées CTN e CT.

1,5

BCTN ®CT
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Figura 23: Distribuicdo da TTN (ug/cm?) nas camadas de fape no EC, a partir de
CTN e CT, através da técnica do tape stripping (n=6).

* significativo para p < 0,05.

Observa-se na Figura 23 que nao ha barra do grafico representando as
camadas de tape T4, T5 e T6 para CT. Isso porque a concentracédo de TTN que foi
detectada nesses grupos de tape estava abaixo do LQ (< 0,0495 pg), logo nao
puderam ser representadas graficamente. Para as camadas de tape onde a
concentracdo de TTN pode ser quantificada (dento do LQ) foram avaliadas
estatisticamente par a par (T1 - CT versus T1 - CTN; T2 - CT versus T2 - CTN e T3 -
CT versus T3 - CTN) e verificou-se diferencga significativa (p < 0,05) na quantidade
de TTN presente na camada de tape 1 de GT e GTN em relacdo as demais
camadas de tape (T2, T3, T4, T5 e T6). Contudo, verifica-se maior propensao da
TTN em ficar retida mais superficialmente no EC a partir das formulagdes de creme.
Apesar de nao haver diferencga significativa na concentragéo de TTN entre os demais
grupos de tape (T2 a T6) e derme e epiderme, sugere-se que a presenca do insumo
nanoestruturado presente na formulacdo CTN pode ter contribuido para uma
penetracdo mais profunda da TTN nas camadas do EC, mesmo que em quantidades
muito pequenas.

Conforme ja mencionado, a técnica de tape stripping permite determinar a
distribuicdo de farmacos nas diferentes camadas do estrato cérneo. (TOUITOU et
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al., 1998; VERMA & FAHR, 2004). O experimento deste trabalho foi planejado,
através da divisdo das 18 fitas de ftape em 6 grupos, com a finalidade de verificar
modificacoes da penetracao/retencao da TTN nas diversas camadas do EC.

Ainda no experimento de penetracdo cutanea da TTN, obtiveram-se como
resultado a deteccdo de concentragdes de TTN ligeiramente abaixo do LQ nas
camadas derme e epiderme para ambas as formulacdes de creme estudadas,
mostrando uma reducao do fluxo do farmaco para as camadas subjacentes ao EC.

A maior quantidade de TTN na camada mais externa (EC) pode ser
explicada pela maior semelhanga da a TTN, com LogP préximo a 5 (alta lipofilia),
pela camada cérnea, de constituicao lipidica

Diversos autores relatam que uma reducao no fluxo de um farmaco lipofilico,
através da pele e a sua chegada até a derme, em estudos in vitro pode representar
baixa ou nenhuma permeacao, sendo importante no caso da TTN a qual apresenta
potencial de toxicidade sistémica (BRISAERT e PLAIZIER-VERCAMMEN, 2000;
MOSER et al., 2001; ZHAI & MAIBACH, 2004; CHIVOT, 2005). A presenca da TTN
na epiderme (EC e epiderme viavel) e derme é interessante quando se trata de
retindides, pois estes desempenham sua fungcdo antifotoenvelhecimento nessas
camadas (DRAELOS, 2005). Segundo SILVA & BARBOSA (2008) a nivel
epidérmico atuam como estimulante da proliferacdo e diferenciacdo dos
queratinéticos e na derme fazem a dilatacdo dos vasos sanguinea associada a
angiogénese e ao aumento da sintese de colageno nas papilas dérmicas.

A fim de melhor demonstrar as quantidades de TTN no EC (determinadas
através da técnica de fape strippping) foram somadas as concentracdes de TTN
(g/cm?) quantificadas nas camadas de tape T1 a T6, para ambas as formulagdes e

representou-se graficamente através da Figura 24.
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Figura 24: Distribuicdo da TTN (ug/cm?) no estrato cérneo, a partir de CTN e CT,
através da técnica do tape stripping (n=6).

A figura permite corroborar ndo haver diferenga significativa entre as
formulacbes de creme (p = 0,1388). As quantidades de TTN penetrada no EC para
as formulagbées foram: 0,520+0,1 e 0,517£0,2 pg/cm? para CTN e CT
respectivamente. Em vista destes resultados, reforca-se a hipétese de que a TTN
teria uma maior tendéncia a ficar retida mais superficialmente.

Em relacdo ao percentual de TTN recuperada entre o inicio e o final do
experimento foi de 81% e 80% para CTN e CT respectivamente. O percentual de
TTN que penetrou no EC foi de 0,52040,3 % para CTN e 0,52010,28 % para CT.
Segundo ANVISA no Parecer n® 4, de 21 de dezembro de 2010 (atualizado em
05/07/2011) a absorcao percutdnea do acido retindico, quando utilizado em cremes
a 0,05% é de aproximadamente 2% corroborando o resultado apresentado neste
estudo.

JENNING e colaboradores (2000b) estudaram a permeacao do retinol em
NLS incorporadas em creme O/A em comparacdo com nanoemulsdo de retinol.
Ap6s 6 horas de experimento encontraram maior quantidade de farmaco nas
camadas mais superiores, reduzindo a quantidade na chegada a derme. Os autores
relatam esse fato como uma vantagem na prevencao da chegada do farmaco para o
meio receptor, onde nao foram encontradas quantidades de retinol apés 48 horas de
experimento. Embora as quantidades de TTN encontradas na derme, neste trabalho,

estarem abaixo do LQ, os resultados de JENNING e colaboradores corroboram os
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resultados deste trabalho, uma vez que na derme havia pouca quantidade do
farmaco nao chegando ao meio receptor.

Os dados (ndo mostrados) obtidos no estudo de permeacao cutanea da TTN
a partir das formulacdes de gel mostraram que nao houve permeacgao do farmaco
estudado no tempo de 12 horas, pois nos cromatogramas referentes nao foi
detectada a presenca de TTN nas amostras do meio receptor.

A Figura 25 apresenta os resultados da penetracao e retencao cutanea da
TTN sendo demonstrada a distribuicdo da TTN nas diferentes camadas da pele, a
partir das formulacdes de gel, sendo explorada a distribuicdo do farmaco no EC

pelos grupos de tape.
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Figura 25: Distribuicdo da TTN (ug/cm?) nas diferentes camadas da pele, a partir de
GTN e GT, através da técnica de tape stripping e retencao cutanea (n=6).

* significativo para p < 0,05.

E observado que dentre as camadas de tape avaliadas (T1 a T6) houve
diferenca estatistica significativa na quantidade de TTN penetrada entre os grupos,
sendo maior no grupo T1 — GTN em relagdo ao grupo T1 - GT (p = 0,071) e em
relacdo a todos os outros grupos de fape: (T1 — GTN > T2, T3, T4, T5e T6 — GT e
GTN) e as camadas epiderme viavel (EV) e derme (DER) da formulacdo GT (T1 —
GTN > EV - GT e DER — GT). O grupo de tape T1 — GT apresentou diferenca
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significativa na quantidade de TTN penetrada apenas para T5 da mesma formulacéo
(GT). Observa-se ainda, uma redugdo gradativa do fluxo do farmaco para as
camadas mais profundas do EC, mas que aumenta na epiderme viavel fazendo-se
presente também na derme.

JENNING e colaboradores (2000b) estudaram a permeacao de nanoemulsao
e NLS de retinol. Apds 6 horas de experimento observaram uma maior concentracao
de retinol nas camadas superiores da pele para em comparacdo com nanoparticulas
de retinol livre. Assim como neste trabalho, as quantidades de farmaco nas camadas
mais profundas eram menos pronunciadas em relacdo as primeiras camadas. Os
autores sugerem que assim como para a dispersao de NLS, as nanoparticulas do
gel teriam uma penetracao folicular ou a aderéncia das particulas para a camada
cérnea, fazendo com que o farmaco ficasse em maior quantidade nas camadas
superiores.

A fim de melhor poder comparar as quantidades de TTN penetrada nas
camadas da pele, plotou-se em grafico o EC (somatério das camadas de tape T1 a
T6), a epiderme viavel e a derme, sendo representada a distribuicdo do farmaco pela
Figura 26.
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Figura 26: Distribuicdo da TTN (pg/cm?) nas diferentes camadas da pele, a partir de
GTN e GT, através da técnica do tape stripping (n=6).

* significativo para p < 0,05.

Verifica-se que houve diferenca estatistica na quantidade de TTN

(ug/cm?) presente no EC total em relacdo as demais camadas, sendo maior na

formulacdo GTN em relacdao a GT (GTN > GT). As quantidades de TTN (ug/cm?)
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presentes na epiderme viavel e derme ndo foram significativamente diferentes (p >
0,05) entre elas, apontando que a TTN se distribuiu de forma semelhante nessas
camadas independente da presenca do IN. A figura também mostra que ha maior
quantidade de TTN (ug/cm?) no estrato cérneo, mas que vai se diluindo para as
camadas subjacentes (epiderme e derme), para ambas as formulagdes.

Mediante a observacao dos resultados apresentados para as formulacdes de
gel sugere-se que a adicdo do insumo nanoestruturado nao modificou o perfil de
penetracdo da TTN a partir da formulacao de gel. No entanto, sugere-se que a maior
quantidade de TTN (ug/cm?) presente no EC a partir da formulacdo contendo o IN
em relagdo a formulagdo sem o mesmo, deriva de uma afinidade da TTN pelas
nanoparticulas, ou pelo tensoativo que as estabilizam, e que quando presentes no
gel hidrofilico, na qual os ativos ndo tem afinidade, este tende a favorecer a retencéo
da TTN no estrato cérneo.

Diversos autores relatam que uma reducao no fluxo de um farmaco lipofilico,
através da pele e a sua chegada até a derme, em estudos in vitro pode representar
baixa ou nenhuma permeacéo, sendo importante no caso da TTN a qual apresenta
potencial de toxicidade sistémica (BRISAERT e PLAIZIER-VERCAMMEN, 2000;
MOSER et al., 2001; ZHAI & MAIBACH, 2004; CHIVOT, 2005). A presenca da TTN
na epiderme (EC e epiderme viavel) e derme € interessante quando se trata de
retindides, pois estes desempenham sua funcdo antifotoenvelhecimento nessas
camadas (DRAELQOS, 2005).

Quanto ao percentual de TTN recuperado apds os experimentos, verificou-se
uma recuperacdo de 84% para GTN e 94% para GT, sendo que 4,69+1,68 e
2,08+0,39 foram os percentuais de TTN que penetraram nas camadas da pele para
as formulacdes GTN e GT, respectivamente.

A fim de comparar a distribuicdo da TTN a partir das diferentes bases (GTN
versus CTN e GT versus CT), realizou-se analise estatistica através de ANOVA de
duas vias com pés-teste de Bonferroni, representados pela Figura 27 para o estrato

corneo.

113



N
J

35 BCTN ®EGTN ®&CT ®GT
S 3
©
s 25 -
N 2 * *
o £ ] s [
9.21,5_
- o))
F2 17
() 0,5 -
S
& 0 - .

Figura 27: Distribuicdo da TTN (ug/cm?) no estrato cérneo a partir das formulacoes
de gel e creme (n=6).

* significativo para p < 0,05.

Foi observada diferenca estatistica significativa (p > 0,05) na quantidade de
TTN (ug/cm?) distribuida no EC. A figura mostra claramente a diferenca na
quantidade de TTN penetrada a partir das formulacées de gel em relacdo as

formulagcbes de creme, independente da presenca do IN.
A Figura 28 apresenta os resultados da distribuicdo da TTN nas diferentes

camadas do estrato cérneo (T1 a T6) a partir das formulacdes semissoélidas de gel e

creme.
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Figura 28: Distribuicdo da TTN (ug/cm?) nas camadas de tape, do EC a partir das
formulacées de gel e de creme (n=6).

* significativo para p < 0,05.
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Observa-se diferenca estatistica significativa apenas na quantidade de TTN
(ug/cm?) presente na primeira camada de fape (assim como houve para o EC),
estando em maior quantidade nesta camada para a formulacdo GTN em relacdo a
formulacdo CTN. As camadas epiderme e derme nao puderam ser comparadas
devido a impossibilidade de quantificagdo da TTN nessas camadas para as
formulacbes de creme.

Esse perfil de distribuicdo do gel, diferente daquele apresentado pela
formulacédo de creme, pode ser devido ao carater mais hidrofilico que a formulagao
apresenta. Na presenca do gel (hidrofilico) a tretinoina (lipofilica) e as nanoparticulas
(lipofilicas), apresentam uma maior propenséo a se difundir para a pele, devido a
afinidade quimica (lipofilia). J& no creme, a maior afinidade dos insumos é pela
formulacédo, o que pode ter diminuido sua difusdo para pele e consequentemente
reduzido as quantidades de ativo liberadas.

Ainda, no presente trabalho, foi observado que a presenga de um insumo
nanoestruturado foi capaz de modificar o perfil de distribuicdo da tretinoina na
camada cornea nos experimentos in vitro (conforme observado principalmente nos
resultados da primeira camada de tape). Possiveis explicacdes para esse resultado
seriam:

a) a presenca das nanoestruturas aumenta o fluxo de penetracdo da
formulacéo na pele;

b) a tretinoina, devido ao seu carater altamente lipofilico, associa-se fisico-
quimicamente as nanoestruturas, ou a cauda lipofilica do tensoativo que as
estabilizam, tendo a sua penetracéao facilitada pelas mesmas;

c) as nanoparticulas formaram uma barreira oclusiva e de hidratacdo para a
pele, deixando-a mais propicia a penetracao de ativos como a tretinoina.

A menor penetracdo da TTN a partir das formulacdes de creme pode ser
explicada a partir de um estudo com retinol realizado por JENNING e colaboradores
(2000b) onde fase oleosa do creme foi considerada como um bom solvente para
vitamina A, tornando a atividade termodinamica do retinol mais baixa e reduzindo
consequentemente a penetragdo do farmaco. Além disso, o estrato cérneo e sua
estrutura compacta constitui o principal obstaculo para penetracdo de compostos
aplicados topicamente na pele (HADGRAFT, 2001; TING et al., 2004).
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Em 1996, SANTOYO e colaboradores observaram que a liberagéo in vitro de
piroxicam diminuia quando a concentracdo de  propilenoglicol na
formulacdoaumentava. O propilenoglicol era um excipiente da formulacdo que agia
como solubilizador. A formulagdo onde o piroxicam encontrava-se em concentracao
proxima a saturacdo (menor quantidade possivel de propilenoglicol adicionada), e
logo, com maior atividade termodinamica, foi a que demonstrou maior liberacdo in
vitro (SANTOYO et al., 1996).

Essas hip6teses apresentadas sugerem maiores investigagcdes uma vez que
neste trabalho a TTN ndo esta nanoencapsulada e ndo se encontrou na literatura
estudos de farmacos livres incorporados em formulagcées semissélidas contendo

nanoparticulas para comparar com este trabalho.

5.4 Estudo de liberacao da TTN in vitro

Para avaliar se a hipotese de que ha uma maior penetragao da tretinoina nas
camadas da pele a partir dos géis em comparagdao com os cremes devido a maior
liberacdo do farmaco das bases é verdadeira, estudos de liberacdo in vitro
empregando membranas de dialise foram realizados. Ap6s as 12 horas do
experimento de liberagdo da TTN foi possivel determinar o percentual de tretinoina
liberado a partir das formulacées semissélidas. A Figura 29 representa graficamente
o percentual de liberagdo da TTN a partir das formulacdées CTN e CT apés 12 horas

de experimento.
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Figura 29: Percentual (%) de liberacao da TTN a partir das formulagcdées CTN e CT.

116



Observa-se que a quantidade total de TTN liberada no tempo de experimento
foi relativamente baixa (CT = 2,42 + 0,72 % e CTN = 2,79 * 0,12%) ndo sendo
possivel construir um perfil de liberagdo. Utilizou-se dos mesmos resultados para a
construcdo de graficos da concentracdo versus tempo (pg/cm? x t(h)), onde foi
tracada uma linha de tendéncia que permitiu observar fraca correlacdo entre as
variaveis quantidade de TTN (pg/cm?) e tempo (h). O coeficiente de correlagéo
médio para a formulacao CT foi igual a 0,725 * 0,13 e para a formulagdo CTN r =
0,212+0,05. Com base no observado, optou-se por nao expressar o valor de fluxo a
partir desses dados. E possivel observar que no tempo de experimento utilizado nio
houve diferenca estatistica (p > 0,05) no percentual de liberagdo da TTN entre as
formulacdes de creme estudadas.

Foi verificado que as concentracbes de TTN obtidas entre as triplicatas das
amostras das coletas no meio receptor eram inconstantes para CT em relacao a
CTN e que calculando os valores numéricos de desvio-padrao estes apresentavam-
se maiores. Diante disso, e de forma ndo usual, a partir dos resultados da liberacéao
da TTN, (quantidade (pg/cm?) versus tempo (h)), calculou-se a média dos valores

numéricos de desvio-padrao para cada formulagéo de creme (Figura 30).
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Figura 30: Representagéo grafica da média de valores de DP obtidos na avaliagéo
da liberagéo da TTN a partir das formulagdes CTN e CT.

* significativo (p < 0,05).

Através da andlise estatistica foi possivel observar diferenca estatistica nos
valores numéricos de desvio-padrao da formulacdo de creme sem insumo

nanoestruturado (CT), em relagdo a formulagao de creme contendo IN (CTN) (p =
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7,87 x 10°), sendo um menor valor médio de desvio-padrdo encontrado para a
formulagdo de creme contendo insumo nanoestruturado. Com base nessa
observacao sugere-se que a adicdo do insumo nanoestruturado, na formulacao do
creme contendo TTN, proporcionou uma liberacdo mais homogénea do farmaco
incorporado na formulagdo semissoélida. Segundo BOUCHEMAL e colaboradores
(2004) sistemas nanométricos proporcionam uma liberagdo homogénea da
substancia encapsulada. Embora neste trabalho a TTN nao esteja encapsulada no
sistema nanométrico utilizado, acredita-se que este foi capaz de promover uma
liberacdo homogénea da TTN. Na literatura ndo foram encontrados estudos prévios
a este que avaliassem a homogeneidade da liberagdo de farmacos livres em
presenca de nanoparticulas em uma mesma formulacao semissdélida.

O estudo de liberacao da TTN também foi realizado para as formulacbes de
gel, com os mesmos parametros utilizados para as formulacées de creme. A Figura
31 representa o percentual de TTN liberado a partir das formulacées GTN e GT apds

12 horas de experimento.
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Figura 31: Representacédo grafica do percentual de liberagcdo de TTN a partir das
formulacées GTN e GT.

Mediante a representacao grafica acima verifica-se que nao houve diferenca
estatistica significativa (p > 0,05) no percentual de TTN liberado entre as
formulacbes GT e GTN. Numericamente os percentuais de TTN liberado a partir de
GT e GTN respectivamente sao de 30,83 + 8,62 e 33,42 + 6,62%.
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Da mesma forma que para os cremes, os resultados dos géis foram
empregados para a construgdo de graficos da concentragdo versus tempo (ug/cm? x
t(h)), onde foi tragada uma linha de tendéncia que permitiu observar forte correlagéo
entre as varidveis quantidade de TTN (pg/cm?) e tempo (h). O coeficiente de
correlacdo médio (r) foi de 0,970 + 0,013 e 0,963 + 0,01 para GT e GTN
respectivamente. A partir desses dados utilizando a primeira lei de Fick calculou-se o
fluxo da TTN a partir das formulacdes de gel. Os valores médios encontrados foram
de 1,68 + 0,53 pg/cm?/h para a formulagdo GT e de 1,85 + 0,40 pg/cm?h para a
formulacdo GTN. Através da anadlise estatistica € possivel constatar que nao houve
influéncia do insumo nanoestruturado no fluxo da TTN a partir das formulacbes de
gel avaliadas (p = 0,69).

A partir dos resultados da liberacdo da TTN (quantidade (pg/cm?) versus
tempo (h) calculou-se também a média dos valores numéricos de desvio-padrdo
para cada formulacdo de gel. Ao contrario do observado anteriormente para as
formulacdes de creme, nao foi observada diferenca estatistica (p = 0,79) entre os
valores numéricos de desvio-padrao entre os géis contendo e nao contendo IN.

A Figura 32 apresenta o comparativo do percentual de TTN liberado a partir
de todas as formulacdes semissolidas estudadas neste trabalho. A avaliacdao do
comparativo de liberagdo da TTN a partir das formulagées semissolidas de cremes e

géis permite observar claramente a influéncia da base na liberacao da TTN.
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Figura 32: Representacéo grafica comparativa do percentual de TTN liberada a partir
das formulagbes semissolidas de cremes e géis.
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Os resultados obtidos no estudo de liberacdo confirmam a hipétese levantada
anteriormente, demonstrando que a maior distribuicdo cutédnea da tretinoina a partir
dos géis é explicada pela maior liberacdo do farmaco a partir da formulacao
semisdlida.

Um estudo realizado por JENNING e colaboradores (2000a) o retinol foi
nanoencapsulado e incorporado em uma formulagcdo de gel. Apds, os autores
estudaram sua permeacdo em células de difusdo tipo Franz durante 24 horas. E
explicado que o gel espesso sobre a superficie da pele pode reduzir a perda de
agua transepidérmica e, reforcando a oclusao, permite a penetracdo mais profunda
de retinol na pele. Os mesmos autores, em outro trabalho (JENNING et al., 2000b)
estudaram a permeacéao de gel e creme contendo NLS de retinol. Um dos resultados
comparativos demonstrou que a penetracao na pele da TTN a partir do creme foi de
apenas cerca de 35% em comparacdo com o gel. Como a fase de Oleo da
formulagdo atuou como um bom solvente para a vitamina A, a atividade
termodinamica do retinol era menor neste veiculo. Por conseguinte, uma penetracao
reduzida, como observado, era esperada. A TTN é um derivado da vitamina A,
ambas substancias sdo altamente lipofilicas, além disso as formulacdes
semissolidas utilizadas no trabalho de JENNING e colaboradores também foram géis
e cremes. As explicacdes dos autores servem também para o presente trabalho.

A taxa de liberacdo de um farmaco a partir de determinada formulagéao
depende diretamente das caracteristicas fisico-quimicas do veiculo e do farmaco
(SANTOYO et al.,, 1996). A liberacdo de um farmaco a partir do veiculo que o
contém ¢é prerrogativa para a penetracao na pele. As principais caracteristicas da
formulagé@o que irdo governar essa etapa sao a solubilidade do farmaco no veiculo e
a atividade termodinadmica. O farmaco deve estar disponivel na superficie da pele
para que haja difusdo através do estrato cérneo. Entretanto, uma vez disponivel
para penetracdo na superficie da pele, a penetracado e a permeacgéo irdo depender
da capacidade do farmaco de atravessar a camada coérnea da pele, e de
caracteristicas como lipofilicidade e tamanho da molécula, além de modulacdo da
formulacdo por meio da adicao de promotores de penetracdao (BEM-VINDO, 2006)
Os géis poliméricos pela sua constituicdo ndo permitem que farmacos se liguem ao

polimero, tendo boa capacidade de liberacdo do farmaco nele incorporado, além
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disso, os poros presentes permitem a difusao relativa de moléculas menores
(AULTON, 2005).
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6. Conclusoes







As caracteristicas fisicas e fisico-quimicas avaliadas para o insumo nanoestruturado
(IN) foram reprodutiveis nos lotes avaliados e apresentaram-se de acordo com o
certificado de andlise do fabricante. Foi possivel caracteriza-lo como um
nanomaterial e suas caracteristicas viabilizaram sua incorporagdo em bases
dermatoldgicas para a investigacéo do presente estudo;

As formulagbes semissolidas contendo os ativos mostraram caracteristicas
fisico-quimicas adequadas para aplicagao cutanea. O comportamento reoldgico das
formulacdes nao foi afetado pela presenca das nanoparticulas. Entretanto, uma
diminuicdo da consisténcia do gel foi observada. A presenca do IN nas formulacdes
de creme parece melhorar a estabilidade das formulagcées quando analisadas pela
técnica de espalhamento multiplo de luz (Turbiscan LAb);

Os ensaios de permeacao cutanea da TTN permitiram verificar que esta nao
chega até o meio receptor, ndo havendo influéncia da presenca do IN na permeacéao
cuténea, independente do tipo de formulacéo. Esse resultado sugere uma seguranca
relativa desta estratégia de veiculagcdo de farmacos em veiculos que contenham
particulas lipidicas nanoestruturadas quanto a absorcao sistémica;

Os ensaios de penetracdo cutanea em células de Franz a partir das
formulacbes de creme demonstraram que a presenca do insumo nanoestruturado
levou a uma distribuicdo mais homogénea/constante do farmaco nas camadas do
estrato corneo e que a quantidade de farmaco presente no estrato cérneo é similar
para as formulacdées de creme com ou sem insumo nanoestruturado;

Os resultados do estudo de penetracao/retencédo cutédnea da TTN a partir das
formulagdes de gel em células de Franz mostraram que o IN favorece uma maior
retencdo da TTN na camada mais superficial do estrato cérneo, com reducao do
fluxo do farmaco para as camadas adjacentes;

A formulacdo do gel favoreceu uma liberagdo mais rapida do farmaco em
relacdo a formulacao do creme, néo tendo relacdo com a presenca do IN;

Os estudos de liberacdo in vitro da TTN em célula de Franz a partir das
formulagdes semissdlidas confirmam a influéncia do tipo de veiculo/base utilizado
para liberacao da TTN, independente da presenca do insumo nanoestruturado;

O conjunto dos resultados permitiu concluir que € possivel associar tretinoina

livre em formulagdes contendo nanoparticulas sem que haja favorecimento da
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permeacado cutadnea, mas que podem favorecer a maior homogeneidade de sua

distribuicao através do estrato cérneo.
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8. Anexos







8.1 Validacao de metodologia para extracao e quantificacao da tretinoina nas

formulac6es semissolidas

A fim de quantificar a tretinoina incorporada nas formulacées de gel e de
creme utilizou-se metodologia descrita por OURIQUE e colaboradores (2008) com
algumas modificacoes.

8.1.1 Validacao de metodologia para quantificacao da tretinoina nas

formulac6es semissolidas

Com o objetivo de assegurar a confiabilidade do método analitico empregado,
o mesmo foi validado segundo os critérios preconizados pela ICH (2005) e pela
resolucdo da ANVISA (2003). Os parametros avaliados foram: linearidade, precisao,
especificidade, limites de deteccdo e quantificacdo, sendo os ensaios realizados por
CLAE.

Parametros de validacao das analises por CLAE

A Tabela 11, apresenta as condicoes cromatograficas utilizadas para a

determinacao do teor de tretinoina em solugao metandlica.

Tabela 11: Parametros cromatograficos utilizados na metodologia analitica para
doseamento da tretinoina em metanol.

Parametros Condicoes
Deteccéao UV (A 342 nm)
Fluxo 1,0 mL/min.
Coluna Fenomenex, Gemini RP 18 (150 x 46 mm)
Fase mével CH3CN:H>0O:CH3COOH (85:15:1 v/v/%)
Volume de Injecao 20 uL
Tempo de retencéo do pico da _
= 8 min.
TTN
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Os parametros foram validados da seguinte forma:

Especificidade

A fim de verificar a especificidade da metodologia para a tretinoina, fez-se a
andlise de interferéncia do solvente utilizado (metanol) para solubilizar e diluir a
tretinoina realizou-se o teste de especificidade. Para isso, injetou-se em triplicata
amostras contendo metanol e, amostras de tretinoina diluidas em metanol (10
Mg/mL) previamente filtradas em filtro 0,45 uym, Millipore Millex-HP para vials @mbar
em CLAE. Para avaliar a especificidade da metodologia empregada os
cromatogramas obtidos foram comparados visualmente, observando se havia picos
relativos a outras substancias no mesmo tempo de retencao do farmaco tretinoina.

Através da observacao da Figura 34 A (amostra da fase mével) e da Figura
34 D pode-se verificar que nao houve interferentes nesta metodologia.

Linearidade

Cinco niveis de concentracédo foram avaliados em dois dias diferentes, sendo
duas curvas preparadas no mesmo dia e uma em dia consecutivo, construindo-se
assim trés curvas de calibragao.

Para a construcao da curva analitica, preparou-se uma solu¢cao-méae
metandlica de tretinoina pesando-se exatamente, cerca de, 0,025 g de tretinoina e
transferindo-a para baldo volumétrico de 50 mL. Na sequencia, completou-se o
volume com metanol e solubilizou-se em ultrassom por 3 minutos. Obteve-se assim,
uma solucdo na concentragao de 500 pg/mL. A partir desta solugdo-mae, aliquotas
foram diluidas em metanol para totalizar 5 pontos de concentragao preparados
conforme Tabela 12.
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Tabela 12: Preparo dos pontos de concentracdo das curvas-padrao de tretinoina.

. Volume de . o
Concentracao . . Balao volumétrico
solucao-mae
(ng/mL) (mL)
(uL)
1 20 10
5 100 10
10 200 10
15 300 10
20 400 10

Apés a preparacao dos pontos das curvas, esses foram filtrados em filtro 0,45

pm, Millipore Millex-HP para vials ambarizados e entdo levadas a doseamento por

CLAE. As medias das areas absolutas dos picos correspondentes a cada

concentragdo do padrdo foram plotadas em grafico de Area versus Concentragdo e

assim determinada a equacdo da reta e o coeficiente de correlagdo linear (). A

estatistica utilizada para a verificacdo da linearidade foi a Andlise de Variancia
(ANOVA) com intervalo de confianca de 95%.
Na Tabela 13 observa-se que houve regresséao linear significativa e desvio da

linearidade nao significativo (p > 0,05) quando comparados os valores de Fgaiculado ©

Ftabelado

Tabela 13: ANOVA da linearidade do método analitico para quantificacdo da TTN
nas formulacdes semissélidas.

Fonte de

variagéio sQ Variancia F calculado F tabelado
Entre 4 1,24961E+13 3,12402E+12  6453,4996* 2,66
Regressao
linear 1 1,24929E+13 1,24929E+13  25807,4210* 4,49
Desvio de
linearidade 3 3,18E+09 1061364467 2,1925 2,74
Residuo 10 4840822603 484082260,3
Total 14 1,25009E+13

*Significativo para p < 0,05
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A Figura 33 apresenta a curva-padrdao obtida, onde apresentou coeficiente
angular igual a 134324 e interseccdo no eixo y igual a — 29382 e coeficiente de
correlacao 0,9997. O coeficiente de correlacao linear que foi de 0,9997 corrobora
com o preconizado pelos cédigos oficiais que deve ser superior a 0,99 (ICH, 2005;
ANVISA, 2003).
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Figura 33: Curva-padrao obtida para quantificacdo da TTN.

Precisao

A precisdo de um processo analitico € um parametro que avalia as
proximidades entre varias medidas efetuadas na mesma amostra. A precisao intra-
dia é a concordancia dos resultados obtidos em um curto espago de tempo pelo
mesmo analista e mesma instrumentacdo. A precisdo inter-dia considera a
concordancia entre os resultados obtidos em dias diferentes de analise. Usualmente,
a precisdo € expressa com o desvio-padrdo, variancia ou coeficiente de variacao
(CV) de diversas medidas (ANVISA, 2003).

A concentracdo utilizada para determinagcdo da precisdo foi de 10 pg,
correspondente ao ponto médio da curva. As precisdes intra e inter-dia foram
realizadas em triplicata, 2 no mesmo dia e 1 em dia diferente. Para verificacao da
precisdao do método proposto foram determinados os desvios-padrdao e o0s
coeficientes de variacdo (CV, %) da resposta obtida nas leituras das diluices

realizadas intra e inter-dia.
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Tabela 14 apresenta os coeficientes de variagcdo relativo as leituras

realizadas.

Tabela 14: Avaliagao dos coeficientes de variagdo (CV %) intra e inter-dia do

método analitico para quantificagdo da TTN nas formulagbes semissoélidas

Solucao-amostra Precisao intra-dia (%) Precisao inter-dia (%)

TTN (10 pg/mL) 1,66 2,89

Para que uma metodologia seja considerada precisa os cddigos oficiais
(ANVISA, 2003) preconizam que os coeficientes de variacdo ndo ultrapassem 5%.
Com os valores para as precisdes intra e inter-dia estao abaixo considera-se que a
metodologia para quantificacdo da TTN contida nas formulacdes é precisa.

Limites de deteccao e de quantificacao

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram determinados
matematicamente através da relagdo entre o desvio padrao da curva de calibragéo e
sua inclinacédo, usando o fator multiplicador (equagdes 3 e 4) conforme sugerido
pelas normas ICH (2005) e ANVISA (2003).

(Equacéo 3)

LD =3,33 xs/a

(Equacéo 4)

LQ=10xs/a

onde: s é a estimativa do desvio padrdao dos coeficientes lineares e a é o
coeficiente angular médio das 3 curvas-padréo.

As concentracdes para LD e LQ estao expressas abaixo:

LD= 0,23 pg/mL

LQ= 0,69 pg/mL

8.1.2 Validacao da extracao da TTN nas formulacoes semissoélidas
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A fim de dosear a tretinoina incorporada nas formulacées semissoélidas esta
precisou ser previamente extraida das formulagdes. A partir dessa necessidade,
procedeu-se a validacdo de uma metodologia para a extracao.

A extracao foi realizada pesando-se cerca de 50 mg das formulacbées com
tretinoina, CTN e GTN, em baldo volumétrico de 25 mL. Completou-se o volume com
metanol e deixou-se em ultrassom por 30 minutos. Apds centrifugou-se por 15
minutos a 4.500 x g. Apds, as amostras foram filtradas em papel filtro com poro de
3um seguida de filtracdo em membrana 0,45 um. Transferiu-se a solucao para vial e
quantificou-se em CLAE através do método anteriormente proposto para a
quantificacéo de TTN.

Para validar a metodologia de extracao foram avaliadas as precisées das
extracdes em 2 dias diferentes, sendo que no primeiro dia repetiu-se o procedimento
12 vezes e no segundo dia mais 6 repeticdes independentes, totalizando 18 leituras.
A concentracdo utilizada para determinacdo da precisao foi de 10 ug,
correspondente ao ponto médio da curva. As precisdes intra e inter-dia foram
realizadas em triplicata, 2 no mesmo dia e 1 em dia diferente. Para verificacao da
precisdo do método proposto foram determinados os coeficientes de variacao (CV
%) da resposta obtida nas leituras das diluicoes realizadas intra e inter-dia (

Tabela 15).

Tabela 15: Avaliacao dos coeficientes de variacao (CV %) intra e inter-dia do método
analitico para extragdo da TTN nas formula¢des semissdlidas

Formulacao Precisao intra-dia (%) Precisao inter-dia (%)
2,47 3,83
CTN
GTN 1,80 2,16

A recuperacgao da tretinoina incorporada nas formulagdes semissélidas foi de
100% com coeficientes de variacdo, entre os doseamentos do extraido, inferiores a
5%, certificando a precisao desta metodologia na extracdo da TTN.
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Especificidade das formulacoes

A fim de verificar se os componentes das formulagcées nédo interfeririam nos
doseamentos da tretinoina, realizou-se o teste de especificidade. As amostras das
formulacbes CN e GN foram solubilizadas em &gua Milli-Q. Apo6s foram
centrifugadas por 15 minutos com aceleragéo a 4.500 x g e entéo filtradas em filtro
0,45 um, Millipore Millex-HP para vials ambares e levadas a CLAE. Para avaliar a
especificidade da metodologia empregada os cromatogramas obtidos foram
comparados visualmente, observando se havia picos relativos a outras substancias
no mesmo tempo de retencao do farmaco tretinoina.

A Figura 34 apresenta os cromatogramas que demonstram a especificidade
da metodologia empregada para quantificacdo da TTN a partir das formulagdes
semissélidas, mostrando ndo haver interferentes dos componentes das formulagdes

na quantificacao do ativo.
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Figura 34: Cromatogramas obtidos por CLAE das amostras de: (A) especificidade da
fase movel; (B) especificidade da formulacdo CN; (C) especificidade da formulacéo
GN e (D) quantificacao da TTN na concentracdo de 10 ug/mL
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8.2 Validacao de metodologia analitica para extracao e doseamento da TTN nos
estudos de penetracao cutanea e liberacao

A metodologia validada para extrair e dosear a tretinoina das fitas (tape

stripping) e no compartimento doador (excesso de formulacao + algodao).

8.2.1 Validacao da metodologia para quantificacao da tretinoina

A metodologia utilizada foi adaptada de OURIQUE e colaboradores (2011) e
difere da validacao apresentada no item 8.1.2 em alguns parametros (volume de
injecao e fase moével).

Parametros de validacao das analises por CLAE

A Tabela 16 apresenta os parametros cromatograficos utilizados na validagcéao
da metodologia.

Tabela 16: Parametros cromatograficos utilizados na metodologia analitica para
doseamento da tretinoina em metanol

) Condicoes
Parametros
Deteccéo UV (A 342 nm)
Fluxo 1,0 mL/min.
Coluna Fenomenex, Gemini RP 18 (150 x 46 mm)
Fase mével CH30OH:H,0O:CH3COOH (85:15:1 v/v/%)
Volume de Injecao 100 pL
Tempo de retengdo do pico da _

= 13 min.

TTN

Os parametros avaliados foram: linearidade, precisdo, especificidade, limites
de detecc¢ao e quantificacdo e a exatidao inferida quando a metodologia apresentou-

se linear e precisa.
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Especificidade
A especificidade foi determinada através da analise do cromatograma obtido a

partir de uma amostra da fase mével a qual esta representada pela Figura 35.
Verifica-se que ndo houve interferentes no tempo de retengéo do farmaco (13 min.).
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Figura 35: Cromatograma obtido por CLAE representando a especificidade da
metodologia empregada para a quantificagdo da TTN.

Linearidade

Oito niveis de concentracao foram avaliados em dois dias diferentes, sendo
duas curvas preparadas no mesmo dia e outra em dia consecutivo, construindo-se
assim trés curvas de calibracao. Os niveis de concentragao construidos foram: 0,05;
0,1 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 15,0 pg/mL. Apéds a preparacao dos pontos das curvas,
esses foram filtrados em filtro 0,45 um, Millipore Millex-HP para vials ambarizados e
entao levadas a doseamento por CLAE. As medias das areas absolutas dos picos
correspondentes a cada concentragdo do padrio foram plotadas em gréfico de Area
versus Concentracdo e assim determinada a equacdo da reta e o coeficiente de
correlacdo linear (r?). A estatistica utilizada para a verificacdo da linearidade foi a
Analise de variancia (ANOVA) com intervalo de confianga de 95%.

Analisando a Tabela 17 através da analise de variancia observa-se que houve
regressao linear significativa e desvio da linearidade nao significativo (p< 0,05)

quando comparados os valores de Feaiculado € Ftabelado
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Tabela 17: ANOVA da linearidade do método analitico para quantificagdo da TTN

Fonte de o
. ~ SQ Variancia F calculado F tabelado
variacao
Entre 7 2,49291E+14 3,5613E+13 4902,1561* 2,66

Regressao 1 2,49255E+14 2,49255E+14  34310,1492* 4,49

linear

Desvio de 6 3,59E+10 5985938481 0,8240 2,74
linearidade

Residuo 16 1,16236E+11 7264766715

Total 23 2,49407E+14

*Significativo para p < 0,05.

A Figura 36 apresenta a curva-padrao obtida, onde apresentou coeficiente
angular igual 626420 e coeficiente linear de -2126,2. O coeficiente de correlacdo
linear que foi de 0,9999 esta de acordo com o preconizado pelos codigos oficiais,
que deve ser superior a 0,99 (ICH, 2005; ANVISA, 2003).
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Concentracao de TTN (pug/mL)

Figura 36: Curva-padrdao obtida para quantificagdo da TTN nos estudos de
penetracdo/retencéo cutadnea e de liberagao.

Precisao

A concentragdo utilizada para determinacao da precisdo foi de 10 ug/ml,
correspondente ao ponto médio da curva. As precisées intra e inter-dia foram
realizadas em triplicata, 2 no mesmo dia e 1 em dia diferente. Para verificacdo da
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precisdao do método proposto foram determinados os desvios-padrdao e o0s
coeficientes de variacdao (CV %) da resposta obtida nas leituras das diluicdes
realizadas intra e inter-dia. A Tabela 18 apresenta os coeficientes de variacao

relativos as leituras realizadas.

Tabela 18: Avaliacao dos coeficientes de variacao (CV %) intra e inter-dia do método
analitico para quantificacdo da TTN nas formulacdes semissolidas.

Solucao-amostra Precisao intra-dia (%) Precisao inter-dia (%)

TTN (10 pg/mL) 1,29 0,99

Para que uma metodologia seja considerada precisa os cédigos oficiais (ICH,
2005; ANVISA, 2003 preconizam que os coeficientes de variacdo nao ultrapassem

5%. O método apresentou-se com excelente precisao.

Limites de deteccao e de quantificacao

A partir dos dados do estudo da linearidade da curva-padréao os limites de
deteccao (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados de acordo com as equacoes 2
e 3, respectivamente. Os valores obtidos foram 0,02 ug/mL para LD e 0,0495 ug/mL
para LQ.

8.2.2 Validacao da extracao da TTN e especificidade das fitas de tape

O ensaio de especificidade consistiu na adicdo de tiras de fitas adesivas
(tape) e 4 mL de metanol em tubos de ensaio. Os tubos foram submetidos a
agitacao em vortex por 2 minutos, em ultrassom por 4 minutos e centrifugados a
4500 x g por 30 minutos. Apéds, as amostras foram filtradas para vials e injetadas em
CLAE, através da metodologia descrita neste anexo no item 8.2.1. A Figura 37
apresenta o cromatograma obtido para a especificidade da fita tape. Observa-se que

nao ha interferentes no tempo de retencao do farmaco.
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Figura 37: Cromatograma de CLAE representando a especificidade da fita fape.

A precisdo da extracdo da tretinoina foi realizada utilizando solugdo de
tretinoina em trés concentragbes da curva-padrdo, em triplicata. A extragcao foi
realizada nas mesmas condi¢cées e metodologia que as fitas sem ativo. A Tabela 19
apresenta o percentual recuperado de tretinoina em relacéo ao pipetado e o desvio-

padrao relativo entre da triplicata de cada concentracao.

Tabela 19: Repetibilidade da extracdo da TTN nas fitas tape (n = 3)

Concentracao (ug/mL) Recuperacao (%) DPR
25 93,8 4,18
5,0 99,3 5,40
10,0 96,0 3,97

A recuperagao da tretinoina aplicada nas fitas foi de aproximadamente 100%
com DPR, entre as triplicatas, em torno de 5% mostrando a precisdo no método de

extragdo empregado.

8.2.3 Validacao da extracao da TTN a partir das formulacoes

semissolidas

A validacdo da extracdo da TTN a partir das formulagdes semissoélidas foi
necessaria a fim de certificar no estudo de permeacéao/retencao cutanea o teor de
TTN presente nas formulacdes, além de obter dados sobre a quantidade de TTN
recuperada ao final dos experimentos. Foi realizada apenas a repeticao para as
formulacdes mais completas, ou seja, CTN e GTN.

Para a extracdo da TTN das formulagbes semissélidas, utilizou-se 3

concentragdes da curva-padrao. Pesou-se a quantidade de formulacdo necessaria
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para cada concentracdo em baldo volumétrico ambar e completou-se o volume com
metanol e submeteu-se a amostra sucessivamente a vortex por 2 minutos, a
ultrassom por 30 minutos e a centrifuga por 15 minutos a 4500 x g. Apés, as
amostras foram filtradas para vials e injetadas em CLAE utilizando os parametros
descritos no ANEXO 8.2.1. ultrassom por 30 minutos. Apds centrifugou-se por 15
minutos a 4.500 x g. Apds, as amostras foram filtradas em papel filtro com poro de
3um seguida de filtracdo em membrana 0,45 um. Transferiu-se a solucao para vial e
quantificou-se em CLAE através do método anteriormente proposto para a
quantificagdo de TTN (ANEXO 8.2.1).

Para validar a metodologia de extracdo foram avaliadas as precisdes das
extracdes em 2 dias diferentes, sendo que no primeiro dia repetiu-se o procedimento
12 vezes e no segundo dia mais 6 repeti¢cdes independentes, totalizando 18 leituras.

A Tabela 20 apresenta o percentual recuperado para a tretinoina e respectivo

desvio-padrao entre as repeticoes.

Tabela 20: Repetibilidade da extracdo da TTN nas formulacdes semissélidas (n = 6)

. Intra-dia Inter-dia Intra-dia Inter-dia
Concentracao . . . .
(ug/mL) Recuperacao Recuperacao Recuperacao Recuperacao
m
" (%)° (%)° % %
2,5 100,3%4,93 99,7+2,93 112,4+3,16 99,4+2 36
5,0 106,2+1,59 101,3+2,50 102,0+4,98 102,4+3,90
10,0 113,414,60 98,4+4,33 101,7+2,36 100,6%2,01

a=CTN; b =GTN.

8.2.4 Especificidade do algodao

A utilizacao do algodao foi necessaria no estudo de permeacao em células de
Franz para a retirada do excesso das formulacées semissélidas de géis e cremes
sob a membrana suina. A especificidade das formulagbes semissoélidas presentes no
algodao foi avaliada por CLAE a partir de formulacées sem tretinoina (GN e CN). Os
cromatogramas obtidos podem ser visualizados na Figura 38, que demonstra néao

haver interferentes no tempo de retengéo da TTN (=13 min.).
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Figura 38: Cromatogramas obtidos por CLAE representando especificidade: (A)
algodao contendo CN e (B) algodao contendo GN.

8.2.5 Validacao de metodologia da extracao da TTN de especificidade
das amostras de pele abdominal de fémea suina

A validagéo da extracdo da TTN nas membranas suinas foram determinadas
através de 3 concentragdes da curva-padrao (5, 10 e 15 pg/mL) com 5 repeticdes
cada. Em tubo de ensaio, contaminou-se pedacos de pele com solucdo metandlica
de TTN a qual ficou em contato com a pele por 30 minutos. Apds, adicionou-se 9 mL
de metanol e procedeu-se com a extracdo com os seguintes parametros:

Tempo em vértex: 2 minutos;

Tempo e temperatura de sonicac¢édo: 30 minutos a 36°C;

Condicoes de centrifugacao: 5.000 x g por 30 minutos

Apbs a extracao, filtrou-se as amostras, transferiu-se para vial ambar e
quantificou-se por CLAE, conforme metodologia apresentada no anexo 8.1.1.

A
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Tabela 21 representa a recuperagao (%) de tretinoina e o desvio padrao relativo
entre as 5 determinagdes.
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Tabela 21: Percentual de TTN recuperado na extragao da pele suina e concentracao
com o desvio padrao relativo (n = 5)

Concentracao tedrica .

Recuperacao (%) DPR
(hg/mL)
5,00 88,0 4,8
10,00 88,5 4,9
15,00 88,7 4,3

A especificidade do método para quantificacdo da TTN na pele é
representada pelo cromatograma da Figura 39 de uma amostra de pele. Pode-se
observar que ndo ha interferentes de componentes da pele no tempo de retencao do

ativo.
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Figura 39: Cromatograma obtido por CLAE representando especificidade da pele.

Foi realizada também uma simulacdo de tape stripping a fim de verificar
possiveis reacdes e interferentes provenientes da fita com o estrato corneo. Para
isso, foram separados discos da membrana suina, aplicando-se uma pequena
quantidade das formulacoes CTN e GTN (separadamente), e aderindo-se pedacos
de fita para retirada de camadas de estrato corneo. Estas foram transferidas para
tubos de ensaio e extraidas com metanol de acordo coma metodologia utilizada
para as camadas de tape (ANEXO 8.2.2). O cromatogramas representados na

Figura 40 demonstram a especificidade da metologia.
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Figura 40: Cromatogramas obtidos por CLAE representando especificidade das
amostras de: (A) fita tape contendo CN e (B) fita tape contendo GN.

8.2.6 Especificidade membrana de dialise

A fim de verificar a possibilidade de interferentes da membrana de dialise
(MW = 12,400 kDa) no estudo de liberacdo da TTN a partir das formulacdes
semissélidas, fez-se a pesquisa de interferentes submetendo em célula de Franz
(Célula de Franz Microette Plus-Hanson Research®) as formulacdes semissdlidas
com e sem insumo nanoestruturado (CB, CN; CB e CN) ficarem em contato com a
membrana de didlise e 0 meio receptor PBS pH 7,4 e etanol (70:30) (v/v)), em banho
circulante na temperatura de 32+2° C, pelo mesmo periodo de tempo planejado para
o estudo de liberacao (12h) . Passadas as 12 horas, foram coletadas as amostras e
injetadas em CLAE (Shimadzu®) utilizando a metodologia descrita no ANEXO 8.3.

A Figura 41 representa os cromatogramas obtidos para a especificidade da
membrana de didlise a partir das formulacées semissélidas, sem haver interferéncia

no tempo de retengéo do farmaco (=13 min.)
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Figura 41: Cromatogramas obtidos por CLAE representando especificidade da
membrana de didlise para as amostras das formulagdes semissdlidas: (A) CB; (B)

CN; (C) GB e (D) GN em meio receptor (PBS pH 7,4 e etanol 70:30 (v/v).
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8.2.7 Validacao da metodologia para quantificacao de TTN no meio receptor

A composicdo do meio receptor deve demonstrar ser capaz de manter a
condicao sink. Quando a concentracao do farmaco dissolvido no meio de liberacao é
menor que 10% da sua concentracdo saturacado (Cs), diz se que o sistema esta
operando sob uma condicao sink (SINKO, 2008). No caso de farmacos lipofilicos, o
estudo de solubilidade é uma etapa crucial, ja que a solubilidade desses farmacos
em solugdes aquosas € baixa. A tretinoina é um farmaco de alta lipofilicidade,
apresentando valor de Log P em torno de 5,00 sendo, portanto, praticamente
insoluvel em solucdes aquosas.

Para a selecdo da solucao receptora que melhor solubilizasse farmaco foi
realizado ensaio da condicao de saturacdo da TTN em diversas solucdes. A Tabela
22 apresenta as solugdes testadas, as concentracdes de saturacdo (CS)
determinadas e observacdes acerca da escolha do melhor meio receptor para o
estudo em questao.

Tabela 22: Condicoes da escolha do meio receptor

Solucao candidata a meio -
Cs (ng/mL) Observacoes

Receptor

TTN precipita na presenga
PEG 400:H,0O:T80 (40:60:05) (v/v) 130

do metanol

EtOH:H,0:T80 (10:15:75) (v/v) 96,45 -
PEG 400:H,O:EtOH:T80 (40:50:10:1) 157 TTN precipita na presenca
(V/V) do metanol
PEG 400:H,O:EtOH: T80 130 TTN precipita na presenca
(40:50:10:0,5) (v/v) do metanol
Glicerina:H,O:EtOH:T80 107 TTN precipita na presenca
(65:25:10:0,5) (v/v) do metanol
PBS 7,4:EtOH (90:10) (v/v) o -
PBS 7,4:EtOH (70:30) (v/v) 124 o

As solugdes que apresentaram melhor CS n&o puderam ser utilizadas como
meio receptor, pois quando ao diluir a SM metandlica de TTN durante a preparacao

da curva de calibracdo, do respectivo meio receptor, observou-se que a TTN
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precipitava. Dessa forma, optou-se por utilizar a solucao de PBS pH 7,4 com etanol
(70:30) (v/v).

Para a validacdo da metodologia analitica para quantificagéo da tretinoina no
meio receptor foram avaliados 5 parametros: linearidade (curva de calibracdo);
especificidade (pesquisa de interferentes); precisao (determinacdo do teor de cada
substancia), exatidao e limites de detec¢ao (sensibilidade) e de quantificacao (menor
concentracao que pode ser quantificada com precisdo e exatidao) (ANVISA, 2003).

Para a avaliacdo do desempenho da curva de calibracdo, utilizou-se o
parametro analitico Linearidade, que corresponde a capacidade do método em
fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em
exame, dentro de uma determinada faixa de aplicagao (RIBANI et al., 2004).

Para a construcdo da curva analitica, preparou-se uma solugdo mae
metandlica de tretinoina. Pesou-se exatamente, cerca de, 0,025g de tretinoina e
transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL, completou-se o volume com metanol
e solubilizou-se em ultrassom por 3 minutos. Obteve-se assim, uma solucao-méae 1
(SM1) na concentragdo de 1000 pg/mL. Retirou-se uma aliquota de 2500 yL da SM1
e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL, completando o volume com
metanol e agitando mecanicamente para a solubilizacao. Obteve-se a solugdo-mae 2
(SM2) na concentracéo de 100 pg/mL.

Preparou-se as diluicbes com os seguintes pontos de concentragéo: 0,25; 0,5;
1;2,5;5;7,5;10; 12,5; 15 e 17,5 ug/mL completando-se os balées volumétricos com
o0 meio receptor (PBS pH 7,4:etanol) nas proporgcoes de 70:30 (v/v).

Apés a preparacao das solugdes-padrao diluidas, representativas dos pontos
das curvas, foram injetadas no cromatografo. As médias das areas absolutas dos
picos correspondentes a cada concentracao do padrao foram plotadas em grafico de
Area versus Concentracao (Figura 42).
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Figura 42: Curva-padrao para quantificacao de TTN em PBS pH 7,4:etanol (70:30).

Pode-se observar, pela curva construida e pela analise de regressao, a
relacao linear entre as areas sob os picos e as concentragdes de TTN, no intervalo
proposto de 0,25 a 17,5 pg/mL. Através do método dos minimos quadrados, foi
possivel determinar a equacgao da reta representativa da linearidade (y = 619489x -
126149) e pelo estudo da regressao linear, o coeficiente de correlagdo (r* = 0,9993).
O coeficiente de determinagdo (r®) obtido foi 0,9993, indicando que 99,93% da
variagao no eixo de y € explicada pela variagdo no eixo de x, e, consequentemente,
ha uma boa correlagdo ou linearidade na curva dentro da faixa de concentracao
proposta.

Para a determinacéo do coeficiente de correlacao, interseccdo com o eixo y e
do coeficiente angular, utilizou-se da ferramenta do Windows Excel.
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Tabela 23: ANOVA da linearidade do método analitico para quantificagdo da TTN no

meio receptor

Fonte de L
. ~ SQ Variancia I:calculado |:tabelado
variacao
Entre 9 4,16476E+14 4,62751E+13 738,6960* 2,39

Regressao 1 4,16202E+14 4,16202E+14  6643,8890* 4,35

linear

Desvio de 8 2, 74E+11 34257081812  0,5469 2,45
linearidade

Residuo 20 1,25289E+12 62644317606

Total 29 4,17729E+14

*Significativo para p < 0,05.

Através da anadlise de variancia, pode-se verificar regressao linear significativa
e desvio da linearidade nao significativo (p > 0,05), observados nos valores de
Fcalculado, comparados aos valores de Ftabelado.

Os limites de deteccao e de quantificacdo foram determinados através dos

coeficientes angulares e lineares de cada uma das curvas-padréo:

LD = 0,076 pg/mL
LQ = 0,223 pg/mL

As precisdes intra e inter-dia foram determinadas com 3 solu¢des-amostra de
10 pg/mL. Estas solugbes foram injetadas, em triplicata, 2 no mesmo dia e 1 em dia
diferente, através de CLAE (Shimadzu®), pela mesma metodologia aplicada para a
curva-padrao. Foram determinados os desvios-padrao e os coeficientes de variacao
(CV %) intra e inter-dia (Tabela 24).
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Tabela 24: Avaliagdo dos coeficientes de variacao (CV %) da repetibilidade intra e

inter-dia do método analitico para quantificagdo no meio receptor (n = 9)

Solucao-amostra Precisao intra-dia (%) Precisao inter-dia (%)

TTN (10 pg/mL) 2,34 0,24

Os valores dos coeficientes de variacdo indicam que a precisdao do método
esta dentro das normas estabelecidas oficialmente, que preconizam limite maximo
de 5 % (ICH, 2005; ANVISA, 2003).

A especificidade foi determinada através da andlise do cromatograma obtido a
partir de amostras contendo tampao PBS e etanol. A Figura 43 apresenta o
cromatograma obtido e demonstra ndo haver interferentes no tempo de retencédo do

pico do farmaco.
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Figura 43: Cromatograma obtido por CLAE para especificidade do meio receptor.

Os limites de detecgdao (LD) e quantificacdo (LQ) que foram calculados
matematicamente através da relacdo entre o desvio padrdo da curva padrdo e sua
inclinacdo, conforme as equacgbes (ICH, 2005) (Equacdo 2) e (Equacdo 3)
apresentaram concentragdes de 0,08ug/mL e 0,24 pug/mL respectivamente.

Quanto a exatidao do método proposto, de acordo com as normas do ICH
(International Conference on Harmonization) (2005), a exatiddo pode ser inferida
desde que a precisao, linearidade e especificidade sejam estabelecidas. Sendo
assim, pode-se afirmar que o método proposto é exato, visto que estes trés

parametros foram avaliados.
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8.3 Certificado de Analise do insumo nanoestruturadoNanoVit C — Lote 3060

Certificado de Analise

Laudo
Produto: NanoVit €
INCI**: Ascorby| Tetraisopalmitate
Lote: 3060
Fabricagio: 12/2011 Validade: 12/2012
Data de andlise: 01,/12/2011
1. ANALISES FiSIcO-quiMICAS
Andlise Especificagies Resultados
Liquido homogéneo de baixa Liquido homogéneo de baixa
Descricio® viscosidade levemente amarelado, | viscosidade levemente amareladao,
opaco opaCo

pH [puro)* 50=75 6,40
Dispersibilidade™ Dispersivel em dagua Dispersivel em dgua
Densidade* 0,3800 = 1,0100 E.I'ml. 0,9870 E.I'ml.
Tamanho de particula 100 = 300 nm Conforme

* Resultados obtidos em analises realizadas no Laboratdrio de Controle de Qualidade da Inventiva.
Atengdo: Manter a embalagem fechada, ao abrigo da luz, calor e umidade. Armazenar em temperatura que
n3o exceda 25°C. N3o armazenar fora da embalagem original.

*% 0 INC| apresentado neste documento inclui apenas os ativos da formulac3o. Para INCI completo do produto,

entrar em contato com a Inventiva.

CONCLUSAD: (x) Aprovado | ) Reprovado

_-I':fii:.};,.1.,<..._|_5.l,_'_ I o
vy
Candice Felippi

Farmacéutica Responsavel

CRF-RS 20401

Inventiva Industria e Inovacio em Produtos Farmacéuticos e Cosméticos Ltda.
Rua Pirajd, 255 = 91030-190 = Porto Alegre = RS = Fone: (51) 3362 1029
e-mail: inventiva@inventiva.ind.br Site: www.inventiva.ind.br







8.4 Informe Técnico do insumo nanoestruturado NanoVit C

Nanovit C*

MNanoWit C

Invenisieras contende vizmina

INCI [ativos): Ascorbyl Tetraisopalmitate.

Inventiva

ALUA TL RIS, ENA L LM LS TR,

A vitamina C tem seu uso consagrado em cosmétioos devido 3 seus efeitos favordveis na

pele, devido 3 sua awag@o como agente redutor, @pturando e combatendo agentes oxidantes e

radicis livres. Apresenta capacidade intermadonalmente conhecida de dareamento cut@neo,

redugdo de manchas e melhora do aspecto geral da pele. A vitamina C, tamb€m, sumenta a

produgdo de coldgeno e Previne uma série de Patologias como canceres de Pele e dermatites. Mo

entanto, sua aplicagdo em formulagdes cosmeticas  limitada em virtude da baixa estabilidade, gue

pode ser @usada, principalmente, devido a exposicdo aocar e aluz

Visando solucionar este problema e conectada as pesguisas de ponta na drea cientifica e

tecnologica, a Inventiva apresenta a possibilidade de estabilizag3o e aumento da penetragdo

cutdnea da witamina C atrawés de sud tecnologia ewsclusiva Nanoinvent gue weicula o

tetraisopalmitato de ascorbila, conhecido como viemina C oleosa, em nanopartculas lipofilicas de

alta performance. Esta substanda & muito mais estavel do gue o acido ascorbioo devido a presenga

de grupamentos gue estabilizam a molécula deixando-a soliwel em lipdios, o gue @mbem

aumenta a sua Permeabilidade na pele, permitindo uma agd3o mais efidente da vitamina C ma

matriz da estrutura cutanea, local onde ocorrem reagdes bioguimicas importantes para a

manutengdo da integridade da pele. Além disso, esta forma da viamina C apresenta pH menos

addo, gue associado ao revestimento especial conferido pela nanoparticula proporciona melhor

toleranda e compatibilidade cutEnea, ndo esfolia nem irrita a pele. A vimmina C & um potente

antioxidante, inibindo a peroxdac3o lipidica tornando-se impor@nte na neutralizag3o dos radicais

livres. g vimmina Ctambeém & importante pela sua agdo no estimulo a producso de oolageno. Atua

como dareador da Pele, uma vez gue inibe a melanogénese.

8% (211 33621028 | wnwiw.ivwentiva.ind.br
A. Firgjil 265, Bzirra Santa Mari Jorstii- Forto Alegrs - FS - CEF 9031150
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As Inventsferas s3o produzidas a partir da tecnologia Nanoinvent, uma das mais recentes e
promissoras tecnologias brasileiras para oosméticos. Esta temologia permite a obtengdo de
nanoparticulas lipofilicas preparadas com substandas lipidicas sem transmitir um sensorial oleoso
para o produto final. O mmarho reduzido das particulas (100 - 200 nm) possibilim ao ativo
nanoencapsulado Exercer sua agdo Nas Camadas mais ofundas da pele, nas quais Protessos
importantes reladonados a hidratagdo e manutengdo da estrutura cutanea ocomem e onde os
cosméticos convencionais difidlmente conseguem atingir. A inovagdo ftrazida ao Brasil pela
Inventiva permite gue os ativos continuem atwando no estrato corneo, inclusive prodongando a sua
dcdo, porém com o ingemento adicional @mbém al@ngam as camadas mais profundas da pele,
sEm apresentar absorgdo sistémica. O resultado @ uma agdo comple@ e eficaz. A nanotemologia &
a principal tendéncia dos cosméticos de Ulima peracdo. Além dest@as vantagens, a tecnologia
Nanoinvent protege as matérias-primas da degradacdo, melhora a homogeneidade, estabilidade e

confere um sensorial Unico asformulagdes.

ManoVit C & um produto inovador, @paz de propidar uma hidret@ag@o de longa duragdo,
com sensorial sedoso e agradavel, sem residual praso. Seu @manho nanoméftrico forma uma
monocamada sobre a superfide outanea e evita a perda transepidérmica de dgua gue & um
mecanismo inimamente reladonado com o resse@mento e envelhecimento outaneo. NanoWit €
apresenta tamanho médio de partioula em tormo de 140 nm. E uma suspensdo coloidal liguida,
bran@, leitosa e opaca. NanmoVit € contorna os problemas de estabilidade deste ativo e da
formulagdo em guestdo, e apresenta maior estabilidade gue a vimmina C ndo encapsulada,

podendo ser utilizada no preparo de diversos oosméticos.

5% (511 33621020 | wnwiwinventiva.ind.br
R. Pirgjl 253, Bsirra Senta Merie Sorscti- Porto Alagrs - FS - CEP 3032150
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Figura 1. Distribuigdo de tamanho do Nanovit C analisada em eguipamento de espalhamento de
sz,

Anallsouse a viamina € ndo encapsulada e vitamipa € velculada em nanoparticulas
lipidicas (Nanovit C) em gel de aristoflex com addo Kdjlop a 2%, a fim de werificar a agio
antlcxidante (Flgura 2]. Observou-se gue apds um més de armarenamento em prateleira, a
vimmina C nanpencapsulada apresentou malor ajio antioxidante do gue a wvitamina C ndo

nancencapsulada, pols a mesma Iniblu a coleragd o amarelada caracternistica da oxidagio (Figura 2).

Figura 2 Atividade antipsdante de NanoVit Cem gel com dddo Kdilen 2%. 1 - addo kdjlcn 2% em
pel dearstoflex; 2 — adde kdjico 2%, veamina C0,4% em pel de arstoflex; 3 -acido kajlco 2%,
nanoit C 10,0 % em gel de aristoflex.

55 (511 33621028 | wwawinvertiva_ind.br
R. Firgji 255, Berrc Santa Mere Gorett - Forta Aegrs - 7S - [2° B1050130
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A estabilidade da wimmina C encapsulada no NanoVit € foi avaliada atraves de dclos de
gelof/degelo, sendo alterada a temperatura de -1 “C a 40 "C por 3 vezes. Apds este estresse, ndo

houve alteracdo do doseamento da vitamina C nem alteragdo do diametro medio de partioula.

A estabilidade da witamina C encapsulada também foi avaliada com alteragdo de pH da
formulacgdo. As formulagdes foram avaliadas em pH 3,4, 5, 6, 7 e 8 por 3 meses. Apds este periodo,
n3o houve alterag3o siBnificativa do doseamento e do diametro das particulas. O doseamento
manteve-se em 100 = 10 % para todas as amostras analisadas e o diametro sofreu alteracgdo de

mais de 20 nm. A partir destes resultados, podemos conduir gue ManoVit € pode ser incorporado

em bases com pH entre 3 e 8 com seguranca de manutencao do doseamento da viaming e

estabilidade do tamanho nanométr oo.

NanoVit C foi analisado dini@mente guanto a sua seguran@. N3o apresentou irfitag@o
deérmica primara e secundaria, sensibilizacdo, fototoxcidade e ndo @ comedogénico. NanoVit C

n3o irrita os olhos, podendo ser utilizado na regido das palpebras.

Concentragio usual

Nano\it C é indicado na concentragdo entre 3 e 10 %, ou variar conforme oitério do profissional.

N3o utilizar em conoentragdo superior a 10 %.

NanoVit C contém 4 % (m/v] de tetraisopalmitato de ascorbila. Pode ser inoorporado em geis,
loghes & oemes, @nto idnicos como ndo idnicos. Sua incorporacdo deve ser feita a frio, apos

preparo da base cosmetic.

Observagies

NanoVit C deve ser armazenado a temperaturas inferiores ad0 "C.

Sugestdes de Formulagdo

5% (511 33621020 | wnwiwinventiva.ind.br
R. Pirgjl 253, Bsirra Senta Merie Sorscti- Porto Alagrs - FS - CEP 3032150
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As formulacdes a seguir s3o sugesthes gue exemplificam as possibilidades de aplicacdo do produto,
devendo ser realizado estudo de establlidade, pols a mesma pode varlar de acordo com a base

cosmética utilizada

Cremegel clareador de alta poténda

MaroWit C 5%
Acido Kojico 2%
Gel de aristoflex g.s.p 508

Modo de utilizer: Aplicar em todo o foce, pescoco e colo, prefere noighmente o noite.

Corpcteristices do prodwto: Creme-gel com alta eficicia dareadora e nutritiva da pele
Sensorial de ulrahidratacdo e sedosidade. Promove o dareamento de manchas, potente
acdo antioxidante, combatendo os radicals livees e o emvelhecimento precoce, Efelto de
hidgratagio duradoura e excelente com patibilicade

Sérum antioxidante com mix de vitaminas

Manowit C 5%
ManowitE 1%
ManoWit A 3%
Sérum facial siliconadogs.p 50

Modo de wtiizor: Aplicor em tode o foce, pescoro e colo, prefere nciolmente ¢ noite.

Corpcteristices do produto: Sérum faclal altamente nutriivo com alta agSo antoddante
Combate o envelhecimento precooe e uniformiza a coloragdo da pele

Referéncias
1. F'guyer, 5; Afag, F; Mukhtar, H, Photodermotol! Photoimmuno! Photomed, v, 19, p, 56-72 (2003)

2 Eligman, LH, Dermotod Chin, v, 4, p, 517-528 (1986)
3, Podda, M; Traber, MG Weber, C; et al Free Rodic Biol Med, v. 24, p. 5565 (1998)
4, svobodova, A; Psotova, I: Walterova, D Biormed Pap, v 147, p. 137-145 (2003)

8% (211 33621028 | wnwiw.ivwentiva.ind.br
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5. http-/frevist@s.ung.briindex. php/saudefartide/viewDownload interstitial /256/341 (ac kojico).

6. Laudo Kosmoscience RFE-TADE1-10-02-R0.

Arualizado em 22/11/2010
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8.5 Bula do Vitacid (componetes creme e gel)
VITACID CREME - Bula VITACID CREME Pagina 1 de 1

Vitacid Creme
Ver preco (RS)
Vitacid Cramea
tratinaing

CREME 0,05%

GEL 0,025%,

Uso adulte

U0 axtarmg

FORMAS FARMACEUTICAS E APRESENTAQOES - Vitacid Creme
Gad 0,025% & Creme dermatolégico 0,05%.Gal & Creme: bisnags com 25g.
COMPOSIGAD - Vitacid Creme

Cada grama de VITACID creme contém:

a
(Monoesteara da I-ueﬂh Acido estedricn, polissorbate 60, veseling lguida, dleo de amiéndoas doces, gliceral,

metilparabena, propilparabena, dgua destilada).
Cada grama de VITACID gel mgm

(Carbopol, arnlnn—rmﬂ-pmpaml propilenoglicol, glicerol, dkcool etilico, metiiparabena, dgua destilada).
INFORMACOES AD PACIENTE - Vitacid Creme

COMO O VITACID FUNCIONAPVITACID ameniza o5 sinais de fotoervelhedments (fUgas & BSperesa), manchas escuras &,
melhons o8 quedros de BCne & gueratoses de pele. Nos caeos de aCne, B redposts & verificads Bidd B segunda ou terceira
semana de uso, tomando-se mais evidente a partir da quinta e sexta semana. No tratamento do fotoenvelheciments, a
agio de VITACID ocome em, aproximadamente, 24 semanas.

POR QUE O VITACID FOI INDICADD?

VITACID & indicado no trataments de aone, fotoenvelbecimento (rugas & asperera da pele), manchas escuras e
UEFBLEES.

CHUIANDO NAD DEVO UTILIZAR O VITACID?

VITACID & contraindicado para pacientes com hipersensibilidade & um ou mais componentes da frmula, VITACID nBo
deve ser utilizado durante & gravides & Bmamentacso.

ADVERTENCIAS:

Ard o romentd nBo foram realizados estudos apropriados de seguranca & eficicia do uso de tretinolna em criangas
menores de 12 anes de ade, Durante as 3 priMmeifas semanas de trataments & pele pode Rcar iFftads ou plorar antes de

Ho caso da pele estar lesada, inflamada ou infeccionada, VITACID nSo deve ser utilizado antes de avaliagio médica.

“WITACID ndo deve ser utilizado por mulheres gravidas sem orientacBo médica. Informe imediatamente seu médico em

caso de suspeita de gravidez™. “Informe 8o seu misdico se wood estd amamentando™. "Deve-se evitar o contato de

VITACID corn 08 olhos, palpebras, dngulos do narz, Doca & MmUcHsas™.

0% pacientes em bratarments oom VITACID, devern s& proteger do sol & ber cuidados especials com & pele, 4 que & pele

tratada fica mais senshvel. Durente a& 3 primeiras semanas de tratamento a pele pode ficar irtada ou piorar antes de

apresentar melhors, Deve-se evitar lavar & pele ratada durante, pelo menos, 1 hora apds aplicacBo do produto. Evitar o

uso de gualquer medicamento bhpico na mesma area tratada com tretinoing, 1 hora antes ou depois da aplicaglo do

produto, com risoo de interferéncia na agio ou irftacio cutinea, A tretincing geraimente & aplicada & noite, possibilitands

o usn de outros produtos durante o dia, Durante o tratamento com VITACID, evitar exposigSo das dreas tratadas ao sol,

vento ou frio. & pele ratada pode estar mais propensa & queimaduras solares, ressecaments ou irrtagso, especialmente

durante & segunda & terceira semana de uso, Informe a0 seu médios, caso ocorra. Mo interrompa o trataments sem &
do sew mddicg, & Mencs que ocorra IrtagSo intensa. Pare melhones resultados nos IratBrmentos pars o8 quais

& tretinoina & indicada, & recomenddvel o wso concomitante de filtros solares com aito fator de protecio.

IHTEIUJ;EIE‘. MEDICAMENTOSAS!

VITACID deve ser ubilizads com cautels quands administrads juntaments com sabes ou agentes de limpeza, Sabometes

esfoliantes, cosméticns secatives, produtos alcodlicos, adstringentes & perfurmes,

Produtos com enxofre, resorcinol, cido salicilico, outros dervados de tretincing e penfuido de benzolla devem ser

evitades, VITACTD & wn produbo de uso bhpico, nSo sendo destinado & nenhuma outra via de administracio.

“Infprme a0 médico o aparecdments de reacles indesejdveis”.

“Informe 80 seu médico se vocd estd fazendo wso de algum outro medicamento”.

"NEo use medicaments sem o conhedmento do seu médicn, Pode Ser perigoso Dara & Sua sabde”,

http:/ oo bulas med br?C=A&V=66506F T3 74490443D3730373738266163743D70... 290172013
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