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RESUMO 
 

O objetivo deste trabalho foi avaliar as características físico-químicas de um insumo 

nanoestruturado comercial (IN) e de formulações semissólidas de creme e de gel 

contendo insumo nanoestruturado e/ou tretinoína, bem como estudar in vitro sua 

influência na permeação e penetração/retenção cutânea da tretinoína (TTN) a partir 

de formulações semissólidas.  A caracterização abrangeu análises de pH, diâmetro 

de partícula, fenômenos de instabilidade, potencial zeta e reologia.  O estudo de 

permeação foi conduzido por células de difusão de Franz e da penetração cutânea 

pelas técnicas de tape stripping e retenção cutânea. O insumo nanoestruturado (IN) 

analisado consistiu de uma dispersão líquida de aparência opaca e leitosa, com 

comportamento reológico do tipo newtoniano, pH médio de 6,2±0,05 e potencial zeta 

de -9,55±1,16 mV. As partículas esféricas presentes na dispersão apresentaram 

diâmetro de partícula médio de 144±14 nm e baixo índice de polidispersão. As 

formulações semissólidas apresentaram-se com pH adequado para aplicação 

cutânea, com teor de TTN próximo ao teórico.  A presença no IN não alterou o 

comportamento reológico das mesmas, mas reduziu o índice de cosnsistência dos 

géis. As formulações de creme apresentaram uma leve tendência a cremagem. 

Através de microscopia eletrônica de transmissão verificou-se nanopartículas 

esféricas e homogêneas com diâmetro em torno de 150 nm para as formulações de 

creme e gel. No estudo de permeação in vitro não foi detectada a presença de TTN 

no meio receptor para as diferentes formulações semissólidas. A presença do IN na 

formulação de creme contendo TTN promoveu uma distribuição mais homogênea do 

fármaco no estrato córneo (EC). O fluxo da TTN foi reduzido nas camadas 

adjacentes ao EC a partir de todas as formulações semissólidas. O estudo in vitro de 

liberação permitiu corroborar maior cedência da TTN pelo gel em relação ao creme, 

e confirmar uma distribuição mais homogênea/constante do fármaco a partir da base 

de creme contendo IN. O conjunto dos resultados permitiu concluir que é possível 

associar tretinoína livre em formulações contendo nanopartículas sem que haja 

favorecimento da permeação cutânea, mas que podem favorecer a maior 

homogeneidade de sua distribuição através do estrato córneo. 

 

Palavras-chave: tretinoína, insumo comercial nanoestruturado, 

penetração/permeação cutânea, pele suína, formulações semissólidas. 



 

 

 

 



 

 

 

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 semissólidas. 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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Atualmente produtos cosméticos e dermocosméticos têm sido desenvolvidos 

com algum tipo de tecnologia inovadora, como a nanotecnologia, a qual começou a 

ser visada em meados dos anos 90 devido às diversas vantagens de sua 

aplicabilidade, principalmente no que se refere a uma maior capacidade de 

penetração dos ativos na pele (ERENO, 2008; NEVES, 2008; BARIL et al., 2012). 

Para aplicação dermatológica os produtos nanotecnológicos apresentam algumas 

vantagens frente a produtos convencionais como: a capacidade de proteção a 

compostos lábeis contra a degradação química (OURIQUE et al., 2011), a 

possibilidade de controlar a liberação de fármacos (CONTRI et al., 2010), a atuação 

como agentes oclusivos (WISSING e MÜLLER, 2003), a potencial ação com 

bloqueadores das radiações UV (ALMEIDA et al., 2009), a melhora da eficácia 

dermatológica (FONTANA et al., 2011), a redução da irritação dérmica (LIU et al., 

2007), um baixo potencial alergênico (PAESE et al., 2009) e como sistemas de 

depósito no folículo piloso (LADEMANN et al., 2007). 

Uma vez que atualmente é notório o avanço na produção e disponibilização 

de novos ingredientes para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes 

com base nanotecnológica torna-se necessário à existência de uma regulamentação 

de produtos contendo esta nova tecnologia. Tomando a frente, os países da União 

Européia publicaram no Official Journal of the European Union em outubro de 2011 

o primeiro documento oficial (L 275) de definição e normas específicas para 

nanomateriais e produtos nanotecnológicos. O documento L 275 já possui 

atualizações e tem servido de base para outros países deficientes de 

regulamentação em nanotecnologia. Países como Brasil, Japão, EUA, Canadá, 

dentre outros, já estão avançando na regulamentação com a criação de guias 

derivados de encontros de nível internacional. 

Tendo em vista a disponibilidade de produtos cosméticos e dermocosméticos 

contendo nanotecnologia no mercado há pelo menos duas décadas e o 

estabelecimento de legislações em fase de desenvolvimento e implantação, diversos 

produtos contendo nanotecnologia foram liberados para comercialização sem a 

obrigatoriedade da realização de ensaios que comprovassem a presença ou 

ausência de nanoestruturas na sua composição. Diversos autores apontam a 

necessidade de alguns estudos em produtos contendo nanotecnologia como: 
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avaliação das características físico-químicas (estrutura cristalina; estado de 

agregação; revestimentos de superfície; reatividade de superfície; pureza, pH, 

potencial zeta); influência da absorção percutânea e da liberação do ativo; 

biodegradabilidade em meios biológicos ou ambiente (SCHAFFAZICK et al., 2003; 

PARDEIKE et al., 2009; MÜ e SPRANDO, 2010).   

Atualmente novos grupos de excipientes e sistemas vem sendo utilizado para  

melhorar a liberação de fármacos através da pele, sem, no entanto, afetar a sua 

função barreira. Como opção frente aos promotores químicos cita-se, as 

microemulsões, nanopartículas (poliméricas e lipídicas) e os lipossomas que 

poderão modificar a famacocinética da substância ativa facilitando sua passagem 

através da pele (ALVAREZ-ROMÁN et al., 2004; CEVC, 2004; MÜ e SPRANDO, 

2010). Em vista da atuação das nanopartículas como promotoras de permeação de 

fármacos na pele, alguns grupos de pesquisa tem realizado estudos de permeação 

para avaliar a influência das nanopartículas na permeação/penetração e liberação 

de ativos na pele a partir de formulações semissólidas (MÜLLER, 2002; JIMÉNEZ et 

al., 2004; PAESE, 2008; SHAH et al., 2007; YOURIK et al., 2008; OURIQUE et al., 

2011). Entretanto, até o momento não foi encontrado na literatura estudos que 

avaliassem fármacos livres em presença de nanopartículas em formulações de 

creme e gel e trabalhos que avaliassem insumos comerciais e sua compatibilidade 

em formulações de creme e gel. Contudo, propôs-se a realizar um estudo pioneiro 

de permeação de um fármaco livre incorporado em formulações semissólidas 

contendo nanopartículas já produzidas e comercializadas no Brasil. 

Considerando o exposto este trabalho se trata da avaliação das 

características físico-químicas de um insumo cosmético nanoestruturado comercial, 

antes e após sua incorporação em formulações semissólidas, bem como da 

avaliação da sua influência na permeação/retenção cutânea e na liberação in vitro 

da tretinoína, a partir das formulações semissólidas de creme e gel. A tretinoína foi 

escolhida para esse estudo devido a sua ampla utilização em formulações 

dermocosméticas 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 tretinoína por sua característica altamente lipofílica poderia associar-

se aos nanocarreadores lipídicos nanoestruturados por afinidade, penetrando mais 

facilmente na pele. 
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2.1 Objetivo Geral 

 

 Avaliar as características físico-químicas de um insumo cosmético 

nanoestruturado comercial, antes e após sua incorporação em formulações de 

creme e gel com ou sem a adição de tretinoína e estudar sua influência no perfil de 

permeação, penetração/retenção cutânea e liberação in vitro da tretinoína a partir de 

formulações semissólidas (creme ou gel). 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

I. Avaliar as características físico-químicas do insumo nanoestruturado 

comercial; 

II. Preparar bases semissólidas (gel e creme) para incorporação de tretinoína 

e/ou do insumo nanoestruturado e avaliar suas características físico-químicas a fim 

de verificar a influência da adição do insumo nanoestruturado; 

III. Validar uma metodologia analítica para extração e quantificação da 

tretinoína nas bases semissólidas, fitas adesivas e pele suína; 

IV. Avaliar a influência do insumo nanoestruturado na permeação e retenção 

cutânea in vitro da tretinoína, a partir de bases semissólidas, empregando célula de 

Franz e pele de abdômen de porcas; 

V. Estudar a liberação in vitro da tretinoína a partir de formulações 

semissólidas contendo e não contendo insumo nanoestruturado. 
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3.1 A pele  

 

3.1.1 A pele e a absorção percutânea  

 

A pele como maior órgão do corpo humano corresponde a cerca de 5% do 

peso total do indivíduo, apresentando uma área total em torno de 2 m2. Uma de suas 

principais funções é funcionar como barreira protetora contra influências mecânicas, 

químicas, microbianas e físicas entre o organismo e o meio externo 

(GONCHOROSKI e CORRÊA, 2005; SCHAEFER  et al., 2008; BECK et al., 2011). A 

pele é composta por três camadas: a epiderme, a derme e a hipoderme. A epiderme 

é constituída por quatro camadas de células: basal, granulosa, espinhosa e córnea 

(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 córneo (EC) e epiderme viável (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 corneócitos, células não viáveis, com 

composição lipídica fundamental que atua como uma barreira física que se renova 

constantemente e que protege o corpo da perda excessiva de água e da invasão de 

substâncias químicas e biológicas. Esta é a principal camada responsável pela 

impermeabilidade à diversas substâncias, constituindo na principal responsável pelo 

controle da penetração de ativos, pois atua como obstáculo à penetração de 

moléculas indesejáveis, em especial às susbstâncias altamente hidrofílicas (WERTZ 

e DOWNING, 1989; MORGANTI et al., 2001; CEVC, 2004; LEONARDI E CHORILLI, 

2008; SCHAEFER  et al., 2008). No caso da epiderme viável, que está logo abaixo 

do estrato córneo, é constituída de várias camadas de células em distintos estágios 

de diferenciação, possui capacidade de metabolizar produtos químicos que passam 

através do estrato córneo e confere maior resistência às substâncias altamente 

lipofílicas. De forma generalizada, as substâncias lipofílicas permeiam mais 

facilmente através da pele devido à maior eficiência da barreira formada pelo EC às 

substâncias hidrofílicas (RHEIN et al., 2000; LEONARDI E CHORILLI, 2008). A 

derme fornece suporte fisiológico para a epiderme avascular e é onde residem os 

vasos sanguíneos, nervos sensoriais e vasos linfáticos, além de fibras colágenas e 
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elásticas.  A pele também contém apêndices, tais como os folículos pilosos, 

glândulas sebáceas e sudoríparas (WHO, 2006). A hipoderme reside abaixo da 

derme e é composta de gordura, tecido conjuntivo fibroso e elástico, os quais estão 

intercalados, e possui especial importância no isolamento térmico (JUNQUEIRA & 

CARNEIRO, 1999; KANIKKANNAN et al., 2000). 

A penetração na pele de uma substância é um processo complexo que 

envolve três etapas principais: (1) a liberação da substância a partir do veículo ou 

forma farmacêutica, (2) a penetração no EC, e (3) o particionamento do estrato 

córneo para a epiderme viável e derme. As propriedades físico-químicas tanto da 

substância quanto do veículo e grau de saturação da substância na formulação são 

processos determinantes na penetração de substâncias na pele. Assim, o 

entendimento dos processos de absorção cutânea são necessários para a avaliação 

da liberação de fármacos de qualquer via dérmica ou transdérmica (DESAI et al., 

2010). Além disso, o estudo do perfil de permeação/penetração cutânea é muito 

importante para o desenvolvimento, otimização das formulações e melhor 

conhecimento da eficácia de produtos tópicos (LADEMANN et al., 2007). Além dos 

fatores já citados, a composição lipídica da epiderme é também importante no 

processo de absorção cutânea (LEONARDI E CHORILLI, 2008), sendo que o efeito 

local pode ser favorecido se estas substâncias se concentrarem em regiões 

subcutâneas ao atravessarem o estrato córneo (FRONZA, 2006).  

A lipofilia de um produto é fator importante, pois faz com que este atinja as 

estruturas lipídicas 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 presença de 

promotores de penetração, o tipo de formulação, o estado físico da formulação, local 

de aplicação da formulação e o grau de hidratação do estrato córneo são fatores 

importantes a serem considerados no caso de formulações de aplicação tópica 

(MORGANTI et al., 2001; VERMA et al., 2003; LEONARDI E CHORILLI, 2008). 

Existem diversos agentes que podem auxiliar na penetração de substância na 

pele. Os promotores de permeação são compostos químicos farmacologicamente 

inertes e com boas propriedades solventes (HADGRAFT, 1999; WILLIAMS E 

BARRY, 2004; PATHAN E SETTY, 2009). Solventes e compostos anfifílicos são os 

grupos de promotores de permeação clássicos e mais antigos, como exemplo: 
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propilenoglicol, polietilenoglicol, DMSO, ácidos láctico, oléico e salicílico, tensoativos, 

uréia, etc. De modo geral esses promotores irão aumentar o fluxo da substância 

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 liberação de fármacos através da pele, sem, no entanto, 

afetar a sua função barreira. Como opção frente aos promotores químicos cita-se, 

atualmente, as microemulsões, nanopartículas (poliméricas e lipídicas) e os 

lipossomas que poderão modificar a famacocinética da substância ativa facilitando 

sua passagem através da pele (ALVAREZ-ROMÁN et al., 2004; CEVC, 2004; MÜ e 

SPRANDO, 2010). 

Em vista a obter maiores informações acerca da atuação de nanopartículas 

como promotoras de permeação, diferentes estudos têm sido relatados na literatura. 

WISSING e MÜLLER (2003) introduziram as nanopartículas lipídicas sólidas e (NLS) 

e os carreadores lipídicos nanoestruturados (CLNs) como importantes sistemas 

transportadores de ativos de formas farmacêuticas e cosméticas. Esses sistemas 

nanoestruturados estão sendo propostos como carreadores coloidais usados para 

liberar vários fármacos na pele e no estrato córneo de forma imediata ou gradual. 

Como resultado é possível suprir a pele por um período de tempo mais prolongado, 

podendo-se também considerar que um tratamento no local afetado é capaz de 

reduzir a absorção sistêmica e os efeitos colaterais (JALÓN et al, 2001a; JALÓN et 

al., 2001b; COUVREUR et al, 2002). 

A absorção de fármacos e outras substâncias 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 indústrias 

cosméticas, uma vez que estes ensaios são necessários para uma previsão da 

absorção percutânea, avaliação de perfis farmacocinéticos da substância em 

questão e correlação entre os ensaios in vitro e in vivo com a pele humana, dos 

quais resultados são mais próximos da realidade (OECD, 2004; GODIN E TOUITOU, 

2007; LEONARDI E CHORILLI, 2008; SCHAEFER  et al., 2008). 

Diversos equipamentos e instrumentos são empregados para estudos in vitro 

de permeação cutânea e liberação de fármacos a partir de formulações 

dermatológicas e transdérmicas, entre eles as “células de liberação ou de difusão”. 
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Há uma grande variedade de estudos descritos na literatura utilizando células de 

difusão de Franz (FRANZ, 1975) para avaliação da encapsulação de ativos ou 

fármacos na permeção cutânea. MANCONI e  colaboradores (2002) estudaram a 

liberação in vitro da tretinoína, livre e encapsulada em niossomas, em células de 

difusão do tipo Franz, a partir de formulações semissólidas e concluíram que a 

entrega da tretinoína é 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 penetração e a distribuição da 

nimesulida a partir de hidrogéis contendo diferentes nanopartículas, os quais foram 

aplicados em pele humana. Os resultados apresentados pelos autores mostraram 

que a presença da nimesulida nas camadas viáveis da pele foi maior para o hidrogel 

contendo nimesulida associada às nanocápsulas, quando comparados àqueles 

obtidos para os hidrogéis contendo nimesulida associada a nanoesferas ou 

nanoemulsão. 

PUGLIA e colaboradores (2008) utilizaram células de Franz a fim de estudar 

in vitro o comportamento de nanopartículas lipídicas de ketoprofeno e naproxeno na 

absorção percutânea sobre pele humana a partir de formulações de gel. Os 

resultados obtidos pelos autores demonstraram que as nanopartículas foram 

capazes de reduzir a penetração do fármaco verificado pelo seu acúmulo na camada 

córnea. 

OURIQUE e colaboradores (2011) utilizaram células de difusão de Franz para 

estudar a influência da nanoencapsulação no perfil de permeação da tretinoína 

através da pele a partir de hidrogéis. Os autores compararam a permeação da 

tretinoína livre e nanoencapsulada em nanocápsulas de núcleo lipídico e concluíram 

que a nanoencapsulaçao permitiu maior retenção do fármaco na superfície da pele 

em comparação com o fármaco livre no hidrogel. 

SILVA e colaboradores (2013) após preparar nanocápsulas de núcleo lipídico 

contendo vitamina K1 estudaram a influencia da nanoencapsulação da vitamina K1 

na sua permeação cutânea. Foi utilizado células de difusão de Franz seguida da 

técnica de tape stripping como metodologias. Após 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 diminuição da permeação do fármaco para o compartimento receptor do 

fármaco a partir das nanocápsulas em comparação com o fármaco livre. 

 

3.2 Fotoenvelhecimento cutâneo e tratamento 

 

3.2.1 Fotoenvelhecimento cutâneo  

 

O envelhecimento é um processo complexo e multifatorial, resultando em  

diversas alterações funcionais e estéticas na pele, tendo duas vertentes 

classificatórias: fotoenvelhecimento e envelhecimento cronológico. O 

fotoenvelhecimento cutâneo é a ocorrência da exposição crônica às radiações 

ultravioletas (UV) que, associado a fatores intrínsecos e o aumento da idade, 

acarreta mudanças na aparência e alterações da pele, podendo causar a 

fotocarcinogênese. O envelhecimento cronológico é considerado um fenômeno de 

continuação do processo de desenvolvimento e diferenciação, que ocorre com uma 

sequência de eventos que leva à redução progressiva do funcionamento e 

capacidade de reserva de todos os órgãos do corpo, incluindo a pele (GILCHREST 

E YAAR, 2007; RAMOS-E-SILVA e CARNEIRO, 2007; SCOTTI et al., 2007).  

O fotoenvelhecimento e o envelhecimento cronológico são processos distintos 

tanto na ocorrência quanto nos processos clínicos e histológicos que afetam a 

estrutura e funções da pele (FARAGE et al., 2008; RESZKO et al., 2009). Fatores 

intrínsecos ao envelhecimento representam um processo complexo que inicia em 

nível molecular e obedece intrinsecamente a um programa genético individual, ao 

qual se sobrepõem as agressões impostas pelo meio ambiente. O fatores 

extrínsecos são, em diferentes graus, controláveis e incluem a exposição à poluição, 

à luz solar (radiações UV), hábitos alimentares, tabagismo, uso do álcool e outras 

drogas, estilo de vida, entre outros (VIEIRA, 2007; FARAGE  et al., 2008; KEDE E 

OLEG, 2009).  

As alterações histológicas decorrentes do envelhecimento intrínseco são 

caracterizadas pela diminuição da síntese de colágeno, da degeneração de redes de 

fibras elásticas e da perda da hidratação da pele. Clinicamente essas alterações são 

visualizadas através do enrugamento fino, da perda do tônus, e da perda de gordura 

subcutânea da pele. Por outro lado, as alterações histológicas decorrentes dos 
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fatores extrínsecos, onde a radiação UVA é o principal fator desencadeante, são 

caracterizadas pelas as alterações da matriz e mudanças no padrão da expressão 

dos fibroblastos com diminuição do colágeno tipo 1 e do conteúdo celular. 

Clinicamente, o fotoenvelhecimento extrínseco 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 alterações 

pigmentares e telangiectasias que contribuem para uma aparência envelhecida, 

criando sombras e áreas de contraste na face (GILCHREST e YAAR, 1992; 

DRAELOS, 2005; VARANI et al., 2010). 

O fotoenvelhecimento ocorre a partir da exposição excessiva da pele à luz do 

sol, onde a radiação UV (UVA e UVB) é absorvida por moléculas da pele.  A 

radiação UV é responsável por 90% dos danos causados à pele e assim como os 

raios infravermelhos (IV) os quais penetram mais profundamente na pele. As 

radiações UVA e UVB estimulam a formação de radicais livres. Para exercer seus 

efeitos nas células, a energia eletromagnética da radiação UV deve ser absorvida 

pelos cromóforos celulares existentes, tais como DNA, porfirinas, ácido urocânico e 

aminoácidos aromáticos. Estes cromóforos, quando excitados, podem reagir com o 

oxigênio molecular, resultando em espécies reativas de oxigênio que causam dano 

oxidativo de componentes celulares como paredes celulares, membranas lipídicas, 

mitocôndrias e DNA (LONGSTRETH et al., 1998; FISHER et al., 2005). 

 

3.2.2 Tratamento da pele fotoenvelhecida 

 

O fotoenvelhecimento e suas consequências podem ser evitados através da 

supressão da exposição da pele ao sol e uso da fotoproteção, com uso de chapéus, 

tecidos ou ainda produtos como filtros solares. A fotoproteção é 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 há inúmeros tratamentos 

médicos e cirúrgicos, além de produtos cosméticos, “cosmecêuticos” e 

farmacológicos, além de novas tecnologias, as quais estão disponíveis para a 

proteção e o tratamento em função 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 remoção da pele danificada pra 

promover a renovação da pele saudável (DRAELOS, 2005). A introdução dos 

retinóides ocorreu na década de 60, sendo considerada, na época, a nova era para 

tratamentos dermatológicos (KRAURTHEIM e GOLLNICK, 2004) 

As propriedades biológicas de retinóides incluem captura de radicais livres, 

aumento da proliferação de fibroblastos, modulação da proliferação celular e 

diferenciação do colágeno, aumento da síntese de hialuronato, e diminuição da 

matriz metaloproteinase. Segundo DRAELOS (2005), diversos estudos relatam um 

alto nível de eficácia contra acne, fotoenvelhecimento e psoríase do uso tópico de 

retinóides. 

A tretinoína (Figura 1) é um retinóide natural, derivado ácido da vitamina A, 

também chamada de ácido trans-retinóico, que quando aplicada topicamente é 

efetiva no tratamento de afecções cutâneas como a acne, fotoenvelhecimento, 

ictiose, psoríase, câncer de pele, entre outros. Entretanto, é uma substância irritante, 

e seu uso pode causar descamação e ressecamento da pele e mucosas (BRISAERT 

e PLAIZIER-VERCAMMEN, 2000; ZHAI e MAIBACH, 2004; ANVISA, 2013). 

 

 

Figura 1: Estrutura molecular do ácido trans-retinóico. 

 

A utilização da tretinoína tópica (Retin A®, Renova®, Ortho-Neutrogena®) no 

tratamento da pele fotoenvelhecida justifica-se por sua capacidade de melhorar a 

aparência dos sinais da pele, como linhas finas, rugas e pigmentação. A tretinoína 

(Retin A®) foi originalmente aprovada para uso em concentrações 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 tretinoína. Foram realizadas várias aplicações de creme 

contendo tretinoína nas concentrações de 0,05% e 0,1% e de um creme controle por 



 

38 
 

um mês. Observou-se, em relação ao creme controle, quatro diferentes efeitos 

histológicos: aumento da espessura da epiderme, aumento da espessura da camada 

granular, diminuição do teor de melanina e a compactação do estrato córneo. Os 

efeitos clínicos relatados foram: textura mais suave da pele com perda ou diminuição 

das rugas finas, leve eritema (decorrente da irritação), suavização de lentigos, e 

melhoria das rugas mais grosseiras.  

KANG e colaboradores (2005) realizaram um estudo a longo prazo da 

segurança e eficácia de creme contendo tretinoína a 0,05%. O estudo foi conduzido 

com uma aplicação ao dia do creme durante dois anos para o tratamento do 

fotodano moderado a grave fotodano. Os resultados mostraram que a longo prazo a 

tretinoína a 0,05% apresentou-se segura e eficaz em pacientes com fotodano facial 

grave. O tratamento com tretinoína resultou, em relação ao grupo placebo, em uma 

melhora significativamente maior dos sinais do envelhecimento como: enrrugamento 

fino e grosseiro, hiperpigmentação e lentigos. Na avaliação imunohistoquímica, foi 

mostrado um aumento significativo do marcador procolágeno 1C terminal, 

responsável pela síntese do colágeno.  

 

3.3. Nanopartículas 

 

3.3.1 Nanopartículas e nanomateriais: definição e regulamentação 

  

Um grande interesse tem sido gerado pela nanotecnologia nas mais variadas 

áreas, por ser um campo emergente da ciência com ampla gama de aplicações, e 

devido ao impacto de resultados que a sua utilização pode fornecer ao 

desenvolvimento tecnológico e econômico. O termo Nanotecnologia vem sendo 

definido por grupos de pesquisa científicos, órgãos e agências do mundo todo a fim 

de aprimorá-lo, entretanto não há um consenso internacional sobre sua 

denominação, tendo as seguintes conceituações: 

- “é a integração de nanodispositivos em materiais, sistemas e arquiteturas 

macroscópicas sem perda das propriedades derivadas da nanoestruturação” (NSF, 

2013); 

- “o uso de pequenas estruturas menores de 1.000 nm de diâmetro que são 

projetadas para apresentar propriedades específicas” (EMEA, 2013); 
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- “o entendimento e controle da matéria e processos em nanoescala, 

tipicamente, mas não exclusivamente, abaixo de 100 nanômetros em uma ou mais 

dimensões, onde o aparecimento de fenômenos dependentes de tamanho permite 

novas aplicações” ou “utilização das propriedades dos materiais em nanoescala que 

são diferentes das propriedades dos átomos individuais, moléculas, ou dos materiais 

macroscópicos, criando materiais, dispositivos e sistemas melhores que exploram 

essas novas propriedades” (ISO TC 229, 2013); 

- “é a concepção, caracterização, produção e aplicação de estruturas, 

dispositivos e sistemas de manipulação controlada de tamanho e forma, à escala 

nanométrica (atómica, molecular e macromolecular escala) que produz estruturas, 

dispositivos e sistemas com pelo menos uma nova característica/propriedade 

superior (BAWA et al., 2005). 

- No Brasil, o NBS - Nomenclatura Brasileira de Serviços - no dia 02 de abril 

de 2012, por meio do Decreto nº 7.708 define a nanotecnologia como termo relativo 

a um amplo leque de novas tecnologias que objetivam manipular átomos, moléculas 

e partículas subatômicas para a criação de novos produtos. 

Assim como para a nanotecnologia, a definição para os nanomateriais vêm 

sendo discutida internacionalmente. Contudo, atualmente a definição mais difundida 

é a divulgada pela European Comission (UE) em 2011 que considera como 

“Nanomaterial todas as partículas que possuam pelo menos uma das suas 

dimensões em escala entre 1 e 100 nm e que estas partículas sejam estudadas em 

número”. Contudo, a definição mais consensual estabelece que “Nanomaterial é um 

material natural, obtido acidentalmente ou fabricado, que contém partículas livres ou 

agregadas onde, para 50% ou mais das partículas, considerando a sua distribuição 

em número, possui uma ou várias dimensões externas na escala entre 1 nm e 100 

nm”. A UE relata que em certas circunstâncias especiais prevalentes para certos 

dispositivos farmacêuticos ou médicos, incluindo nanopartículas lábeis (lipossomas, 

nanoemulsões, nanopartículas lipídicas), a definição não deve excluir o termo “nano” 

para estruturas especializadas já em uso com diâmetro médios entre 100 e 1.000 

nm, uma vez que alguns tipos de nanopartículas apresentam suas propriedades 

especiais em faixas de tamanhos maiores que 100 nm (ABDI, 2013). 

Independente da definição adotada, os elementos nanotecnológicos devem 

ter propriedades únicas e especiais que são exclusivamente devido às suas 
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proporções nanométricas, sendo que a relação entre as propriedades dos materiais 

e seu desempenho como produto deve ser estabelecido para justificar seu uso. Para 

isso, no caso das indústrias, é necessário demonstrar os benefícios das 

nanopartículas e dos produtos comerciais antes de sua comercialização 

(YOKOYAMA e HUANG, 2005; HASSAN e ELSHAFEEY, 2010; FDA 2012b). Além 

dos benefícios, há uma grande preocupação quanto aos riscos que a exposição à 

nanotecnologia pode exercer. 

 Em se tratando de nanocosméticos, de acordo com o Scientific Committee on 

Consumer Products da Comissão Européia (2007), o risco está associado ao uso de 

nanoestruturas cujas partículas tenham diâmetro abaixo de 100 nm. Segundo esse 

mesmo comitê as nanoestruturas deveriam ser classificadas em dois grupos: lábeis 

e insolúveis. As nanoestruturas lábeis são aquelas que se dissolvem física ou 

quimicamente após sua aplicação sobre a pele, não oferecendo riscos maiores que 

os produtos convencionais à saúde e ao meio ambiente, considerando que as 

avaliações convencionais de risco podem ser suficientes para garantir sua 

segurança. Enquanto que as nanoestruturas insolúveis são incapazes de se 

desestruturar nos meios biológicos, sendo necessárias outras medidas de avaliação, 

tais como, número de partículas, área superficial, bem como sua distribuição e 

penetração. Já que essas podem trazer maiores riscos, devido à sua possibilidade 

de captura, podendo tornar-se sistematicamente disponível e levar a um acúmulo em 

órgãos-alvo secundários. Esses efeitos podem ser agravados com a aplicação 

repetida de produtos nanocosméticos contendo nanopartículas insolúveis. Devido 

aos riscos que essas nanopartículas podem causar ao consumidor e ao meio 

ambiente, esses nanocosméticos devem ser avaliados caso a caso (SCCP, 2007). 

A segurança de nanomateriais, além de considerar a utilização pelo 

consumidor, deve ser estudada e avaliada de forma a considerar toda a exposição 

que pode ocorrer desde as etapas de fabricação de nanoingredientes e eventual 

exposição dos trabalhadores, até à eliminação dos produtos contendo nanomateriais 

e a sua persistência e efeitos no meio ambiente. Para que este amplo estudo seja 

possível, torna-se fundamental uma avaliação e caracterização dos nanomateriais 

que exige uma definição rigorosa e métodos adequados (ITEHPEC, 2012) e a 

regulamentação específica para este tipo de tecnologia. 
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Em se tratando de regulação do setor nanotecnológico, a nanotecnologia que 

vem sendo considerada como a nova “Revolução Tecnológica” e, relativamente 

nova, nem todos os países possuem uma legislação específica para este ramo, 

sendo que a União Européia foi a primeira a instutir normas específicas no ano de 

2011. Entretanto, já há alguns anos instituições 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 fóruns nacionais e internacionais e 

transformando as discussões em literaturas orientativas (guias, relatórios, etc) sobre 

a definição, caracterização e demais controles mínimos a serem realizados nos 

produtos contendo nanotecnologia. Esses materiais têm servido de base para que 

as indústrias desenvolvam seus projetos, produtos e processos (ABDI, 2010; 

ABIHPEC, 2010). O FDA em 20 de abril de 2012 lançou um guia de orientação às 

indústrias de cosméticos para o uso da nanotecnologia em seus produtos. O 

documento estabelece as idéias do FDA sobre a realização de avaliações de 

segurança para produtos cosméticos, observando que cosméticos com 

nanomateriais estão sujeitos aos mesmos requisitos que os outros produtos 

conforme a seguir:  

- Os requisitos legais para cosméticos fabricados usando nanomateriais são 

os mesmos que aqueles para quaisquer outros cosméticos. Enquanto os cosméticos 

não estão sujeitos a aprovação pré-comercial, empresas e indivíduos que 

comercializam os cosméticos são legalmente responsáveis pela segurança dos seus 

produtos e eles devem estar devidamente rotulados; 

- Para realizar as avaliações de segurança de produtos cosméticos que 

contenham nanomateriais, testes-padrão de segurança podem precisar ser 

modificados ou novos métodos desenvolvidos. 

Segundo a ANVISA (2004) as metodologias para avaliação dos fármacos 

contendo o ativo na forma livre já estão bem estabelecidas, porém para os produtos 

que contém nanotecnologia ainda faltam legislações e estudos que garantam a 

segurança dos mesmos. Na literatura científica, autores sugerem algumas análises 

importantes a serem realizadas em produtos de base nanotecnológica como: 

tamanho das partículas e distribuição do seu tamanho; biodegradabilidabilidade em 
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meios biológicos ou ambiente; estrutura cristalina; estado de agregação; 

revestimentos de superfície; reatividade de superfície; pureza, pH e potencial zeta 

(SCHAFFAZICK, 2003; PARDEIKE et al., 2009; MÜ e SPRANDO, 2010). MÜ e 

SPRANDO (2010) discutem em um de seus trabalhos que a avaliação das 

características físico-químicas das nanopartículas constitui uma compreensão do 

nanomaterial e da interação deste com o meio ambiente, mas que combinada com o 

entendimento da via de exposição fornece informações úteis sobre o destino 

biológico dos nanossistemas e de sua toxicidade. PARDEIKE e colaboradores 

(2009) relatam a importância de estudar a influência da absorção percutânea e da 

liberação de um ativo a partir nanossistemas, sendo importante para sua segurança 

e eficácia.  

Em agosto de 2012 a Comissão Européia publica a segunda revisão para 

nanomateriais com indicações do Regulamento de Registro, Avaliação, Autorização 

e Restrição de Produtos Químicos (REACH) para os nanomateriais (NIA, 2013). A 

legislação para a nanotecnologia está deixando de ser voluntária para ser 

mandatória (legalmente obrigatória) (ADBI, 2010). A União Européia já consta de 

regulação para os nanomateriais, os quais são regulamentados pelo REACH - 

Regulation on Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals – 

que instituiu o conceito de nanomaterial, testes mínimos para comprovação do 

tamanho e outras obrigatoriedades para a comercialização de produtos contendo 

estes a fim de garantir a saúde, a segurança e a proteção ambiental (JOUE, 2011). 

A Agência Européia de Medicamentos segue os mais recentes desenvolvimentos em 

nanotecnologia, que são relevantes para o desenvolvimento de medicamentos. 

Recomendações da Comissão da Agência de Medicamentos para Uso Humano 

(CHMP) já levram à aprovação de uma série de medicamentos à base de 

nanotecnologia. São 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 segurança e a regulamentação internacional encontram-se em debate nas 

principais regiões econômicas. Vale dizer que o Brasil é membro integrante dos 

fóruns de discussão participando na ISO (International Organization for 
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Standardization) e no ICCR (International Cooperationon Cosmetic Regulation). Uma 

harmonização e alinhamento internacional são importantes para o setor produtivo 

brasileiro que exporta produto acabado, para que não sejam acrescentadas 

barreiras à livre circulação de mercadorias. A nível nacional, no Brasil a definição de 

nanotecnologia adotada é a descrita pela ISO TC 229 e para nanomaterial da 

ISO/TR 12885-2008 nanomaterial engenheirado é um material nanoestruturado e/ou 

é o que contém nano-objetos). Além disso, o grupo formado pelo Ministério de 

Desenvolvimento Industrial e Comércio (MDIC) em 2007, desenvolveu um algorítmo 

que relaciona perguntas para direcionar a classificação de diferentes nanomateriais, 

os 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 Referência 

“Nanotecnologia em Cosméticos” derivado do Encontro Internacional “Os Pilares 

Fundamentais da Nanotecnologia na Indústria Cosmética realizado em São Paulo, 

SP, Brasil. Esse documento exibe os apontamentos e recomendações do setor com 

o objetivo de auxiliar a construção de políticas públicas adequadas para o 

desenvolvimento da nanotecnologia para a Indústria de Higiene Pessoal, Perfumaria 

e Cosméticos no Brasil. A seguir algumas orientações importantes, para indústrias 

fabricantes de nanoingredientes e produtos que os contenham, descritas no 

Documento de Referência: 

- A análise de segurança de cosméticos que incorporam nanotecnologias 

deve ser desenvolvida no produto final se as tecnologias aplicadas forem solúveis e 

lábeis; ou então, diretamente nos nanoingredientes, se estes forem insolúveis e 

persistentes. No entanto, todos os produtos cosméticos, independentemente das 

tecnologias que incorporem, devem sempre ser objeto de todas as análises exigidas 

pelas normas e requerimentos regulatórios da ANVISA;  

- A análise específica de segurança dos cosméticos contendo nanomaterias 

não exclui as normas de segurança comuns aos produtos de higiene pessoal, 

perfumaria e cosméticos; 

- A segurança dos nanoingredientes para o consumidor depende da 

exposição destes através da pele, inalação e ingestão. Os métodos atualmente 

utilizados para a avaliação da exposição devem ser adaptados às nanotecnologias, 
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utilizando técnicas de estudo que considerem, além da exposição sistêmica, a 

penetração através da pele, a inalação e deposição pulmonar e a 

absorção/translocação intestinal. 

A fim de poder caracterizar nanomateriais e avaliar a qualidade de produtos 

que os contenham, um projeto da ABDI, no âmbito da Agenda Tecnológica Setorial 

(ATS) de Cosméticos, desenvolvido em parceria com ITEHPEC/ABIHPEC e 

INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia) desenvolverá, 

para nanomateriais, métodos de caracterização padronizados com metodologias de 

análise de execução rápida, a custo controlado e que atendam aos requerimentos 

regulatórios. Uma vez padronizada, esta tecnologia será difundida com o apoio de 

laboratórios de referência para os fabricantes de insumos e cosméticos, permitindo a 

caracterização, reprodutibilidade e rastreabilidade; além da certificação de 

laboratórios de referência. 

O Japão compartilha a opinião de outras Agências como a Americana (FDA) 

ou da Comissão da Comunidade Europeia de que a legislação existente é adequada 

para avaliar os riscos da maioria dos nanomateriais. No Reino Unido, a British 

Standards Institution (BSI) tem um comitê sobre Nanotecnologias (NTI/1), que 

analisa o trabalho da ISO TC229 e de outras comissões competentes. NTI/1 também 

desenvolveu uma série de documentos nacionais, que podem ser vistos e baixados 

de seu site. Na Alemanha, o Deutsches Institut für Normung e. V. (DIN) também tem 

uma comissão sobre Nanotecnologias (NA 062-08-17 AA) que analisa o trabalho da 

ISO TC229 e de outras comissões competentes como o CEN TC 352 (NIA, 2013). 

Diante dos fatos citados acima, observa-se que a questão da regulação da 

nanotecnologia está sendo fruto de grandes discussões, debates e comitês, e 

mesmo com alguns países sem legislação específica, estes vem comercializando 

diversos produtos com nanotecnologia sem ter uma comprovação da segurança, 

desempenho/eficácia e da própria característica do produto. Na Cartilha da ABDI 

(2011) “Nanotecnologias: subsídios para a problemática dos riscos e regulação” é 

relatado que a comercialização de produtos contendo nanotecnologias é avaliada 

pela legislação vigente de cosméticos convencionais, o que tem causado grandes 

discussões em vários segmentos da sociedade, comunidade científica, organismos 

não-governamentais e mesmo nas empresas com produtos comerciais em fase de 
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elaboração, finalização ou pré-comercialização, ressaltando a necessidade de 

legislação específica para os produtos e insumos nanotecnológicos. 

 

3.3.2 Produtos e Insumos cosméticos contendo nanotecnologia: 

panorama nacional e mundial 

 

É muito difícil saber exatamente quantos produtos obtidos por nanotecnologia 

ou que contêm nanotecnologia são comercializados atualmente no Brasil e no 

mundo. Entretanto, é possível acompanhar atualmente um grande aumento dos 

registros e lançamentos de novos produtos cosméticos, e consequentemente o 

acesso crescente de diversos produtos à população. Isso demonstra que esta nova 

tecnologia representa potencialmente um enorme mercado mundial. 

 Os países que mais investem em nanotecnologia são os Estados Unidos da 

América, Europa e Japão, e os países como a Rússia, China, Índia e Brasil têm feito 

investimentos significativos no setor nos últimos 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 nanotecnológico, entretanto avaliando o número de 

patentes registradas no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) em 

relação a outros países ainda não é expressivo. Dessa forma, o Brasil caracteriza-se 

como um país em estágio intermediário de desenvolvimento tecnológico, mesmo 

com a ampliação significativa do investimento em atividades de Ciência e Tecnologia 

(C&T) nos últimos anos. 

O Projeto PEN (The Project on Emerging Nanotechnologies) da Woodrow 

Wilson (EUA) vem relatando desde 2005 informações voluntárias dos fabricantes em 

seu banco de dados, onde são registradas algumas informações dos produtos 

comercializados pelas indústrias que se cadastram no PEN: empresa fabricante ou 

fornecedor; país de origem; categoria e subcategoria; imagem do produto; descrição 

do produto; hiperlink a página do produto e data de atualização (PEN, 2013). A partir 

desses dados é realizada uma estatística do crescimento do número de produtos no 

determinado período, que embora seja subjetiva, é observado no mercado um 

crescimento da disponibilização de produtos de base nanotecnológica.  
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Apenas um inventário desses produtos com dados dos anos de 2005 até 

2011 foi divulgado pelo PEN. A Figura 2, apresenta uma adaptação do inventário 

divulgado pelo PEN, onde apesenta uma regressão linear dos produtos registrados 

em seu banco de dados. 
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Figura 2: Crescimento do número de produtos de base nanotecnológica no mercado 

mundial entre março de 2005 e março de 2011. (Adaptado de 

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

 

A Figura 2 mostra uma regressão linear entre os anos, com coeficiente de 

determinação próximo a 1, caracterizando uma tendência de mercado com aumento 

na comercialização 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 informações disponibilizadas pelas empresas. Segundo 

PEN a categoria com maior número de produtos foi a de Saúde e Fitness, com um 

total de 738 produtos.  

A categoria Saúde e Fitness foi ainda, dividida em sub-categorias, conforme 

Figura 3, a qual mostra que os produtos com nanotecnologia mais comercializados 

são de cuidados pessoais e cosméticos. 
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Figura 3: Número de produtos de base nanotecnológica comercializados para área 

de Saúde e fitness (dados entre março de 2005 e março de 2011) (Adaptado de 

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

 

O Brasil ainda não possui uma base de dados sistematizados sobre o 

mercado de produtos, processos e serviços nanotecnológicos oferecidos pelas 

empresas no País, entretanto o MCT divulgou em 2007 uma relação 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 Boticário (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 País 

22 empresas, sendo que destas, nenhuma é produtora exclusiva de nanocosméticos 

e que 15 delas fabricam o produto e 7 os obtêm por importação. Nas publicações do 

ano de 2010 da ABIHPEC no documento: Panorama do setor de HPPC e no II 

Caderno de Tendências, não há uma relação de produtos contendo nanotecnologia 

no Brasil, entretanto é relatado que há um aumento no número de patentes para 

produtos de base nanotecnológica e que esta vem sendo explorada no mercado 

nacional através da comercialização de uma grande variedade de produtos. 

De acordo com o relatório divulgado em 2006 dos “Friend of The Eart, 

Nanomaterials, Sunscreens and Cosmetics: Small Ingredients, Big Risks”, as 

nanopartículas estão presentes em diversos produtos cosméticos e que dentre as 

empresas fabricantes estão a L`Oréal com fabricação 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 Boticário 

desenvolvem projetos na área de Nanotecnologia em parceria com o Ministério da 

Ciência e Tecnologia e já comercializam cosméticos contendo estas estruturas 

(FRONZA, 2006), sendo que dentre elas encontram-se nanopartículas de diversas 

variedades (niossomas, lipossomas, nanopartículas lipídicas, nanocristais, 

nanoemulsões, etc.) que, como sistema de distribuição de ativos tem sido utilizado 

com grande interesse pela indústria cosmética (MU e SPRANDO, 2010).  

Em novas pesquisas realizadas em sites da internet, encontrou-se nos sites 

de indústrias e distribuidoras de cosméticos e dermocosméticos, e através do 

Caderno Panorama Nanotecnologia (ADBI, 2010) indústrias que incorporam 

nanotecnologia em seus produtos. São exemplos de indústrias que possuem 

produtos cosméticos contendo nanotecnologia no Brasil: Viemed; Dermage; 

Armazén Botânico; Rishon Cosméticos; BioCode Cosméticos; Essência DiFiori 

Cosméticos; Pharmapele; Videlli Cosméticos; Acquis Cosmétika; Vita Derme 

Hipoalergênica; Botanik Kostetics; Maquel; Phytotratha; Kolt; Go.Business; 

Biomátika; De Sírius; Neez; Kosmoscience; O Boticário; Dailus Pró; NK Cosméticos; 

Leviale; Avon; Natura; Biolab (em parceria com a UFRGS); BioPowerLine`s; etc. A 

variedade de produtos fabricados está entre xampus, condicionadores, máscaras 

capilares, finalizadores capilares, antirrugas, anticelulíticos, esmaltes, bloqueador 

solar;  hidratantes corporais e faciais, maquiagens, dentre outros. 

No Brasil também há empresas fabricantes de insumos nanoestruturados 

para cosméticos e medicamentos. Dentre elas cita-se a indústria Inventiva localizada 

em Porto Alegre, RS, a qual fabrica insumos nanotecnológicos para cosméticos no 

país e inovou com a produção de nanopartículas lipofílicas contendo óleos vegetais 

provenientes do estado do RS. Outras empresas como Chemyunion; a Nanovetores 

e a Infinitec também produzem insumos para cosmético contendo nanopartículas.  

 

3.3.3 Aplicação das nanopartículas lipofílicas em cosméticos 

 

De forma crescente, os produtos cosméticos e dermocosméticos tem sido 

fabricados com algum tipo de tecnologia. A aplicação dermatológica de produtos 

nanotecnológicos apresenta diversas vantagens como a capacidade de proteção a 
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compostos lábeis contra a degradação fotoquímica (OURIQUE et al., 2011), a 

possibilidade de controlar a liberação de fármacos (CONTRI et al., 2010), a atuação 

como agentes oclusivos (WISSING e MÜLLER, 2003), a potencial ação com 

bloqueadores das radiações UV (ALMEIDA et al., 2009), a melhora da eficácia 

dermatológica (FONTANA et al., 2011), a redução da irritação dérmica (LIU et al., 

2007), um baixo potencial alergênico (PAESE et al., 2009) e como sistemas de 

depósito no folículo piloso (LADEMANN et al., 2007).  

A partir da década de 90, verificou-se um crescimento no número de 

publicações referentes ao uso de nanomateriais no desenvolvimento de produtos 

cutâneos. A empresa francesa L’Oreal foi a pioneira a lançar, em 1995, produtos 

cosméticos contendo nanoestruturas, hoje chamados de nanocosméticos. 

Nanocosméticos por definição são formulações cosméticas que contém e conduzem 

ativos ou outros ingredientes nanoestruturados que atuarão de forma controlada, 

podendo modular a liberação 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, nanoemulsões, 

nanopartículas lipídicas (sólidas e carreadores lipídicos) e nanopartículas 

poliméricas (nanocápsulas e nanoesferas) são propostos como carreadores para a 

liberação de ativos cosméticos na pele, visa modificar e controlar os perfis de 

liberação, permeação e oclusão (MÜLLER, 2002; JIMÉNEZ et al., 2004). Na área 

cosmética, geralmente, as nanopartículas apresentam diâmetros compreendidos 

entre 100 e 600 nm, podendo variar tanto para cima quanto para baixo desses 

diâmetros, dependendo do tipo de nanoestrutura utilizada (MÜLLER et al., 2002; 

JIMÉNEZ et al., 2004). 

As nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) e os carreadores lipídicos 

nanoestruturados (CLN) têm sido profundamente estudados como sistemas 

carreadores de substâncias. As NLS e os CLN são nanoestruturas preparadas com 

lipídeos biodegradáveis e biocompatíveis (TEERANACHAIDEEKUL et al., 2008). As 

NLS foram desenvolvidas no início da década de 90 como um sistema alternativo 

para nanoemulsões, lipossomas e nanopartículas poliméricas, formadas por uma 

matriz lipídica, através da combinação de lipídeos sólidos tanto a temperatura 

ambiente quanto à temperatura corporal. As NLS são compostas de 0,1 a 30% de 

lipídeos sólidos dispersos em uma solução aquosa, estabilizada com 0,5 a 5% de 
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tensoativo (MÜLLER  et al., 2004; VILLAFUERTE et al., 2008; PARDEIKE et al., 

2009). 

Os CLN são considerados como a segunda geração de nanopartículas 

lipídicas, sendo produzidos a partir de uma mistura de lipídeos sólidos e lipídeos 

líquidos (óleos). A partícula lipídica resultante apresenta ponto de fusão inferior a 

dos lipídeos sólidos. Os CLN foram desenvolvidos para solucionar possíveis 

limitações associadas às NLS, pois os CLN apresentam uma maior capacidade de 

incorporação de compostos ativos, além de eliminar ou minimizar eventuais 

expulsões de compostos ativos durante o armazenamento. Dessa forma, os CLN 

foram desenvolvidos com o objetivo de aumentar a quantidade de substância ativa 

associada às nanoestruturas e evitar sua segregação durante o armazenamento 

(MEHNERT E MÄDER, 2001).  

Os CLN possuem 3 modelos de estruturas: imperfeito, amorfo e múltiplo 

(MÜLLER et al., 2002; PARDEIKE et al., 2009). As diferenças entre elas residem na 

produção de blendas de lipídeos diferentes, os lipídeos líquidos e os lipídeos sólidos. 

Essa blenda é formada por diferentes comprimentos de cadeia de ácidos graxos e a 

mistura de mono-, di-, e triglicerídeos que não é capaz de formar uma estrutura 

altamente ordenada, apresentando como resultados muitas imperfeições na 

partícula, o que favorece a melhor acomodação do fármaco nessas imperfeições 

(WISSING E MÜLLER, 2003; MÜLLER et al., 2004). 

Os CLN imperfeitos são produzidos com uma mistura de glicerídeos 

compostos por diferentes ácidos graxos, o que gera um aumento na distância entre 

as cadeias de ácidos graxos levando a imperfeições no cristal. Os CLN amorfos são 

produzidos com uma mistura de lipídeos sólidos com lipídeos líquidos como 

triglicerídeo cáprico/caprílico. A alta quantidade de óleo misturado com o lipídio 

sólido gera partículas em um estado amorfo, evitando assim a expulsão do ativo das 

partículas durante a armazenagem, já que o processo de cristalização do lipídeo 

para a forma β não ocorre nessas condições. OS CLN múltiplos é formado por uma 

dispersão de óleo em lipídeo solido em água. Nesta estrutura, a quantidade das 

moléculas de óleo no lipídio sólido é exercida levando a uma separação de fase e 

formação de nanocompartimentos de óleo dentro da matriz lipídica sólida (MÜLLER 

et al., 2007).  
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Alguns cosméticos comercializados atualmente já possuem nanopartículas 

lipídicas em sua composição, visa melhorar as características de hidratação 

cutânea. Isto é possível porque as nanopartículas lipídicas formam um filme oclusivo 

que dificulta a perda transepidermal de água, aumentando a quantidade da mesma 

nas camadas viáveis da pele. A oclusão mais eficiente é atingida utilizando lipídeos 

com baixo ponto de fusão, partículas altamente cristalinas e de tamanho 

extremamente reduzido (WISSING; MÜLLER, 2003; PARDEIKE et al., 2009). 

WISSING E MÜLLER (2003) estudaram após 28 dias de tratamento o 

aumento da hidratação da pele in vivo, comparando a utilização de cremes contendo 

NLS, com cremes (óleo em água) sem as nanopartículas. O creme contendo as NLS 

apresentou maior hidratação do que o creme sem as nanopartículas, sendo que este 

efeito foi explicado pela formação do filme na superfície cutânea a partir das NLS. As 

forças capilares dos poros nanométricos entre as NLS podem promover a fusão das 

partículas formando um denso filme sobre a pele. Esse estudo demonstra o efeito 

oclusivo de nanopartículas lipídicas e o eficiente uso desse carreador em cremes 

cosméticos com o intuito de aumentar a hidratação da pele. 

 LIU e colaboradores (2007) investigaram o uso de NLS no encapsulamento 

de isotretinoína, que é um ativo utilizado no tratamento de acne. Os autores 

observaram que o ativo encapsulado evitou a absorção sistêmica, aumentando o 

tempo de residência do ativo na pele, demonstrando que as NLS são promissores 

carreadores em aplicações tópicas.  

 

3.3.4 Nanopartículas lipofilicas contendo vitamina C 
 
 

O insumo nanoestruturado utilizado neste trabalho (NanoVit C) é composto de 

nanoparticulas lipídicas que encapsulam a vitamina C na forma de tetraisopalmitato 

de ascorbila (INVENTIVA, 2010). 

A vitamina C ou ácido ascórbico é uma vitamina muito utilizada em produtos 

tópicos para a pele, pois, permite alcançar níveis da vitamina que não seriam 

possíveis através da ingestão diária desta por meio da alimentação. Em cosméticos 

é indicada como antienvelhecimento e clareador da pele (AUSTRIA et al., 1997), 

pois desempenha um papel muito importante na melanogênese inibindo a produção 

de melanina, reduzindo oquinonas e, assim, evitando a formação de melanina por 
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ação da tirosinase até que todo ácido ascórbico esteja oxidado (DALCIN et al., 

2003). Contudo, seu uso em produtos acabados é limitado por sua alta instabilidade 

química podendo apresentar eficácia bastante reduzida quando em condições 

aeróbicas (AUSTRIA et al., 1997), em exposição à 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 ácido ascórbico quando veiculados em 

cosméticos, derivados lipofílicos e hidrofílicos da vitamina C originados pela 

modificação química deste, por esterificação do grupo hidroxila, com ácido orgânico 

de cadeia longa (na posição 6), ou pela introdução de um grupamento fosfórico (na 

posição 2), envolvendo o sistema enediol têm sido amplamente empregados 

(AUSTRIA et al., 1997; ŠPICLIN et al., 2001; ŠPICLIN et al., 2003). Exemplos 

desses derivados são: o palmitato de ascorbila, o ascorbilfosfato de magnésio e de 

sódio, palmitato de ascorbila e tetraisopalmitato de ascorbila.  

Assim, a vitamina C, em sua forma lipossolúvel é amplamente utilizada em 

cosméticos, pois apresenta além das mesmas propriedades que o ácido ascórbico 

(NIKKOL, 2002), boa absorção pela pele, onde atua estimulando a renovação celular 

e aumentando a hidratação cutânea nas camadas mais profundas da epiderme. 

Além disso, devido principalmente às suas ações antioxidantes, a vitamina C 

aplicada topicamente pode retardar significativamente os danos causados pelos 

raios UVA à pele, agindo como um fotoprotetor biológico (ALMEIDA, 2008). 

O tetraisopalmitato de ascorbila quando aplicado sobre a pele, ao ser 

absorvido, será clivado por ação enzimática originando o ácido ascórbico livre. Além 

disso, essa molécula possui melhor estabilidade, em pHs entre 4 e 6, e frente ao 

calor, podendo ser aquecida até  80 oC. Possui aspecto incolor a amarelo claro 

(NIKKOL, 2002). 

Segundo a empresa fabricante, o Nanovit C® é uma suspensão de 

carreadores lipídicos nanoestruturados contendo vitamina C na forma de 

tetraisopalmitato de ascorbila. Apresenta característica levemente ácida, de 

coloração branca e aspecto leitoso, com tamanho de partícula em torno de 140 nm, 

sendo indicado para a incorporação em diversos tipos de bases cosméticas com 

ação hidratante, clareadora e antienvelhecimento. Além disso, devido a 
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característica manométrica do insumo, este proporciona ao produto final uma 

hidratação superior de longa duração, com sensorial sedoso e agradável, sem 

residual graxo. Não obstante, proporciona maior estabilidade á vitamina C 

(INVENTIVA, 2010). 
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4. Materiais e Métodos 
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4.1 Materiais 

 

4.1.1 Matérias-primas 

• NanoVit C (Inventiva, Porto Alegre – RS, Brasil); 

• Carbopol Ultrez 10 NF (Deg, São Paulo – SP, Brasil); 

• Imidazolidinil uréia (Delaware, Porto Alegre – RS, Brasil); 

• Trietanolamina (Delaware, Porto Alegre – RS, Brasil); 

• Propilenoglicol (Delaware, Porto Alegre – RS, Brasil); 

• Tretinoína (PharmaNostra, São Paulo – SP, Brasil); 

• Metilparabeno (Delaware, Porto Alegre – RS, Brasil); 

• Propilparabeno (Delaware, Porto Alegre – RS, Brasil); 

• Monoestearato de glicerila (Delaware, Porto Alegre – RS, Brasil); 

• Miristato de isopropila (Delaware, Porto Alegre – RS, Brasil); 

• Ácido esteárico (Delaware, Porto Alegre – RS, Brasil); 

• Óleo de amêndoas doces (Delaware, Porto Alegre – RS, Brasil); 

• Vaselina líquida (Delaware, Porto Alegre – RS, Brasil); 

• Polietilenoglicol 400 (Delaware, Porto Alegre – RS, Brasil); 

• Polissorbato 80 (Henrifarma, São Paulo – SP, Brasil). 

 

4.1.3 Solventes e outros materiais 

 

• Água Milli-Q (Destilador/deionizador Milli-Q - Millipore, Billeria – MA, EUA); 

• Acetonitrila grau CLAE (Tédia Brazil, Rio de Janeiro – RJ, Brasil); 

• Ácido acético glacial p.a (LabSynth, Diadema – SP, Brasil); 

• Álcool etílico absoluto p.a (Nuclear, Diadema – SP, Brasil); 

• Membranas de polivideno HVLP 0,45 µm (Millipore, Billeria – MA, EUA); 

• Algodão hidrofílico (Cremer, Blumenau – SC, Brasil); 

• Fita adesiva 3M (Durex, Sumaré – SP, Brasil); 

• Membrana de diálise de celulose - M.W = 12,400 kDa - (Sigma-Aldrich, 

Missouri, EUA); 

• Tubos de ensaio falcon (TPP, Switzerland, Suíça); 

• Metanol grau CLAE (Tédia Brazil, Rio de Janeiro – RJ, Brasil); 
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• Cloreto de sódio (Nuclear, Diadema – SP, Brasil); 

• Fosfato de potássio (KH2PO4) (Nuclear, Diadema – SP, Brasil); 

• Lâminas de bisturi número 24 (Feather, Osaka, Japão); 

• Bisturi número 4 (Feather, Osaka, Japão); 

• Grids de cobre com revestimento carbono-formvarm (Electron Microscopy 

Science, Hatfield – PA, EUA) 

 

4.1.4 Aparelhos e Equipamentos 

 

• Balança analítica modelo APX-200 (Denver Instrument, Bohemia – NY, EUA); 

• Centrífuga modelo 5417R (Eppendorff, São Paulo – SP, Brasil); 

• Zetasizer, zetasizer nanoseries, modelo ZEN 3600 (Malvern instruments, 

Southborough - MA, EUA): 

- Correlator Série 7032 Multi-8; 

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

• Potenciômetro B474 (Micronal) e Ultra-Basic (Denver Instrument, Bohemia – 

NY, EUA); 

• Nanosight® LM10 (NanoSight, Salisburg, Reino Unido) 

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

• Turbiscan® LAb (Formulaction, França): 

 - Software: TLAb EXPERT 1.13; 

• Viscosímetro LV-DV-II+Pro (Brookfield Engineering Laboratories, Middleboro 

– MA,  EUA): 

 - Spindle SC4-25 e ULA 

 - Software: Rheocalc®; 

• Microscópio eletrônico de transmissão JEM-1200 Exll (Jeol, Tóquio, Japão); 

• Célula de difusão de Franz Automatizada (Célula de Franz Microette Plus-

Hanson Research® - Chatsworth, EUA); 

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

• Pele de abdômen de porcas (Abatedouro Araldi, Nova Roma do Sul – Brasil) 

• Mixer (Britânia, Joinvile – SC, Brasil) 

• Vórtex (Certomat MV, B. Braun Biotech) 

• Cromatógrafo líquido de alta eficiência (CLAE) (Shimazu® - Tóquio, Japão): 
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 - Auto-injetor (LC-20A prominence) 

- Detector UV-Vis  

 - Bomba S-200  

 - Software: Lab Solutions®; 

• Coluna RP-18 (5 µm, 150 mm x 4,60 mm), (Phenomenex, Torrance –CA, 

EUA);  

• Pré-coluna (Phenomenex, Torrance –CA, EUA); 

 

4.2 Métodos 

 

4.2.1 Produção das bases semissólidas e incorporação dos ativos  

 

Foram preparados emulsões (cremes) não-iônicos e géis aniônicos, conforme 

descrição a seguir. Todas as formulações foram preparadas em triplicata e mantidas 

sob proteção da luz e calor até o momento da sua caracterização e/ou avaliação in 

vitro. 

 

4.2.1.1 Produção das formulações de emulsões 

 

Inicialmente foi produzido um creme branco (sem ativo), não-iônico, dividido 

em quatro porções, às quais foram adicionadas (ou não) de tretinoína e/ou insumo 

nanoestruturado sendo denominados: 

- Creme base: CB 

- Creme contendo insumo nanoestruturado: CN 

- Creme contendo tretinoína: CT 

- Creme contendo tretinoína e insumo nanoestruturado: CTN 

   
Tabela 1 apresenta a composição quali-quantitativa das quatro formulações 

de creme. 
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Tabela 1: Composição quali-quantitativa das formulações de creme 

 

Componentes 

 

CB CN CT CTN 

Ácido esteárico * 4g 4g 4g 4g 

Monoestearato de 

Glicerila* 
6 g 6 g 6 g 6 g 

Miristato de Isopropila* 2 g 2 g 2 g 2 g 

Vaselina Líquida* 1 g 1 g 1 g 1 g 

Óleo de Amêndoas* 0,5 g 0,5 g 0,5 g 0,5 g 

Propilparabeno* 0,2 g 0,2 g 0,2 g 0,2 g 

Metilparabeno** 0,1 g 0,1 g 0,1 g 0,1 g 

Propilenogicol** 3 g 3 g 3 g 3 g 

Trietanolamina** 0,2 g 0,2 g 0,2 g 0,2 g 

Água Milli-Q** qsp 100 g qsp 100 g qsp 100 g qsp 100 g 

TTN ---- ---- 0,05 % 0,05 % 

Insumo Nanoestruturado  ---- 5 % ---- 5 % 

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

 

O creme base (CB) foi preparado através de um sistema emulsionado pela 

técnica de sabão nascente (PRISTA et al., 1995) contendo ácido esteárico e 

trietanolamina para obtenção de uma emulsão de estearato de trietanolamina. A 

emulsão foi preparada aquecendo-se a fase oleosa a 70 ºC e a fase aquosa a uma 

temperatura próxima a 75 °C. Em seguida a fase aquosa foi vertida sobre a oleosa 

sob constante agitação, com o auxílio de um pistilo e gral de porcelana, até que a 

consistência típica de emulsão fosse obtida à temperatura de aproximadamente 30 

°C.  

Após a preparação do creme base uma porção foi mantida para 

caracterização e outra porção para adição dos ativos. A preparação da formulação 

semissólida CN (creme contendo insumo nanoestruturado) foi preparada pela 

simples adição e mistura do insumo nanoestruturado na concentração de 5% (p/p) 

ao creme branco, devido à facilidade de incorporação do produto. Para obtenção do 
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creme contendo tretinoína (CT), reduziu-se a tretinoína a um pó fino em gral de vidro 

e então se acrescentou a emulsão aos poucos, homogeneizando-se por 

aproximadamente 10 minutos até obter uma formulação homogênea. Para a 

preparação do creme com tretinoína e insumo nanoestruturado (CTN) a tretinoína foi 

triturada, assim como para a formulação CT, e após adicionou-se o insumo 

nanoestruturado seguido de homogeneização.  

 

4.2.1.2 Produção das formulações de gel 

 

Inicialmente foi produzido o gel aniônico branco (sem ativo). Este foi divido em 

quatro porções às quais foram adicionadas (ou não) tretinoína e/ou insumo 

nanoestruturado e denominadas:  

- Gel base: GB 

- Gel contendo insumo nanoestruturado: GN 

- Gel contendo tretinoína: GT 

- Gel contendo tretinoína e insumo nanoestruturado: GTN 

 

A Tabela 2 apresenta a composição quali-quantitativa das quatro formulações 

de gel. 

 

Tabela 2: Composição quali-quantitativa das formulações de gel 

Componentes GB GN GT 

 

GTN 

 

Carbopol Ultrez® 0,5 g 0,5 g 0,5 g 0,5 g 

Imidazolidinil uréia 0,6 g 0,6 g 0,6 g 0,6 g 

Trietanolamina 0,12 g 0,12 g 0,12 g 0,12 g 

Água Milli-Q qsp 100 g qsp 100 g qsp 100 g qsp 100 g 

Propilenoglicol 3% 3% 3% 3% 

Insumo 

nanoestruturado 
---- 5% ---- 5% 

Tretinoína ---- ---- 0,05% 0,05% 

TTN = tretinoína; IN = insumo nanoestruturado. 
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O gel foi preparado através da dispersão do carbômero em água Milli-Q. Para 

tanto, deixou-se o polímero em contato com a água até a sua total dispersão. Após 

misturou-se com o auxilio de um mixer até a formação de uma dispersão gelatinosa 

e então adicionou-se o conservante com posterior homogeneização. A dispersão foi 

neutralizada com 120 µL de trietanolamina para formação da rede polimérica em pH 

próximo a 6,0.  

Para a incorporação da tretinoína no gel base, reduziu-se a tretinoína a um pó 

fino em gral de vidro e acrescentou-se propilenoglicol, na mesma proporção utilizada 

no creme (3%). Homogeneizou-se por alguns minutos com auxílio de um pistilo e 

aos poucos acrescentou-se o gel base, obtendo a formulação GT. Para a formulação 

GTN após a incorporação da tretinoína adicionou-se o insumo nanestruturado.  

Para fins de comparação nas diversas análises de caracterização e estudos 

de permeação acrescentou-se propilenoglicol aos géis que não continham tretinoína 

(GB e GN) na mesma proporção (3%). Na preparação do GN acrescentou-se 

primeiramente o propilenoglicol e após o insumo nanoestruturado. 

 

4.2.2 Caracterização físico-química  

 

A caracterização físico-química foi realizada para o insumo nanoestruturado 

(Nanovit C) e para as bases dermatológicas contendo os ativos tretinoína e o insumo 

nanoestruturado.  

O produto comercial Nanovit C, denominado como insumo nanoestruturado 

neste trabalho, é uma suspensão de carreadores lipídicos nanoestruturados 

contendo vitamina C na forma de tetraisopalmitato de ascorbila e foi adquirido da 

indústria Inventiva, situada em Porto Alegre, RS, Brasil. Três lotes do produto foram 

adquiridos para contemplar as análises. 

 

4.2.2.1 Características organolépticas 

 

As avaliações das características físicas de aspecto e coloração foram 

realizadas após transferir a amostra do frasco original para copo graduado 

transparente. As análises foram realizadas visualmente sob iluminação natural para 

a identificação da cor, presença ou ausência de precipitados ou separação de fases 
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(heterogeneidade/homogeneidade). As análises foram realizadas em triplicata de 

lote. 

Os resultados obtidos para o insumo nanoestruturado e formulações 

semissólidas foram comparados com certificado de análise do fornecedor e/ou apoio 

bibliográfico científico para fim de comparações.  

 

4.2.2.2 Determinação do pH 

 

A determinação dos valores de pH foram realizadas por técnica de 

potenciometria (Ultrabasic, Denver Instrument – NY) em triplicata de lote.  

A determinação do pH das amostras do insumo nanoestruturado foram 

realizadas sem diluição da amostra. As formulações semissólidas foram previamente 

diluídas em água Milli Q na proporção de 1:10 (p/v). Os resultados foram obtidos 

através da média das determinações do pH apresentando-se o desvio-padrão entre 

elas. 

 

4.2.2.3 Determinação do potencial zeta (ξ) 

 

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 

diluídas 500 vezes, v/v, em solução de NaCl 10 mM (filtrada em filtro 0,45 µm, 

Millipore Millex-HP). O resultado foi obtido através da média das determinações 

apresentando-se o valor médio com o desvio-padrão. 

 

4.2.2.4 Determinação do diâmetro médio de partícula e distribuição 

granulométrica 

 

Para determinação do diâmetro médio e distribuição granulométrica do 

insumo nanoestruturado e das formulações semissólidas contendo insumo 

nanoestruturado foram utilizadas as seguintes técnicas: análise por difratometria de 

laser (Mastersizer® 2000 - Malvern); análise por espalhamento múltiplo de luz 



 

64 
 

(Zetasizer - Nano-ZS) e Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) (NanoSight - LM10, V. 

2.3). As análises por NTA foram realizadas apenas para o insumo nanoestruturado. 

Os resultados foram obtidos pela análise em triplicata de lote e apresentados 

seus valores de diâmetro com o respectivo desvio-padrão.  

 

4.2.2.4.1 Análise por difratometria de laser  

 

Para a determinação do diâmetro médio e distribuição do tamanho de 

partícula das amostras, por difratometria de laser (Mastersizer® 2000 – Malvern) 

utilizou-se como parâmetro o índice de refração disponibilizado pela empresa 

fabricante do insumo nanoestruturado, equivalente a 1,456 e um espectro de leitura 

compreendido entre 0,02 – 2000 µm. O diâmetro médio baseado no volume (D[4,3]) 

foi utilizado como parâmetro para a distribuição de tamanho das nanopartículas da 

amostra. Medidas do diâmetro de partículas correspondentes a 10 %, 50 % e 90 % 

da distribuição acumulada (d0,1, d0,5 e d0,9, respectivamente) também foram 

realizadas. Por meio dessas medidas foi realizada a determinação do span, definido 

como uma medida da dispersão granulométrica, a qual relaciona os valores 

encontrados do diâmetro das partículas correspondentes a 10 %, 50 % e 90 % da 

distribuição acumulada para uma amostra, sendo calculado através da (Equação 1 

(CHEN E DAVIS, 2002).  

Para a realização da análise do insumo nanoestruturado, as amostras foram 

transferidas, sem diluição prévia, para o compartimento dispersor do equipamento, 

contendo água destilada. Já as formulações semissólidas foram previamente 

dispersadas em água destilada com auxílio de vórtex. Essas foram previamente 

filtradas em filtro de porosidade 1,2 µm (Millipore Millex-HP) para eliminação de 

partículas de tamanho superior que poderiam interferir na análise. As análises foram 

conduzidas à temperatura ambiente em triplicata de lote. 

A distribuição do tamanho de partícula foi analisada com base na 

concentração numérica e volumétrica de partículas da amostra e os resultados 

expressos em nanômetros ou micrômetros com o respectivo desvio-padrão. 

(Equação 1) 

Span =  

 

d0,9 – d0,1 
      d05 
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4.2.2.4.2 Análise por espalhamento de luz dinâmico  

 

 As análises foram conduzidas através da técnica de espalhamento de luz 

dinâmico (Zetasizer Nano ZS, modelo ZEN 3600 - Malvern Instruments). Para esta 

análise o insumo nanoestruturado foi diluído 500 vezes, v/v, em água Milli-Q, filtrado 

em filtro 0,45 µm (Millipore Millex-HP). As formulações semissólidas foram diluídas 

2.000 vezes (p/v) em água Milli-Q previamente filtrada em filtro 0,45 µm (Millipore 

Millex-HP) e, então, levadas à agitação em vórtex para a completa dispersão. 

Posteriormente, essas amostras foram centrifugadas a 2.500 x g por 15 minutos e 

então filtradas em filtro 1,2 µm (Millipore Millex-HP) para eliminar partículas de 

tamanho superior que poderiam interferir na análise. Depois de preparadas, as 

amostras foram colocadas em cubetas e analisadas em triplicata.  

Através desta técnica foram determinados os diâmetros médios e índices de 

polidispersão (PDI) das partículas das amostras. Os resultados dos diâmetros 

médios obtidos foram analisados por número e volume, sendo expressos através da 

média das determinações com o desvio-padrão dos três lotes. 

 

4.2.2.4.3 Análise por rastreador de partículas a laser  

 

Para a determinação da distribuição de tamanho de partículas e contagem de 

partículas, dos lotes de insumo nanoestruturado, foram conduzidas análises por NTA 

(NanoSight® LM10, v 2.3). As amostras foram previamente diluídas 20.000 vezes 

(v/v) em água Milli-Q (filtrada em filtro 0,45 µm, Millipore Millex-HP). O resultado foi 

obtido através da média da triplicata de análise com o desvio padrão correspondente 

por número de partículas em solução. 

  

4.2.2.5 Avaliação morfológica 

 

As amostras foram analisadas morfologicamente por microscopia eletrônica 

de transmissão (MET, JEM 1200 Exll, operando a 120 kV, Centro de Microscopia 

Eletrônica, UFRGS, Brasil).  

As formulações semissólidas contendo insumo nanoestruturado foram 

previamente diluídas 50 vezes (p/v) em água Milli-Q e a amostra do insumo 
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nanoestruturado diluída 10 vezes (v/v). Depois de realizadas as diluições, a amostra 

foi colocada em grid, de aproximadamente 200 mesh composto de cobre e revestido 

com filme de absorção de elétrons de Formvar-Carbono (Electron Microscopy 

Sciences). Após a adição 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 solução de acetato de uranila a 2 % (m/v), previamente filtrada em 

filtro 0,45 µm, para que pudesse carregar negativamente a amostra. Após, o 

excesso do agente de contraste foi retirado com papel filtro. As amostras foram 

armazenadas por 24 horas em dessecador, e então, submetidas à análise. As 

magnitudes utilizadas para as análises microscópicas foram de 50.000, 100.000 e 

200.000 vezes.  

 

4.2.2.6 Comportamento Reológico 

 

As determinações das viscosidades e dos comportamentos reológicos do 

insumo nanoestruturado e das formulações semissólidas foram realizadas através 

de viscosímetro rotacional de Brookfield, modelo LV-DV-II+Pro. 

Para o insumo nanoestruturado as análises foram conduzidas utilizando-se 

spindle ULA, com 10 velocidades. Para as formulações semissólidas utilizou-se 

spindle SC4-25, sendo 10 velocidades para análise das formulações de gel e 17 

velocidades para as formulações de creme. Todas as análises foram conduzidas 

com controle de temperatura (25 ºC ± 2 ºC) através do acoplamento de um banho 

termostatizado ao viscosímetro. A escolha da velocidade de rotação dos spindles foi 

realizada através de testes preliminares considerando torque superior a 10 e inferior 

a 100%. A construção dos reogramas foi realizada através da representação gráfica 

da taxa de cisalhamento, em função da tensão de cisalhamento média das 

determinações dos três lotes. Para a construção dos reogramas utilizou-se o 

software Rheocalc (versão 3.1-1, Brookfield, EUA). O resultado da viscosidade foi 

expresso em cP com o respectivo desvio-padrão relacionado com os 3 lotes 

analisados. 

A escolha do modelo matemático mais adequado para o comportamento 

reológico das formulações semissólidas foi determinado através do Software 

Rheocalc (versão 3.1-1, Brookfield, EUA) o qual determinou os coeficientes de 
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regressão (r) para os modelos matemáticos propostos para fluidos não-newtonianos: 

Bingham, Casson, Ostwald e Hershel-Bulkley (Tabela 3). O modelo que apresentou 

maior coeficiente de regressão foi escolhido para representação do comportamento 

reológico das formulações semissólidas. 

 

Tabela 3: Modelos matemáticos que descrevem os tipos de comportamentos não-
newtonianos 
Modelo Equação Comportamento 

Bingham τ = τ + ηγ Fluxo plástico perfeito 

Casson τ = τo
0.5 + η0.5

γ
0.5 Fluxo Plástico 

Ostwald τ = κγ
0.5 

Fluxo pseudoplástico  

(n < 1) 

Herschel-Bulkley τ = τo
 + κγ

n 
Fluxo pseudoplástico com 

valor de cedência 

 

As análises foram realizadas em triplicata de lote de cada formulação 

semissólida e os resultados apresentados através de gráficos e/ou tabelas. O índice 

de fluxo e de consistência das formulações foram obtidos pelo Software Rheocalc 

(versão 3.1-1, Brookfield, EUA). A análise de variância ANOVA com intervalo de 

confiança de 95% foi utilizada para analisar diferença estatística no índice de fluxo e 

consistência das mesmas. 

 

4.2.2.7 Avaliação da estabilidade física 

 

A avaliação da estabilidade física do insumo nanoestruturado e das 

formulações semissólidas foi conduzida no equipamento Turbiscan LAb 

(Formulaction, France). Através deste é possível determinar em um menor intervalo 

de tempo a ocorrência de fenômenos como cremagem, sedimentação e 

coalescência, baseando-se numa técnica que combina transmissão e 

retroespalhamento de luz com uma fonte de infravermelho próximo e detectores que 

medem a intensidade de reflexão ou transmissão a partir da amostra 

(LEMARCHAND et al., 2003).  

Para a realização da análise do insumo nanoestruturado, aproximadamente 

20 mL de amostra foi acondicionada, diretamente, sem diluição 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 25º C. Para as formulações semissólidas 

aproximadamente 20 g de cada amostra foram adicionados nas respectivas cubetas 

de vidro e inseridas no porta-amostra do equipamento. As análises foram 

conduzidas de acordo com protocolos utilizados pelo grupo de estudos do 

laboratório 405 (FAC/FAR – UFRGS). Dessa forma, as análises das formulações 

semissólidas foram conduzidas na temperatura de 25º C durante 5 dias, sendo que 

no primeiro dia escaneamentos a cada 5 minutos durante uma hora foram 

realizados, já nos demais dias consecutivos apenas 1 escaneamento foi realizado, 

totalizando 16 escaneamentos. As análises foram realizadas em triplicata e o 

resultado obtido foi representado através do gráfico de uma das replicatas, uma vez 

que não é possível fazer uma média dos resultados obtidos. O gráfico representa a 

variação da transmissão e o retroespalhamento de luz emitida nas amostras. 

 

4.2.2.8 Quantificação da tretinoína nas formulações semissólidas 

 

A quantificação da tretinoína foi realizada por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) de acordo com metodologia previamente validada (ANEXO 8.1.1 e 

8.1.2). As determinações de teor de tretinoína nas formulações semissólidas foram 

realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos em miligrama de tretinoína 

por grama de formulação, apresentando o desvio-padrão da triplicata de 

determinações. 

 

4.2.3 Avaliação in vitro da permeação/retenção cutânea da tretinoína a 

partir das bases semissólidas  

 

A avaliação in vitro da permeação/retenção cutânea da tretinoína a partir de 

bases semissólidas de géis e cremes contendo tretinoína foi conduzida utilizando 

células de difusão verticais do tipo Franz (Célula de Franz Microette Plus-Hanson 

Research®), automatizada, com compartimento receptor com capacidade de 

aproximadamente 7 mL e uma área de difusão de 1,766 cm2  (FRANZ, 1975; 



 

69 
 

VENTER et al., 2001). As formulações testadas para esta avaliação foram: CT, CTN, 

GT, e GTN. 

Para o estudo, foi necessária a escolha de um meio receptor para a tretinoína 

que atendesse a condição sink durante o experimento. Também foram realizas 

validações de metodologias para a extração e quantificação da tretinoína nas 

camadas da pele, no doador (formulação semissólida contendo tretinoína) e no meio 

receptor selecionado (ANEXO 8.3). Além disso, foi verificada a especificidade das 

membranas da pele de abdômen de porcas para a utilização em conjunto com o 

método analítico por CLAE. 

 

4.2.3.1 Escolha do meio receptor  

 

O meio receptor foi escolhido com base na determinação da concentração de 

saturação da tretinoína, realizado através da solubilização da quantidade total do 

fármaco presente no volume de solução receptora empregado no teste in vitro (7 

mL). Para isso, foram selecionadas oito soluções (Tabela 4) que pudessem ter uma 

boa capacidade de solubilizar o fármaco. Estas foram preparadas adicionando-se 

quantidade excessiva de tretinoína em eppendorf contendo 1 mL de solução 

receptora. As amostras foram agitadas em vórtex por 2 minutos a fim de garantir a 

solubilização no meio e então foram mantidas durante 24 horas sob o abrigo da luz. 

Após, essas soluções foram filtradas, em filtro 0,45 µm (Millipore Millex-HP) para 

vials e doseadas por CLAE, de acordo com a metodologia descrita no ANEXO 8.3. 
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Tabela 4: Soluções testadas como candidatas a meio receptor para os estudos de 

permeação cutânea. 

Solução Receptora Componentes Proporção (%) 

1 PEG 400:H2O:T80 40:60:0,5 

2 EtOH:H2O:T80 10:75:15 

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

4 PEG 400:H2O:EtOH:T80 40:50:10:0,5 

5 Glicerina:H2O:EtOH:T80 40:50:10:1 

6 PEG 400:H2O:EtOH:T80 65:25:10:0,5 

7 PBS 7,4:EtOH 90:10 

8 PBS 7,4:EtOH 70:30 

 

Após a escolha da solução receptora mais adequada validou-se a 

metodologia para quantificação da tretinoína nas amostras (ANEXO 8.3). 

 

4.3.2.2 Preparação e estocagem da membrana suína 

 

As amostras de pele foram preparadas para uso através da remoção dos 

pêlos e remoção do tecido adiposo. A camada córnea foi lavada com solução 

aquosa de lauril sulfato de sódio (LSS) a 1% e o resíduo de tecido adiposo foi 

retirado com solução de etanol:éter na proporção 1:1 (v/v). O excesso desses 

solventes foi removido com água Milli-Q e as amostras necessárias para o 

experimento cortadas em formato esférico. As espessuras foram determinadas com 

auxílio de um paquímetro, sendo padronizada uma espessura média de 1,7 ± 0,3 

mm. As membranas limpas foram estocadas sob refrigeração (-4 ºC) até a utilização 

nos ensaios, não permanecendo congeladas por período maior do que 90 dias.  
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4.3.2.3 Estudo in vitro de permeação/retenção cutânea 

 

Foram aplicados na pele 250 mg de cada formulação e a permeação cutânea 

foi avaliada durante 12 horas em células de difusão (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 difusão foram desmontadas para quantificação 

da tretinoína no compartimento doador, estrato córneo, epiderme viável e derme.  

O excesso de formulação (doador) que não foi absorvido pela pele foi 

removido com um pedaço pequeno de algodão e transferido para tubos de ensaio, 

aos quais foram adicionados 4 mL de metanol. Após procedeu-se a extração da 

tretinoína nas formulações para posterior quantificação (ANEXO 8.2.3). A 

quantificação da TTN presente no excesso foi realizada com a finalidade de verificar 

o percentual recuperado entre a quantidade de TTN aplicada na pele e o 

permeado/retido na pele, ao final do experimento. Contudo, a recuperação foi 

expressa em percentual (%) de TTN recuperada em relação a quantidade 

inicialmente aplicada. 

Os resultados do estudo de permeação, que se apresentaram dentro do limite 

de quantificação, expressam a média de seis repetições independentes (n=6), em 

quantidade de TTN permeada por cm2 de pele (µg/cm2).  

 

4.3.2.5 Técnica de tape stripping – retenção no estrato córneo 

 

 Após a retirada do excesso de formulação retida sob a pele, as camadas do 

estrato córneo foram retiradas aderindo pedaços de fita adesiva na área exposta ao 

produto. Para tanto, foram utilizados 18 tiras de fita adesiva (3M, Durex), medindo 19 

x 24 mm, para remoção do estrato córneo. 

 As fitas foram pressionadas sobre a membrana e então friccionadas para 

remoção de todo o estrato córneo. As fitas foram separadas em grupos de 6, cada 

um contendo 3 fitas. Os grupos contendo as fitas receberam as seguintes 

denominações: 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 à extração através de agitação com agitador de tubo (vórtex) por 2 

minutos, na sequência foram levadas ao banho de ultrassom durante 4 minutos com 

temperatura controlada de 32 ºC e posteriormente centrifugadas durante 30 minutos 

a 4500 x g. Após, foram filtradas através de membrana com porosidade 0,45 µm 

para vials ambarizados e posteriormente quantificadas por CLAE (Shimadzu®), 

conforme ANEXO 8.2.2. 

 

4.3.2.6 Técnica de retenção cutânea 

 

 Após a remoção do estrato córneo por tape stripping, foi realizada a técnica 

de retenção cutânea descrita por VERMA e FAHR (2004) e TOUITOU e 

colaboradores (1998). Essa técnica consiste em separar a epiderme da derme 

através da imersão da membrana em água Milli-Q aquecida à temperatura de 60 ºC, 

por 45 segundos. Posteriormente a epiderme foi removida através de diversas 

raspagens com o auxílio de lâmina de bisturi, sendo dessa forma separada da 

derme, e então transferida para tubo de ensaio. A derme foi cortada em pequenos 

fragmentos com auxílio de pinça e tesoura e transferida para tubo de ensaio. Aos 

tubos contendo epiderme e derme foram adicionados 9 mL de metanol e procedida a 

extração com a utilização de agitação em vórtex por 2 minutos, e posterior banho de 

ultrassom durante 30 minutos sob aquecimento brando (32 ºC). As amostras foram 

centrifugadas durante 30 minutos a 4.500 x g. Após, as amostras foram filtradas 

utilizando membrana com porosidade 0,45 µm para vials e submetidas à 

doseamento por CLAE, conforme metodologia previamente validada (ANEXO 8.2). 

A análise da penetração e permeação cutânea foi realizada comparando-se a 

quantidade de tretinoína absorvida em µg/cm² de pele nas diferentes camadas 

(estrato córneo, epiderme viável e derme). A significância estatística das diferenças 

na penetração in vitro da tretinoína, para cada formulação semissólida, foi calculada 

por teste T student com nível de significância de 5 %. O comparativo do perfil de 

permeação entre as quatro formulações (GTN e CTN; GT e CT) para as diferentes 

camadas da pele foi realizado por ANOVA de duas vias, com pós-teste de Bonferroni 

utilizando intervalo de confiança de 95%. O software GraphPad Prism (versão 5, 

2007) foi utilizado para realização da análise estatística. 
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4.2.4 Estudo da liberação in vitro da tretinoína a partir das bases semissólidas 

 

O equipamento de célula de difusão de Franz (Célula de Franz Microette 

Plus-Hanson Research®) foi utilizado como aparato para o estudo de liberação in 

vitro, na qual 250 mg de das formulações CT, CTN, GT e GTN foram aplicados sob 

membrana de diálise (M.W = 12,400 kDa) a fim de determinar a liberação da TTN 

num período 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, após as 12 horas de experimento, calculou-se o fluxo 

de TTN, quando possível, empregando-se a primeira lei de Fick. Os resultados foram 

expressos em µg/cm2/h da triplicata de análise (n=3). Para avaliar a homogeneidade 

da liberação da TTN, foi realizada a análise estatística dos valores numéricos 

desvios-padrão apresentados entre as replicatas de cada formulação semissólida. A 

análise estatística foi realizada através de T studant, utilizando o software GraphPad 

Prism (versão 5, 2007). O intervalo de confiança utilizado foi de 95 %. 

 

4.2.5 Descarte de resíduos químicos e biológicos 

 

 O descarte de resíduos químicos seguiu procedimento padrão realizado pela 

Faculdade de Farmácia – UFRGS. Os resíduos químicos foram acondicionados em 

galões plásticos de 5 ou 10 litros e preenchidos até 80 % da sua capacidade. Os 

recipientes foram rotulados com informações sobre o tipo de resíduo contido.  

 Os resíduos químicos convenientemente acondicionados e devidamente 

rotulados foram entregues à Comissão de Saúde e Ambiente de Trabalho 

(COSAT/FAR) desta Faculdade, que é responsável pelo envio dos resíduos ao 

Instituto de Química da UFRGS, onde são realizados os procedimentos adequados 

de reciclagem e/ou descarte do material químico. 

 Após a limpeza das peles suínas, os restos foram segregados em sacos 

plásticos brancos opacos e armazenados em freezer utilizado exclusivamente para 
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esta finalidade até o recolhimento semanal realizado pela coleta especial para 

resíduos biológicos. 

 Os materiais perfurocortantes (lâminas de bisturi) foram acondicionados em 

recipientes rígidos tipo Descarpack para evitar rupturas, sendo recolhidos 

semanalmente pela coleta especial de resíduos biológicos. 
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5.Resultados e Discussão 
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5.1 Caracterização físico-química do insumo nanoestruturado 

 

5.1.1 Características organolépticas 

 

Os três lotes do insumo nanoestruturado analisados apresentaram-se como 

um líquido de aparência leitosa, homogênea e opalescente, característica da 

presença de nanopartículas em suspensão (MEZZALIRA, 2005). A suspensão 

apresentou-se ainda com reflexo azulado, decorrente do movimento browniano das 

nanopartículas em suspensão (efeito Tyndall), característico de sistemas coloidais. 

O resultado obtido está em concordância com o certificado de análise do fabricante, 

para os parâmetros avaliados (ANEXO 8.3). 

 

5.1.2 Determinação do pH 

 

Os três lotes avaliados do insumo nanoestruturado apresentaram 

reprodutibilidade neste parâmetro, com valores levemente ácidos. 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 estão de acordo com o certificado de análise do 

fabricante (pH médio = 6,2) e adequados para serem veiculados em bases 

semissólidas para posterior aplicação dermatológica. Segundo SOUTO e MULLER 

(2008) nanopartículas lipídicas sólidas possuem a vantagem de serem produzidas 

com pH ótimo para aplicação tópica, além disso sistemas coloidais com valores de 

pH levemente ácidos são adequados para serem veiculados em sistemas 

semissólidos para aplicação cutânea (ALVES et al., 2007). 

 

5.1.3 Determinação do potencial zeta (ξ) 

 

O potencial zeta médio resultante dos três lotes analisados foi de -9,55 ± 1,16 

mV. Sistemas coloidais quando suspensos em água, em baixa concentração iônica, 

e pH entre 5 e 10, como no caso do insumo nanoestruturado avaliado, adquirem 

carga negativa (RIDDICK et al., 1981). Além disso, os nanossistemas lipídicos 

costumam ser carregados negativamente (SOUTO et al., 2004). 
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O potencial zeta está intimamente ligado à estabilidade física das 

nanopartículas e que dependendo do seu valor em módulo evitam parcialmente a 

aglomeração e aumento de tamanho das nanopartículas, sendo considerado um 

bom indicador da estabilidade física destes sistemas (MEHNERT E MADER, 2001). 

Contudo, existem outros mecanismos que promovem a estabilização de partículas, 

como o impedimento estérico. Nesse caso, a arquitetura espacial da molécula 

anfifílica (tensoativo) provoca o impedimento da aproximação e consequente 

coalescência das partículas. Mesmo com potencial zeta próximo a zero a partícula 

pode apresentar alta estabilidade em suspensão (ÜNER, 2006), uma vez que 

tensoativos não-iônicos tendem a gerar potencial zeta com valores (em módulo) 

baixos para formulações e suspensões como as de nanopartículas lipídicas 

(MÜLLER et al., 2007; ÜNER, 2006). 

O insumo nanoestruturado analisado é um produto comercial composto por 

um carreador lipídico nanoestruturado, entretanto para divulgação neste trabalho 

não se teve acesso a todos componentes que fazem parte do produto, não podendo 

assim discorrer melhor acerca da influência dos componentes em relação ao baixo 

valor de potencial zeta. Contudo acredita-se que o produto contenha tesoativos 

aniônicos (fosfolipídeos, estearato de sorbitano, etc), como muito relatado na 

literatura para produção de nanopartículas lipídicas sólidas (ZUR MÜHLEN et al., 

1998).), resultando em um potencial zeta com valores baixos, devido a carga 

negativa derivada do tensoativo.  

 

5.1.4 Determinação do diâmetro médio de partícula e distribuição 

granulométrica 

  

A Tabela 5 apresenta os resultados das análises de diâmetro médio e 

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

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

Difratometria de laser 
Espalhamento múltiplo 

de luz  
NTA 

D[4,3] d0,5nm** Span* Z average PDI ᴓ nma Span 

144±14 63±0,6 1,4±0,1 150±7 0,11±0 202±19 0,8±0,06 

Valores representam a média dos três lotes ± desvio padrão 
* por volume das partículas ;** número de partículas;  a 3,0 x 1013±0,4 partículas/mL. 

 

Os três lotes do insumo nanoestruturado avaliados apresentaram diâmetros 

nanométricos de partícula e baixa polidispersão, o que demonstra homogeneidade 

do tamanho das partículas do produto avaliado. Os lotes analisados estão em 

concordância com o certificado de análise fornecido pelo fabricante onde relata que 

as partículas dos seus produtos possui diâmetro médio entre 100 e 300 nm (ANEXO 

8.3). 
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Figura 4: Distribuição do tamanho de partícula, por difratometria de laser, da média 
da triplicata de lote do insumo nanoestruturado analisados pelo volume das 
partículas. 

 

Os lotes analisados por difratometria de laser (Mastersizer® 2000 – Malvern) 

apresentaram distribuição granulométrica monomodal com diâmetro médio de 144 

nm quando avaliados pelo volume das partículas. Por outro lado, quando analisados 

pelo número de partículas o diâmetro médio foi igual 63 nm (Figura 4).  
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O diâmetro de partícula do insumo nanoestruturado, determinado pela técnica 

de espalhamento de luz dinâmico (Zetasizer Nano ZS, modelo ZEN 3600 - Malvern 

Instruments), foi de aproximadamente 150 nm com baixo índice de polidispersão 

(0,11), sendo similar a análise feita por difratometria a laser (Mastersizer® 2000 - 

Malvern). Há uma grande importância em reproduzir produtos em uma faixa de 

tamanho pré-determinada, não apenas pela homogeneidade do sistema, mas 

também devido à potencialidade do produto quando é dependente do seu tamanho e 

área de superfície onde vai exercer a sua função (WEISS, 2004).  

Através da distribuição de tamanho e contagem de partículas analisados pela 

técnica de NTA obteve-se resultados de diâmetro médio de 202 nm com span abaixo 

de 1, corroborando os dados anteriores que apontam a homogeneidade de tamanho 

das nanopartículas em suspensão. Na Figura 5 está representado graficamente o 

perfil granulométrico do insumo nanoestruturado obtido por análise de NTA.  

 

 

Figura 5: Distribuição do tamanho de partícula do insumo nanoestruturado analisado 
por NTA. 

 

De acordo com a recomendação da EU (2011) para classificar nanomateriais, 

sugere que nanopartículas lábeis (lipossomas, nanoemulsões, nanopartículas 

lipídicas), já em uso e, com diâmetro médio entre 100 e 1.000 nm são consideradas 

nanométricas, uma vez que alguns tipos de nanopartículas apresentam suas 

propriedades especiais em faixas de tamanhos maiores que 100 nm. Avaliando o 

diâmetro médio determinado para os lotes do insumo nanoestruturado (IN), por 
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número ou pelo volume das nanopartículas, poderia considerar o IN como um 

nanomaterial. 

Comparando os diâmetros determinados pelas três metodologias utilizadas, 

observa-se resultados semelhantes, porém, não iguais para a mesma amostra, 

podendo ser explicado pela metodologia matemática de cálculo do tamanho de 

partícula em cada técnica. NTA é uma técnica inovadora, que combina as vantagens 

de uma unica partícula (MET) em conjunto (PCS) com outras técnicas abordadas. 

Esta técnica 

permite a visualização directa e em tempo real das nanopartículas 

em líquidos, e considera-se um método que é complementar 

espectroscopia de correlação de fótons, na determinação da média 

diâmetro da partícula. Dessa forma, a utilização de diversas técnicas para uma 

análise garante confiabilidade no resultado obtido. Através dos resultados de 

tamanho de partícula do insumo nanoestruturado, compreendido entre 100 e 200 

nm, o produto apresentou características compatíveis com materiais 

nanoestruturados e de acordo com o certificado de análise fornecido pelo fabricante.  

Grupos de pesquisa vem estudando a influência do diâmetro de 

nanocarreadores na penetração cutânea de substâncias de interesse cosmético ou 

dermatológico (LADEMANN et al., 2011). SHIM e colaboradores (2004) estudaram 

em célula de Franz a taxa de permeação do minoxidil em nanopartículas 

poliméricas, com tamanhos compreendidos entre 40 e 130 nm, na pele. Os 

resultados do estudo demostraram que as nanopartículas estudadas liberaram o 

minoxidil mais eficientemente na pele e que as formulações que continham 

nanopartículas com menor diâmetro apresentaram maior penetração do ativo. 

No caso das nanopartículas com composição lipídica básica como NSL e CLN 

a redução do tamanho da partícula melhora a permeação dos fármacos 

nanoencapsulados, devido ao aumento do número de partículas disponíveis para 

fazer a oclusão. Em geral, as nanopartículas lipofílicas não penetram na camada 

córnea, mas dependendo de sua composição e consequentemente da localização 

do ativo na partícula, seu perfil de liberação é aperfeiçoado e, além disso, há um 

aumento da superfície de contato entre o composto ativo e os corneócitos. Portanto, 

os ativos incorporados em nanopartículas lipofílicas conseguem penetrar mais 

profundamente pelas camadas da pele (MULLER et al., 2007). 
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No caso de cosméticos e produtos dermatológicos onde se deseja uma ação 

no estrato córneo, epiderme viável ou derme é importante que as nanopartículas 

tenham um tamanho que não permita atuação sistêmica como forma de segurança. 

Além disso, conforme já relatado na literatura, o “efeito nano”, de maior hidratação 

pela formação de um justo filme oclusivo formado pelas nanopartículas, em 

cosmético é conseguido com partículas de menor tamanho, do contrário podem ter 

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

 

5.1.5 Avaliação morfológica 

 

A técnica de MET possibilitou reafirmar o tamanho e polidispersão das 

partículas, além da morfologia das mesmas.  

 

a)  

b)  c)  

Figura 6: Fotomicrografias das partículas 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 presença de estruturas esféricas com diâmetro em torno de 130 nm, 

indicando homogeneidade do sistema, corroborando os resultados obtidos e 

apresentados pelas técnicas anteriores. Segundo KRAUR E AGRAWAL (2007) 

nanopartículas lipídicas são esféricas quando apresentam diâmetro compreendido 

entre 20 e 1.000 nm. 

 

5.1.6 Comportamento reológico 

 

A Figura 7 apresenta o reograma obtido a partir da triplicata de análise dos 

lotes do insumo nanoestruturado (n=3). O produto apresentou comportamento 

reológico 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 tensão 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 soluções muito diluídas apresentam comportamento 

newtoniano (MARTIN, 1993; ANSEL, 1999), como é o caso do insumo 

nanoestruturado avaliado neste trabalho. ILLINGA e UNRUHB (2004) estudaram 

nanosuspensões lipídicas com diversas proporções de fase dispersa e relataram que 
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aumentando a quantidade de lipídios nas nanopartículas lipídicas é possível mudar o 

comportamento do sistema de newtoniano para não-newtoniano podendo assim, 

influenciar no seu potencial para aplicações farmacêuticas (ILLINGA e UNRUHB, 

2004; SHAH et al., 2011). Desta forma, os resultados de reologia observados neste 

trabalho, demonstram que as proporções de lipídio 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 preparação 

do cosmético final pela simples incorporação na base. 

 

5.1.7 Análise de fenômenos de instabilidade pela técnica de 

espalhamento múltiplo de luz  

 

A técnica de espalhamento múltiplo de luz tem sido utilizada com sucesso no 

estudo de estabilidade de emulsões (LEMARCHAND et al., 2003) e dispersões 

coloidais concentradas (MENGUAL et al., 1999). Para estas formulações, devido à 

própria composição do sistema, uma desestabilização física pode ocorrer através de 

processos irreversíveis, como coalescência ou floculação, ou de processos 

reversíveis, como cremagem ou sedimentação.  

Esta técnica é capaz de detectar os fenômenos de instabilidade de forma 

mais rápida e segura do que por observação 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 desestabilizações serão obtidas através 

de alterações no retroespalhamento de luz, que é o caso do insumo 

nanoestruturado. 

O resultado das análises de estabilidade física, do insumo nanoestruturado, 

efetuadas pela técnica de espalhamento múltiplo de luz (Turbiscan LAb) está 

apresentado na Figura 8 representando o perfil da intensidade da luz retroespalhada 

nas amostras do insumo nanoestruturado. 

 

Figura 8: Gráfico de variação de backscattering do insumo nanoestruturado. 
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O lado esquerdo do gráfico indica a base da cubeta, o lado direito o topo e o 

meio representa a altura desta. No gráfico é possível verificar uma pequena variação 

do backscattering no início e no final, menor que 1%, conforme manual de instruções 

do equipamento indica estabilidade da amostra. O fenômeno de cremagem é 

considerado reversível e esperado para este tipo de sistema, devido a menor 

densidade dos componentes lipídicos que constituem a partícula.   

A técnica de espalhamento múltiplo de luz possibilita a detecção mais rápida 

de possíveis fenômenos de instabilidade, como cremagem, sedimentação e 

coalescência. O princípio dessa análise baseia-se na avaliação das variações da 

transmissão e do retroespalhamento (backscattering) emitidos pela amostra devido a 

uma variação da fração volumétrica da gotícula/partícula. A medida é feita a partir de 

uma fonte de luz de infravermelho próximo e de dois detectores que agem de forma 

sincronizada. O detector de transmissão recebe informações da luz transmitida 

através do produto (T) 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 

caracterização, de acordo com o certificado de análise 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 análises 

efetuadas, demonstrando a sua qualidade nos parâmetros pré-determinados no que 

tange às suas características nanoscópicas, mostrando-se apto para a veiculação 

em bases dermatológicas com o intuito de avaliar sua influência sobre o perfil de 

permeação/penetração da tretinoína. De acordo com PARDEIKE e colaboradores 

(2008) os nanocarreadores lipídicos são carreadores coloidais com características 

vantajosas para aplicação dérmica, proporcionando uma liberação controlada de 

muitas substâncias. Além disso, podem ser compostos de lipídios fisiológicos e 

biodegradáveis, exibindo baixa toxicidade e uma excelente tolerabilidade. 
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5.2 Caracterização físico-química das formulações semissólidas  

 

 5.2.1 Incorporação dos ativos 

 

Após a produção do creme e gel base foram adicionados os ativos (insumo 

nanoestruturado e/ou tretinoína) (item 4.2.1). O insumo nanoestruturado por 

apresentar-se como uma dispersão líquida, possui a vantagem de ser facilmente 

incorporado em bases semissólidas pela simples adição e mistura. 

As nanodispersões lipídicas apresentam-se como líquidos de baixa 

viscosidade, tendo a necessidade de serem incorporadas em formas semissólidas 

para facilitar a aplicação tópica e permitir que tenham contato e permanência na pele 

(LIPPACHER; MULLER E MADER 2000; ALAVAREZ-ROMÁN et al., 2001; 

JIMENEZ et al., 2003). De acordo com os autores MULLER (2002), PADEIKE e 

colaboradores (2008), nanopartículas lipídicas podem ser incorporadas em bases 

como cremes e hidrogéis durante a preparação destas, substituindo parte dos 

componentes graxos no caso de cremes e parte da água no caso dos géis pela 

suspensão de nanopartículas. Entretanto, essas formulações também podem ser 

adicionadas após o preparo da base cosmética ou dermatológica.  

Neste trabalho optou-se por incorporar o insumo nanoestruturado após o 

preparo das bases conforme indicado pelo fabricante (ANEXO 8.4). A metodologia 

de incorporação do insumo nanoestruturado está descrita no item 4.2.1.  

A tretinoína foi incorporada no creme após ser triturada, então adicionou-se 

aos poucos o creme base, homogeneizando até que não tivesse partículas 

sólidas/cristalinas visíveis a “olho nú” e obtivesse um creme de coloração 

homogênea. 

A formulação de creme utilizada neste trabalho possui propilenoglicol, um 

álcool que segundo HADGRAFT (1999) pode atuar como promotor de permeação 

cutânea de substâncias. Dessa forma decidiu-se utilizar para os géis a mesma 

proporção da formulação dos cremes, evitando interferência de substâncias no 

estudo de permeação cutânea. Foi realizada pós sua trituração e solubilização no 

propilenoglicol. No gel contendo insumo nnoestruturado, adicionou-se primeiramente 

o propilenoglicol ao gel e após o insumo. 
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A escolha da concentração de tretinoína a ser incorporada nas formulações 

foi baseada na concentração usual do produto Vitacid (IGEfarma) (ANEXO 8.5) e 

para fornecer ação anti-fotoenvelhecimento. Já a concentração do insumo 

nanoestruturado foi de acordo com a concentração média recomendada pelo 

fabricante (5%), para que este tivesse ação clareadora de manchas e antiaging. A 

concentração de 5% do carreador nanoestruturado (independente do ativo utilizado) 

na formulação final também é sugerida por MÜLLER e colaboradores (2005), 

estando a concentração de acordo com a literatura. 

É importante mencionar que as formulações contendo o insumo 

nanoestruturado (indicado para cosmético), com ou sem a presença de tretinoína, 

devem ser consideradas como dermocosmético contendo nanotecnologia, pois 

ambas as substâncias ativas (vitamina C e tretinoína) tem ação biológica. 

Cosméticos de grau 2, são também chamados de cosmecêutico, termo criado por 

Kligman há mais de 25 anos, e tem por definição “produtos cosméticos contendo 

componentes "biologicamente ativos" (DRAELOS, 2005). 

É um termo bastante difundido no mundo todo, e a indústria cosmética usa o 

termo para se referir a produtos cosméticos que tem propriedades medicinais ou 

benefícios como medicamento. Entretanto, não é um termo oficial e o FDA não o 

reconhece, e sugere que se um produto tem propriedade medicamentosa deve ser 

aprovada como tal (FDA, 2010). No Brasil o ácido retinóico ou tretinoína é 

medicamento de controle especial (portaria 344 ANVISA). Dessa forma, as 

formulações CTN e GTN se classificam como dermocosmético de uso tópico 

contendo nanotecnologia, que diferem das formulações CT e GT que são 

consideradas apenas como cosmecêuticos. 
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5.2.2 Características organolépticas 

A Tabela 6 apresenta as características organolépticas das formulações de 

gel e creme, antes e após a incorporação dos ativos (insumo nanoestruturado – IN - 

e tretinoína - TTN). 

 

Tabela 6: Características organolépticas das formulações semissólidas 

Formulação Aspecto Cor 

CB Semissólido homogêneo, opaco Branco 

CN Semissólido homogêneo, opaco Branco 

CT Semissólido homogêneo, opaco Amarelo claro 

CTN Semissólido homogêneo, opaco Amarelo claro 

GB Semissólido homogêneo, transparente Incolor 

GN Semissólido homogêneo, opaco Branco 

GT Semissólido homogêneo, translúcido Amarelo 

GTN Semissólido homogêneo, opaco Amarelo 

 

As formulações analisadas visualmente apresentaram-se homogêneas, sem a 

presença de grumos ou separação de fases. O creme base, sem ativos, apresentou-

se como um semissólido consistente, de coloração branca, com aparência física 

característica das emulsões e das matérias-primas utilizadas para sua produção. A 

coloração do creme não foi alterada com a adição do insumo nanoestruturado, 

devido a este possuir coloração branca; também não houve alteração aparente da 

consistência. Por outro lado, os cremes que receberam a tretinoína tiveram sua 
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coloração alterada para amarelo claro e não foi observada diferença de cor entre as 

formulações CT e CTN. Além disso, não foi observada nenhuma alteração visual na 

consistência dessas formulações. 

Segundo MÜLLER e colaboradores (2005) a aparência do produto é um fator 

importante para o consumidor o qual muitas vezes possui uma preferência por 

produtos não coloridos. Além disso, os autores afirmam que produtos coloridos, 

como aqueles que possuem Coenzima Q10, de coloração amarelada, podem ter sua 

coloração enfraquecida ou “desbotada” quando misturados a suspensões de 

nanopartículas. Entretanto, nas formulações CT e CTN não foram observados tais 

modificações na tonalidade do amarelo. 

Através da análise visual das formulações de gel, observou-se um 

semissólido de aparência homogênea. O gel sem ativos, que apresentava-se 

inicialmente transparente, tornou-se de coloração amarela e com fraca opacidade, 

ou seja, que não permitiu identificar objetos através do frasco. Por sua vez, o gel 

contendo IN e TTN apresentou coloração amarela de aspecto com alta opacidade. A 

formulação GN, devido a presença do IN ter coloração branca, apresentou coloração 

esbranquiçada, com aparência de gel-creme de média opacidade. As formulações 

de gel não apresentaram diferença aparente da consistência após a incorporação 

dos ativos. 

 

5.2.3 Determinação do pH 

 

Tabela 7: Valores de pH das formulações semissólidas 

Formulação 
pH 

(média ± DP) 
Formulação 

pH 

(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 7,3±0,11 GTN 5,8±0,11 

 

Os valores de pH das formulações dos cremes e dos géis apresentaram-se 

próximos a neutralidade (Tabela 7) e não foi observada variação significativa quando 

foram adicionados os ativos de características ácidas e levemente ácidas (tretinoína 

e insumo nanoestruturado, respectivamente). Contudo, observa-se que o valor do 
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pH dos cremes apresentou um discreto decréscimo com a adição dos ativos, uma 

vez que  o creme base é neutro teve seu pH reduzido ao ser adicionado de dos 

ativos com caráter ácido. Provavelmente essa redução do pH é dada pela TTN tendo 

em vista que os valores de pH para as formulações CT e CTN foram iguais, não 

tento alteração pelo insumo nanoestruturado que tem caráter levemente ácido.  

Segundo SZNITOWSKA e colaboradores (2001), formulações que 

apresentam valores de pH entre 3,0 e 10,0 não possuem interferência na permeação 

de moléculas lipofílicas. Dessa forma, os valores de pH das formulações preparadas 

neste trabalho estão adequados para aplicação tópica. É importante destacar que o 

grau de acidez da pele varia com fatores como a idade e sexo de indivíduo para 

indivíduo, e torna-se alcalino à medida que se penetra nos tecidos. Tanto para a 

cosmetologia como para a dermatologia, é primordial ter em conta as variações do 

pH cutâneo, pois pode ser fundamental para a boa tolerância dos produtos 

cosméticos (BARATA, 2002). 

  

5.2.4 Quantificação da tretinoína nas formulações semissólidas 

 

O teor de tretinoína determinado por CLAE, a partir das formulações 

semissólidas, foi de 0,52 ± 0,08 µg/g para a formulação CT, 0,48 ± 0,08 µg/g para a 

formulação CTN 0,53 ± 0,04 µg/g para GT e 0,49 ± 0,03 µg/g para a formulação 

GTN. Observa-se que os teores de TTN para todas as formulações apresentaram-se 

em torno de 100% em relação ao valor teórico planejado 0,5 µg/g, com baixo desvio 

padrão entre as análises, demonstrando confiabilidade na metodologia empregada, 

reprodutibilidade na preparação dos géis e cremes, bem como ausência de 

degradação da tretinoína por incompatibilidade com o sistema nanoestruturado.  

  

5.2.5 Determinação do diâmetro médio de partícula e distribuição 

granulométrica e morfologia das partículas 

 

Segundo LIPPACHER e colaboradores (2000), técnicas como espectroscopia 

de correlação de fótons ou difratometria a laser podem ser utilizadas para 

determinação do tamanho das nanopartículas veiculadas em semissólidos como 

géis e emulsões. 
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Neste sentido, as análises foram realizadas para todas as formulações de 

creme (CB, CT, CN e CTN) a fim de verificar se as formulações sem ativo não 

interfeririam nas medidas de diâmetro das amostras contendo nanopartículas. 

Entretanto, para todas as formulações, quando analisadas por ambas as técnicas, 

não foi possível determinar diâmetros que estivessem de acordo com o tamanho das 

nanopartículas antes da incorporação nas formulações. O perfil médio da 

distribuição de tamanho de partícula apresentou-se micrométrico quando analisado 

por volume e por número, apresentando gráficos de perfil bimodal. 

O D[4,3] que representa o diâmetro médio em volume das partículas teve 

como resultado obtido um valor em micrômetros. O índice de polidispersão medido 

por espalhamento de luz dinâmico (Zetasizer Nano ZS, modelo ZEN 3600 - Malvern 

Instruments) apresentou-se entre 0,4 e 0,8, indicando amostra com várias 

populações de tamanho com diâmetro em torno de 1 µm para todas as formulações. 

Tendo em vista a dificuldade de observação da presença das nanopartículas 

nas formulações de creme por essas técnicas, poderia sugerir algumas hipóteses 

para estes resultados, como: a pequena quantidade de nanopartículas em relação 

às partículas micrométricas (gotículas) que compõem a emulsão; e/ou a 

desestruturação do arranjo molecular lipídico das nanoestruturas com consequente 

formação de aglomerados micrométricos.  

Entretanto, através das fotomicrografias da formulação CN obtidas por 

microscopia eletrônica de transmissão (MET), observou-se a integridade das 

nanoestruturas incorporadas no semissólido (Figura 9), além da morfologia esférica. 

Com a obtenção das imagens via MET poderia ainda, sugerir que a população 

micrométrica apresentada pelas formulações de creme seja inerente a própria 

composição do creme.  
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a)   c)    

Figura 9: Fotomicrografias das nanopartículas na formulação 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 determinação do diâmetro das NLS pelas técnicas 

de PCS e DL. Os autores justificam que não foi possível analisar o tamanho de 

partículas por essas técnicas devido à coexistência de nanopartículas e gotículas de 

óleo do creme, resultando em uma distribuição de tamanho bimodal, tendo em vista 

que as gotículas menores de óleo e os agregados maiores NLS estavam em uma 

gama de tamanho idêntico (500 -1.000 nm). Como alternativa utilizaram microscopia 

de luz associado à difração de R-x, esta técnica permitiu a observação das 

nanopartículas. Neste trabalho as ferramentas disponíveis para observação foram 

MET, DL e PCS. 

Diferente dos cremes, os géis pela sua estrutura e composição foi possível 

analisar o diâmetro das nanopartículas nas formulações contendo o insumo 

nanoestruturado (GN e GTN). A Figura 10 representa a distribuição do tamanho de 
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partícula, por difratometria de laser (Mastersizer® 2000 – Malvern), das formulações 

GN e GTN.  
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Figura 10: Distribuição do tamanho de partícula, por difratometria de laser, das 
formulações: (a) GN e (b) GTN analisadas pelo volume e por número de partículas 
respectivamente. 

 

Quando o perfil granulométrico é analisado pelo volume das partículas 

apresenta-se como bimodal, sendo o maior pico representante da população 

nanométrica, referente à presença do insumo nanoestruturado e o menor pico 

representante da população macrométrica relativa a formulação do gel. O D[4,3], 

obtido por difratometria de laser (Mastersizer® 2000 - Malvern), quando analisado 

por volume das partículas apresentou um tamanho de 209 ± 2,50 nm para a 

formulação GN e 195,7 ± 14 nm para a formulação GTN. Quando analisadas por 

número de partículas o diâmetro médio para as mesmas formulações foi de 63 ± 

0,08 e 64 ± 0,05 nm, respectivamente.  
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As médias de diâmetro (Z average) e índice de polidispersão obtidos por 

espalhamento de luz dinâmico (Zetasizer Nano ZS, modelo ZEN 3600 - Malvern 

Instruments) foram de 136,6 ± 2,50 nm com PDI de 0,2 ± 0,01 para a formulação GN 

e de 180,5 ± 2,82 nm com PDI de 0,23 ± 0,01 para a formulação GTN. É observado 

um discreto aumento no tamanho das nanopartículas na formulação GTN em 

relação a GN, levando a sugestão de duas hipóteses para poder explicar: a TTN 

poderia não estar bem solubilizada no propilenoglicol, entretanto visivelmente não 

haviam partículas sólidas dispersas na formulação; a segunda hipótese seria a 

afinidade da TTN pela partícula, pois ambas são lipofílicas e não tem afinidade pela 

formulação hidrofílica, podendo a TTN se aderir a superfície da nanopartícula. 

Através da análise de diâmetro, por difratometria de laser Mastersizer® 2000 – 

Malvern), verifica-se um discreto aumento no tamanho das nanopartículas e, na 

análise de espalhamento múltiplo de luz, aumento no índice de polidispersão após 

sua incorporação nas formulações de gel. Segundo os autores GUTERRES e 

colaboradores (1995) e CALVO e colaboradores (1996) um valor aumentado para o 

índice de polidispersão de nanopartículas incorporadas em formulações 

semissólidas pode indicar a presença de diferentes populações de partículas dentro 

da mesma formulação. Mudanças na distribuição do diâmetro das mesmas podem 

indicar uma tendência à agregação e sedimentação das partículas do sistema. 

Entretanto, as variações de diâmetro e do índice de polidispersão foram 

relativamente baixas para considerar fenômenos de instabilidade.  

JENNING e colaboradores (2000a) incorporaram NLS em diferentes tipos de 

hidrogéis. Foi analisado o diâmetro das nanopartículas e o índice de polidispersão 

(IP) destas, antes e após a incorporação no gel através das técnicas de PCS, DL e 

microscopia de luz. Foi observado um aumento do diâmetro e IP para todos os géis, 

contudo, nos géis de carbopol® que foram neutralizados com NaOH  foi observada 

maior agregação das partículas, pois reduziram o potencial zeta das partículas. O 

gel de carbopol® neutralizado com trometamina teve um discreto aumento no 

diâmetro da partícula e aumento do IP. Os autores afirmam que em termos gerais as 

NLS podem ser incorporadas em hidrogel constituídos de polímeros com uma ou 

mais cargas, sem alterações significativas das características de tamanho de 

partícula. No caso dos agentes espessantes com grupos muito polares, as possíveis 
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interações entre a carga superficial negativa das NLS e os grupos polares do 

polímero deve ser levado em consideração. 

SOUTO e colaboradores (2004) analisaram o diâmetro de carreadores 

lipídicos nanoestruturados sem fármaco, pelas técnicas de DL e PCS, antes e após 

a incorporação em hidrogéis de Carbopol®, no primeiro dia e após 90 dias de 

armazenamento a 20º C. Os autores relatam não haver agregação das 

nanoestruturas no período do estudo, no entanto, quando analisados pela técnica de 

PCS, o índice de polidispersão teve um discreto aumento no primeiro dia, e um 

aumento significativo após os 90 dias de armazenamento. 

 Comparando-se o estudo realizado por SOUTO e colaboradores (2004) com 

o presente trabalho, a diluição das amostras para a determinação pela técnica de 

PCS foi realizada até que a amostra apresentasse baixa opalescência. Neste 

trabalho as formulações foram diluídas em 2.000 vezes seguida de centrifugação e o 

sobrenadante filtrado em membrana de 1,2 µm, garantindo a fraca opalescência das 

amostras. O poro da membrana utilizada na filtragem permite a passagem de 

populações de variados tamanhos presentes nas amostras, referentes a própria 

estrutura do gel e que podem ter contribuído para o aumento do diâmetro. É 

importante ressaltar que a formulação que apresentou perfil bimodal e discreto 

aumento de tamanho da nanopartícula foi GTN, o perfil para a formulação GN 

corrobora os dados do estudo realizado por SOUTO e colaboradores (2004). 

A Figura 11 representa o perfil granulométrico de todas as formulações de 

gel, possibilitando a diferenciação entre as elas. 
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Figura 11: Perfil granulométrico das formulações de gel (GB, GT, GN e GTN) 
analisadas por difratometria de laser. 
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Uma vez verificada a presença das nanopartículas após sua incorporação nos 

géis através da determinação do diâmetro das partículas por difratometria de laser e 

espalhamento de luz dinâmico, a mesma amostra foi submetida à análise por 

microscopia eletrônica de transmissão com o objetivo de visualizar a presença do 

insumo nanoestruturado nos géis. Como pode ser observado na Figura 12, foi 

possível visualizar a presença de nanopartículas íntegras e esféricas de tamanhos 

semelhantes na matriz do gel.    

a)  

b)  c)  

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

 

5.2.6 Comportamento reológico 

 

Os reogramas apresentados pelas Figura 13 e Figura 14 mostram que as 

formulações semissólidas apresentaram caráter não-newtoniano, pois não houve 

relação linear entre os valores das tensões de cisalhamento com os das velocidades 

de cisalhamento aplicados. 
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Figura 13: Perfil reológico das formulações de cremes de acordo com o modelo de 
Herschel-Bulkley. 
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Figura 14: Perfil reológico das formulações de gel descritas pelo modelo de Casson. 
 

O reograma (Figura 13) resultante da tensão de cisalhamento em função da 

taxa de cisalhamento apresentou-se como uma curva convexa devido à velocidade 

de deformação aumentar em proporções maiores que a tensão tangencial. Durante 

o ensaio estes fluidos perdem viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento 

(ALMEIDA E BAHIA, 2003). 

Dentre os quatro modelos matemáticos que descrevem os materiais não-

newtonianos, o maior coeficiente de regressão apresentado por todas as 

formulações de creme (com e sem ativos) foi para o modelo de Herschel-Bulkley 

(Tabela 8). 
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Tabela 8: Coeficiente de regressão (r2) para os modelos de fluxo da triplicata dos 
lotes dos cremes (CB, CT, CN e CNT) 

Formulação Bingham Casson Ostwald 
Herschel-

Bulckley 

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 matemático de Herschel-Bulkley descreve um comportamento 

reológico do tipo pseudoplástico e é descrito pela Equação 2.  

 

(Equação 2) 

(τ = τo
 + κγ

n) 

 

Onde τ é a tensão de cisalhamento, τo é a tensão de cisamento limite (Pa), η é a 

viscosidade, n é o índice de fluxo, κ é o índice de consistência (Pa.s n), γ é a taxa de 

cisalhamento, n é o índice da lei da potência (KIM et al., 2003). 

O estudo do comportamento reológico pode fornecer variadas informações de 

formas farmacêuticas e cosméticas utilizadas topicamente, em principal, de suas 

propriedades estruturais (KORHONEN et al., 2000; GASPAR e CAMPOS, 2003). A 

determinação do comportamento reológico de formulações semissólidas, antes e 

após a incorporação de nanoestruturas é importante para avaliar o seu potencial na 

aplicação tópica (GUIMARÃES E RÈ, 2011), visto que a consistência dos produtos 

deve ser reproduzida a cada lote, assegurando assim, a qualidade tecnológica do 

produto acabado. Para um comportamento pseudoplástico a formulação deve 

apresentar valores de índice de fluxo (n) menores que 1, e quanto mais próximo de 

zero for o valor maior o comportamento pseudoplástico da formulação (ALMEIDA & 

BAHIA, 2003; PAESE, 2008).  

O comportamento pseudoplástico é adequado e o mais desejado para 

produtos tópicos, pois sua viscosidade aparente diminui com o aumento da tensão, 

tornando-se mais fluida, facilitando seu escoamento, refletindo a facilidade de 

aplicação (CORRÊA et al., 2005; MORAIS et al, 2005).  
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Diversos estudos têm demonstrado que nanopartículas lipofílicas, ou 

nanopartículas de outras naturezas, não alteraram o comportamento reológico de 

formulações semissólidas (ALVES et al., 2007; PAESE, 2008; BRUSCHI, 2010). 

Entretanto a quantidade de lipídeos empregada pode ter influência na consistência 

destas (LIPPACHER et al., 2004). Nas formulações de creme estudadas no presente 

trabalho, a adição do insumo nanoestruturado não modificou o comportamento 

reológico dessas, entretanto, o índice de escoamento e a consistência foram 

alterados.  

A Tabela 9 apresenta os índices de escoamento e os valores de consistência 

das formulações de creme estudadas.  

 

Tabela 9. Índices de escoamento (n) e de consistência (K) das formulações dos 
cremes (CB, CT, CN e CTN) 

Formulação          na             K (Pa. sn)a 

CB 0,44 ± 0,01b 35642 ± 9863b 

CT 0,65 ± 0,19cf 23779 ±1269cf 

CN 0,83 ± 0,08d 18070 ± 9328de 

CTN 0,67 ± 0,12cf 18450 ± 1011de 
a de acordo com o modelo Herschel-Bulkley. Letras diferentes nas colunas 

indicam diferença significativa (p < 0,05) por ANOVA, pós teste de Tukey. 
 

Os índices de fluxo foram significativamente diferentes (ANOVA, p < 0,05) 

para as formulações contendo IN em relação as que não continham e não observou-

se diferença no índice de fluxo entre as formulações 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 consistência, verificou-se diminuição 

significativa (p < 0,05) quando o IN foi adicionado nos cremes. A presença da TTN 

também reduziu a consistência dos cremes. Não foi observado alteração na 

consistência entre as formulações CN e CTN.  

Para as formulações de gel, através da realização de modelagem 

matemática, o modelo de reologia que apresentou-se mais adequado foi o plástico, 

do tipo Casson, determinado através dos coeficientes de regressão apresentados 

para cada formulação (Tabela 10). A adição dos ativos IN e TTN no gel base não 

tiveram influência sobre o seu perfil reológico, o qual manteve-se inalterado (Figura 

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

Formulação Bingham Casson Ostwald 
Herschel-

Bulckley 

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 reológicos realizados com géis de carbopol 

apresentarem comportamento pseudoplástico, há relatos na literatura de géis com 

comportamento reológico do tipo plástico. PAVELIC e colaboradores (2001) 

incorporaram lipossomas de calceína em gel de Carbopol® dos tipos 974P NF e 980 

NF. Ambos os géis apresentaram comportamento reológico plástico antes e após a 

incorporação dos lipossomas, sendo que para o gel de Carbopol® do tipo 974P NF o 

modelo matemático apresentado foi Casson e para o tipo 980 NF foi modelado como 

plástico de Bingham.  

MILÃO (2003) realizou um estudo reológico de hidrogéis onde foi verificado 

comportamento plástico e, após a incorporação de suspensão de nanocápsulas de 

diclofenaco o perfil reológico não sofreu alteração. ALVES e colaboradores (2005) 

incorporaram nanocápsulas, nanoesferas e nanoemulsões de nimesulida em gel de 

carbopol. A modelagem matemática determinada pelo melhor coeficiente de 

regressão caracterizou para os géis contendo nanocápsulas e nanoesferas de 

nimesulida um comportamento reológico do tipo plástico de Casson, embora, os 

reogramas tenham sido ajustados pelo modelo pseudoplástico de Ostwald. 

OURIQUE e colaboradores (2011) desenvolveram hidrogéis contendo ou não 

nanocápsulas poliméricas contendo tretinoína e concluíram que a adição das 

nanopartículas estudadas não altera o comportamento reológico dos géis. Os 

resultados obtidos pelos autores citados acima, corroboram os resultados obtidos 

para os géis estudados neste trabalho que apresentaram comportamento reológico 

semelhante. 

As formas farmacêuticas para administração dérmica devem apresentar alta 

viscosidade e um comportamento de fluidez plástica para auxiliar em uma melhor 
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aderência sobre a pele durante um tempo suficiente para ação do produto. Além 

disso, o comportamento plástico apresenta importância em formulações 

dermocosméticas, pois a resistência ao fluxo é baixa (WELING-BERGER, et al., 

2001; ALVES et al., 2005), garantindo assim uma boa espalhabilidade da formulação 

quando aplicada sobre a pele. Dessa forma, verifica-se que as formulações 

apresentaram perfil reológico adequado à aplicação tópica. Formulações 

semissólidas de caráter hidrofílico, como o Carbopol®, têm sido amplamente 

utilizadas como bases dermatológicas por apresentarem boa espalhabilidade, pouco 

sensorial oleoso e capacidade de veiculação para diferentes fármacos (CORRÊA et 

al., 2005). 

As determinações das características reológicas das formulações 

semissólidas além de predizer a espalhabilidade e aderência sobre a pele estão 

estreitamente relacionadas com o seu enchimento e sua retirada do material de 

acondicionamento, com a estabilidade física, com a liberação do fármaco a partir da 

formulação semissólida e, consequentemente com a biodisponibilidade biológica 

(MARTIN et al., 1993; WELING-BERGER, et al., 2001). 

 

5.2.7 Análise de fenômenos de instabilidade pela técnica de 

espalhamento múltiplo de luz  

 

A estabilidade física avaliada por analisador óptico (Turbiscan LAb®) mostra 

(Figura 15 a Figura 22) que as formulações preparadas neste estudo são 

relativamente estáveis, entretanto algumas formulações apresentaram tendência a 

algum tipo de instabilidade. Observando o gráfico referente ao CB (Figura 15) há um 

aumento do backscattering (BS) no topo e uma variação ao longo da cubeta, 

indicando discreta tendência à cremagem e variação no tamanho de partícula.  

 

 

Figura 15: Gráfico de variação de backscattering da formulação CB. 
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Essa variação no tamanho de partícula poderia ser explicada pelo fenômeno 

de maturação de Ostwald, uma vez que pela técnica de espalhamento múltiplo de 

luz, partículas com diâmetros maiores que 600 nm, (como no caso do creme) que 

apresentam uma diminuição no backskattering, considera-se um aumento de 

tamanho de partícula (TAYLOR, 1998). No caso da análise em questão, a 

formulação demonstrou um aumento no backscattering. Oscilações com aumento e 

diminuição de backscattering simultaneamente, podem indicar alterações no 

diâmetro de partícula, havendo presença tanto de partículas da ordem de 

nanômetros como da ordem de micrômetros. Entretanto, essa alteração nos 

diâmetros não é significativa uma vez que a percentagem apresentada é de 

aproximadamente 5%. 

 

 

Figura 16: Gráfico de variação de backscattering da formulação CN. 

 

Segundo CELIA et al., variações do tamanho de partículas ocorre quando o 

perfil de retroespalhamento está dentro do intervalo de ± 2%. Variações superiores a 

10%, positivas ou negativas na escala gráfica de retroespalhamento são 

representativos de uma formulação instável. 

A Figura 16 apresenta o gráfico referente a formulação CN analisadas por 

espalhamento múltiplo de luz. Observa-se um aumento do backskattering no topo da 

cubeta e diminuição na base, indicando leve tendência a cremagem. Também há 

uma leve variação ao longo da cubeta, indicando migração de partículas. A variação 

do backscattering foi menor que 5% indicando estabilidade do sistema. 

 

 
Figura 17: Gráfico de variação de backscattering da formulação CT. 

 



 

104 
 

Observa-se na Figura 17, para a formulação CT, que nos primeiros tempos de 

análise há um aumento do backscattering no topo e na base da cubeta 

representando uma leve tendência a cremagem (fenômeno reversível das gotículas 

da fase interna). No meio da cubeta observa-se uma variação do BS ao longo dos 

dias indicando variação do tamanho de partícula. Uma hipótese para explicar essa 

variação do BS no meio da cubeta, seria que a tretinoína por ser um sólido poderia 

estar sedimentando, não representando assim variação no tamanho de partículas, 

mas sim a sedimentação dos sólidos incorporados. A presença dessa variação 

também pode ocorrer quando há presença de diminutas bolhas, que em um sistema 

opaco como a formulação de creme torna-se difícil de ser visualizada a olho nú. 

 

 

Figura 18: Gráfico de variação de backscattering da formulação CTN. 

 

Na Figura 18 referente à formulação CTN, observa-se uma tendência à 

cremagem e com o decorrer das análises diárias, uma provável tendência à 

sedimentação indicada por uma diminuição do backscattering no topo da cubeta. 

Esse fenômeno poderia ser explicado pela adição de partículas sólidas de tretinoína, 

as quais poderiam estar precipitando. Contudo, as variações não foram superiores a 

5%, podendo se considerar que a formulação é estável, além de possuir um melhor 

perfil quando esse é comparado aos perfis das formulações anteriores, sugerindo 

uma melhor estabilidade do produto.  

A Figura 19 apresenta o gráfico de variação do backscattering para a formulação GB. 

 

 

Figura 19: Gráfico de variação de transmitância da formulação GB. 
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Nesta formulação verifica-se que o sinal de transmissão (T) não é nulo e, 

portanto, a reflexão da luz atravessa a parede do frasco contendo a amostra, sendo 

justificado pela transparência do gel base. Para esses casos somente os sinais de T 

deverão ser avaliados (LEMARCHAND et al., 2003). A ocorrência de transmissão do 

feixe através desta formulação se deve a seu aspecto translúcido e incolor. 

As análises realizadas com o GB não apresentaram nenhuma tendência 

significativa à desestabilização, uma vez que as variações da transmissão foram de 

baixa intensidade e que estas pequenas variações na base da cubeta poderiam 

derivar de diminutas bolhas de ar comumente presente em géis. PAESE (2008) 

verificou variação na transmissão relatando a presença de bolhas na amostra.  

 

 

Figura 20: Gráfico de variação de backscattering da formulação GT. 

 

Para a formulação de gel contendo TTN – GT - (Figura 20), a qual apresenta 

coloração levemente amarelada, com aspecto entre translúcido e opaco não houve 

passagem de luz através da amostra, sendo analisado o retroespalhamento. A 

amostra apresentou uma discreta diminuição do backscattering no topo da cubeta 

representando leve tendência à sedimentação, a qual pode ser atribuída às 

partículas dispersas de tretinoína, ou de diminutas bolhas de ar presentes no gel. 

 

 

Figura 21: Gráfico de variação de backscattering da formulação GN. 

 

As  análises realizadas com as formulações de gel contendo insumo 

nanoestruturado (Figura 21), que apresentaram-se com aspecto opaco médio e de 

coloracao branca, apresentaram sinais de retroespalhamento no gráfico obtido pela 
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análise de espalhamento múltiplo de luz (Figura 21). A estabilidade pode ser 

considerada adequada para formulação, uma vez que a mesma apresentou apenas 

uma discreta variação (menor que 5%) no BS, sendo esse apenas no topo da 

cubeta, o qual pode ser atribuído a bolhas ou ainda a um menisco irregular. 

 

 

Figura 22: Gráfico de variação de backscattering da formulação GTN. 

 

Através da avaliação do gráfico da análise de estabilidade da formulação GTN 

(Figura 22), observou-se que nos primeiros tempos de análise houve um aumento do 

BS no topo da cubeta, com sinal de retroespalhamento de luz, e nos sequenciais, 

uma diminuição do BS, contudo, a variação não foi superior a 5%, demonstrando 

estabilidade da formulação.  

Mediante a análise dos gráficos obtidos pelo equipamento Turbiscan LAb® 

sugere-se que a adição do IN no gel tenha conferido melhor homogeneidade do 

sistema, uma vez que as maiores variações de retroespalhamento ou transmitância 

foram para as formulações sem o insumo. Sugere-se neste trabalho algumas 

possíveis hipóteses:  

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

estabilidade à formulação 

b) A presença do líquido (IN) pode ter ocupado lugar de diminutas bolhas de 

ar presente na rede do gel no momento em que a formulação foi 

adicionada à cubeta, apresentando assim, um perfil com menores 

variações 

c) As nanopartículas pelo seu tamanho submicrométrico expõe grande 

superfície de contato entre as gotículas do creme facilitando seu 

deslizamento, e consequentemente um preenchimento de espaço entre as 

gotículas dispersas do creme e os ativos. 
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5.3 Avaliação in vitro da permeação e penetração/retenção cutânea da 

tretinoína a partir das bases semissólidas  

 

Fatores como a escolha da membrana e do meio receptor, responsável por 

solubilizar o fármaco na concentração utilizada, são de grande importância para o 

sucesso de experimentos de permeação cutânea (SHAH et al., 1994). O meio 

receptor que melhor atendeu às condicões necessárias para a execução do estudo 

proposto foi a solução composta por tampão PBS pH 7,4 e etanol (70:30, v/v) (USP, 

2006). De acordo com o FDA (FDA/CDER, 1997), quando são testadas substâncias 

muito lipossolúveis, como no caso a TTN que apresenta um LogP de 

aproximadamente 5 (DRUGBANK, 2012), é permitido o uso de soluções 

hidroalcoólicas como meios receptores para  estudos de liberação in vitro. 

Foi observado nesse estudo que não houve permeação cutânea da TTN a 

partir das formulações semissólidas testadas com ou sem insumo nanoestruturado, 

no tempo de 12 horas, pois, através da quantificação do meio receptor não foi 

detectada a presença da TTN nem de produtos de degradação desta, como a 

isotretinoína. Este resultado mostra que a presença do insumo nanoestruturado não 

favoreceu a permeação dessa substância no tempo e condições utilizadas neste 

estudo. Em vista do potencial tóxico da TTN via sistêmica é importante que esta não 

tenha sido detectada no meio receptor, o qual representaria a chegada do fármaco 

na circulação sanguínea. 

Em um estudo de permeação da tretinoína e isotretinoína em pele de ratos, 

realizado por MOGHIMI e colaboradores (2004), foi relatada uma baixa permeação 

da tretinoína, pois esta não foi detectada no meio receptor. JENNING e 

colaboradores (2000b) estudaram a permeação da dispersão do retinol em NLS, em 

24 horas de experimento as concentrações de retinol estavam abaixo do limite de 

quantificação. Os autores explicaram que a alta lipofilia do retinol preveniu a sua 

difusão pela pele impedindo que chegasse até o meio receptor. Diferentemente de 

JENNING e colaboradores (2000b) neste trabalho optou-se por estudar a permeação 

da TTN um período menor (12h), devido esta ser substância fotoinstável, prevenindo 

dessa forma a degradação da mesma. 

Como parte dos resultados para o estudo de penetração cutânea da TTN, a 

Figura 23 apresenta o gráfico da distribuição da tretinoína nas diferentes camadas 
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de tape stripping (representantes das camadas do estrato córneo) a partir das 

formulações CTN e CT.  
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Figura 23: Distribuição da TTN (µg/cm²) nas camadas de tape 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 não há barra do gráfico representando as 

camadas de tape T4, T5 e T6 para CT. Isso porque a concentração de TTN que foi 

detectada nesses grupos de tape estava abaixo do LQ (< 0,0495 µg), logo não 

puderam ser representadas graficamente. Para as camadas de tape onde a 

concentração 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 diferença significativa (p < 0,05) na quantidade 

de TTN presente na camada de tape 1 de GT e GTN em relação às demais 

camadas de tape (T2, T3, T4, T5 e T6). Contudo, verifica-se maior propensão da 

TTN em ficar retida mais superficialmente no EC a partir das formulações de creme. 

Apesar de não haver diferença significativa na concentração de TTN entre os demais 

grupos de tape (T2 a T6) e derme e epiderme, sugere-se que a presença do insumo 

nanoestruturado presente na formulação CTN pode ter contribuído para uma 

penetração mais profunda da TTN nas camadas do EC, mesmo que em quantidades 

muito pequenas.  

Conforme já mencionado, a técnica de tape stripping permite determinar a 

distribuição de fármacos nas diferentes camadas do estrato córneo. (TOUITOU et 

* 
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al., 1998; VERMA & FAHR, 2004). O experimento deste trabalho foi planejado, 

através da divisão das 18 fitas de tape em 6 grupos, com a finalidade de verificar 

modificações da penetração/retenção da TTN nas diversas camadas do EC. 

Ainda no experimento de penetração cutânea da TTN, obtiveram-se como 

resultado a detecção de concentrações de TTN ligeiramente abaixo do LQ nas 

camadas derme e epiderme para ambas as formulações de creme estudadas, 

mostrando uma redução do fluxo do fármaco para as camadas subjacentes ao EC. 

  A maior quantidade de TTN na camada mais externa (EC) pode ser 

explicada pela maior semelhança da a TTN, com LogP próximo a 5 (alta lipofilia), 

pela camada córnea, de constituição lipídica 

Diversos autores relatam que uma redução no fluxo de um fármaco lipofílico, 

através da pele e a sua chegada até a derme, em estudos in vitro pode representar 

baixa ou nenhuma permeação, sendo importante no caso da TTN a qual apresenta 

potencial de toxicidade sistêmica (BRISAERT e PLAIZIER-VERCAMMEN, 2000; 

MOSER et al., 2001; ZHAI & MAIBACH, 2004; CHIVOT, 2005). A presença da TTN 

na epiderme (EC e epiderme viável) e derme é interessante quando se trata de 

retinóides, pois estes desempenham sua função antifotoenvelhecimento nessas 

camadas (DRAELOS, 2005). Segundo SILVA & BARBOSA (2008) a nível 

epidérmico atuam como estimulante da proliferação e diferenciação dos 

queratinóticos e na derme fazem a dilatação dos vasos sanguínea associada à 

angiogênese e ao aumento da síntese de colágeno nas papilas dérmicas. 

A fim de melhor demonstrar as quantidades de TTN no EC (determinadas 

através da técnica de tape strippping) foram somadas as concentrações de TTN 

(µg/cm2) quantificadas nas camadas de tape T1 a T6, para ambas as formulações e 

representou-se graficamente através da Figura 24. 
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Figura 24: Distribuição da TTN (µg/cm²) no estrato córneo, a partir de CTN e CT, 
através da técnica do tape stripping (n=6). 

 

A figura permite corroborar não haver diferença significativa entre as 

formulações de creme (p = 0,1388). As quantidades de TTN penetrada no EC para 

as formulações foram: 0,520±0,1 e 0,517±0,2 µg/cm² para CTN e CT 

respectivamente. Em vista destes resultados, reforça-se a hipótese de que a TTN 

teria uma maior tendência a ficar retida mais superficialmente.  

Em relação ao percentual de TTN recuperada entre o início 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 0,520±0,3 % para CTN e 0,520±0,28 %  para CT. 

Segundo ANVISA no Parecer nº 4, de 21 de dezembro de 2010 (atualizado em 

05/07/2011) a absorção percutânea do ácido retinóico, quando utilizado em cremes 

a 0,05% é de aproximadamente 2% corroborando o resultado apresentado neste 

estudo. 

JENNING e colaboradores (2000b) estudaram a permeação do retinol em 

NLS incorporadas em creme O/A em comparação com nanoemulsão de retinol. 

Após 6 horas de experimento encontraram maior quantidade de fármaco nas 

camadas mais superiores, reduzindo a quantidade na chegada a derme. Os autores 

relatam esse fato como uma vantagem na prevenção da chegada do fármaco para o 

meio receptor, onde não foram encontradas quantidades de retinol após 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 

fármaco não chegando ao meio receptor. 

Os dados (não mostrados) obtidos no estudo de permeação cutânea da TTN 

a partir das formulações de gel mostraram que não houve permeação do fármaco 

estudado no tempo de 12 horas, pois nos cromatogramas referentes não foi 

detectada a presença de TTN nas amostras do meio receptor.  

A Figura 25 apresenta os resultados da penetração e retenção cutânea da 

TTN sendo demonstrada a distribuição da TTN nas diferentes camadas da pele, a 

partir das formulações de gel, sendo explorada a distribuição do fármaco no EC 

pelos grupos de tape.  
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EV = Epiderme viável; DER = derme. 
 
Figura 25: Distribuição da TTN (µg/cm²) nas diferentes camadas da pele, a partir de 
GTN e GT, através da técnica de tape stripping e retenção cutânea (n=6). 
 

* significativo para p < 0,05. 

 

É observado que dentre as camadas de tape avaliadas (T1 a T6) houve 

diferença estatística significativa na quantidade de TTN penetrada entre os grupos, 

sendo maior no grupo T1 – GTN em relação ao grupo T1 - GT (p = 0,071) e em 

relação a todos os outros grupos de tape: (T1 – GTN > T2, T3, T4, T5 e T6 – GT e 

GTN) e às camadas epiderme viável (EV) e derme (DER) da formulação GT (T1 – 

GTN > EV - GT e DER – GT). O grupo de tape T1 – GT apresentou diferença 

** 

* 
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significativa na quantidade de TTN penetrada apenas para T5 da mesma formulação 

(GT). Observa-se ainda, uma redução gradativa do fluxo do fármaco para as 

camadas mais profundas do EC, mas que aumenta na epiderme viável fazendo-se 

presente também na derme.  

JENNING e colaboradores (2000b) estudaram a permeação de nanoemulsão 

e NLS de retinol. Após 6 horas de experimento observaram uma maior concentração 

de retinol nas camadas superiores da pele para em comparação com nanopartículas 

de retinol livre. Assim como neste trabalho, as quantidades de fármaco nas camadas 

mais profundas eram menos pronunciadas em relação às primeiras camadas. Os 

autores sugerem que assim como para a dispersão de NLS, as nanopartículas do 

gel teriam uma penetração folicular ou a aderência das partículas para a camada 

córnea, fazendo com que o fármaco 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 gráfico o EC (somatório das camadas de tape T1 a 

T6), a epiderme viável e a derme, sendo representada a distribuição do fármaco pela 

Figura 26.  
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Figura 26: Distribuição da TTN (µg/cm²) 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 diferença estatística na quantidade de TTN 

(µg/cm²) presente no EC total em relação às demais camadas, sendo maior na 

formulação GTN em relação a GT (GTN > GT). As quantidades de TTN (µg/cm²) 

 



 

113 
 

presentes na epiderme viável e derme não foram significativamente diferentes (p > 

0,05) entre elas, apontando que a TTN se distribuiu de forma semelhante nessas 

camadas independente da presença do IN. A figura também mostra que há maior 

quantidade de TTN (µg/cm²) no estrato córneo, mas que vai se diluindo para as 

camadas subjacentes (epiderme e derme), para ambas as formulações. 

Mediante a observação dos resultados apresentados para as formulações de 

gel sugere-se que a adição do insumo nanoestruturado não modificou o perfil de 

penetração da TTN a partir da formulação de gel. No entanto, sugere-se que a maior 

quantidade de TTN (µg/cm²) presente no EC a partir da formulação contendo o IN 

em relação a formulação sem o mesmo, deriva de uma afinidade da TTN pelas 

nanopartículas, ou pelo tensoativo que as estabilizam, e que quando presentes no 

gel hidrofílico, na qual os ativos não tem afinidade, este tende a favorecer a retenção 

da TTN no estrato córneo. 

Diversos autores relatam que uma redução no fluxo de um fármaco lipofílico, 

através da pele e a sua chegada até a derme, em estudos in vitro pode representar 

baixa ou nenhuma permeação, sendo importante no caso da TTN a qual apresenta 

potencial de toxicidade sistêmica (BRISAERT e PLAIZIER-VERCAMMEN, 2000; 

MOSER et al., 2001; ZHAI & MAIBACH, 2004; CHIVOT, 2005). A presença da TTN 

na epiderme (EC e epiderme viável) e derme é interessante quando se trata de 

retinóides, pois estes desempenham sua função antifotoenvelhecimento nessas 

camadas (DRAELOS, 2005). 

Quanto ao percentual de TTN recuperado após os experimentos, verificou-se 

uma recuperação 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 formulações GTN e GT, respectivamente. 

A fim de comparar a distribuição da TTN a partir das diferentes bases (GTN 

versus CTN e GT versus CT), realizou-se análise estatística através de ANOVA de 

duas vias com pós-teste de Bonferroni, representados pela Figura 27 para o estrato 

córneo.  
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Figura 27: Distribuição da TTN (µg/cm²) no estrato córneo a partir das formulações 
de gel e creme (n=6). 

 
* significativo para p < 0,05. 
 

Foi observada diferença estatística significativa (p > 0,05) na quantidade de 

TTN (µg/cm2) distribuída no EC. A figura mostra claramente a diferença na 

quantidade de TTN penetrada a partir das formulações de gel em relação às 

formulações de creme, independente da presença do IN. 

A Figura 28 apresenta os resultados da distribuição da TTN nas diferentes 

camadas do estrato córneo (T1 a T6) a partir das formulações semissólidas de gel e 

creme. 
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Figura 28: Distribuição da TTN (µg/cm²) nas camadas de tape, do EC a partir das 
formulações de gel e de creme (n=6). 

 
* significativo para p < 0,05.  
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Observa-se diferença estatística significativa apenas na quantidade de TTN 

(µg/cm²) presente na primeira camada de tape (assim como houve para o EC), 

estando em maior quantidade nesta camada para a formulação GTN em relação a 

formulação CTN. As camadas epiderme e derme não puderam ser comparadas 

devido a impossibilidade de quantificação da TTN nessas camadas para as 

formulações de creme.  

Esse perfil de distribuição do gel, diferente daquele apresentado pela 

formulação de creme, pode ser devido ao caráter mais hidrofílico que a formulação 

apresenta. Na presença do gel (hidrofílico) a tretinoína (lipofílica) e as nanopartículas 

(lipofílicas), apresentam uma maior propensão a se difundir para a pele, devido a 

afinidade química (lipofilia). Já no creme, a maior afinidade dos insumos é pela 

formulação, o que pode ter diminuído sua difusão para pele e consequentemente 

reduzido as quantidades de ativo liberadas. 

Ainda, no presente trabalho, foi observado que a presença de um insumo 

nanoestruturado foi capaz de modificar o perfil de distribuição da tretinoína na 

camada córnea nos experimentos in vitro (conforme observado principalmente nos 

resultados da primeira camada de tape). Possíveis explicações para esse resultado 

seriam:  

a) a presença das nanoestruturas aumenta o fluxo de penetração da 

formulação na pele;  

b) a tretinoína, devido ao seu caráter altamente lipofílico, associa-se físico-

quimicamente às nanoestruturas, ou a cauda lipofílica do tensoativo que as 

estabilizam, tendo a sua penetração facilitada pelas mesmas;  

c) as nanopartículas formaram uma barreira oclusiva e de hidratação para a 

pele, deixando-a mais propícia à penetração de ativos como a tretinoína. 

A menor penetração da TTN a partir das formulações 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 termodinâmica do retinol mais baixa e reduzindo 

consequentemente a penetração do fármaco. Além disso, o estrato córneo e sua 

estrutura compacta constitui o principal obstáculo para penetração de compostos 

aplicados topicamente na pele (HADGRAFT, 2001; TING et al., 2004). 
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Em 1996, SANTOYO e colaboradores observaram que a liberação in vitro de 

piroxicam diminuía quando a concentração de propilenoglicol na 

formulaçãoaumentava. O propilenoglicol era um excipiente da formulação que agia 

como solubilizador. A formulação onde o piroxicam encontrava-se em concentração 

próxima a saturação (menor quantidade possível de propilenoglicol adicionada), e 

logo, com maior atividade termodinâmica, foi a que demonstrou maior liberação in 

vitro (SANTOYO et al., 1996). 

Essas hipóteses apresentadas sugerem maiores investigações uma vez que 

neste trabalho a TTN não está nanoencapsulada e não se encontrou na literatura 

estudos de fármacos livres incorporados em formulações semissólidas contendo 

nanopartículas para comparar com este trabalho. 

 

5.4 Estudo de liberação da TTN in vitro 

 

Para avaliar se a hipótese de que há uma maior penetração da tretinoína nas 

camadas da pele a partir dos géis em comparação com os cremes devido a maior 

liberação do fármaco das bases é verdadeira, estudos de liberação in vitro 

empregando membranas de diálise foram realizados. Após as 12 horas do 

experimento de liberação da TTN foi possível determinar o percentual de tretinoína 

liberado a partir das formulações semissólidas. A Figura 29 representa graficamente 

o percentual de liberação da TTN a partir das formulações CTN e CT após 12 horas 

de experimento. 
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Figura 29: Percentual (%) de liberação da TTN a partir das formulações CTN e CT. 
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 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%) não sendo 

possível construir um perfil de liberação. Utilizou-se dos mesmos resultados para a 

construção de gráficos da concentração versus tempo (µg/cm2 x t(h)), onde foi 

traçada uma linha de tendência que permitiu observar fraca correlação entre as 

variáveis quantidade de TTN (µg/cm2) e tempo (h). O coeficiente de correlação 

médio para a formulação CT foi igual a 0,725 ± 0,13 e para a formulação CTN r = 

0,212±0,05. Com base no observado, optou-se por não expressar o valor de fluxo a 

partir desses dados. É possível observar que no tempo de experimento utilizado não 

houve diferença estatística (p > 0,05) no percentual de liberação da TTN entre as 

formulações de creme estudadas. 

Foi verificado que as concentrações de TTN obtidas entre as triplicatas das 

amostras das coletas no meio receptor eram inconstantes para CT em relação a 

CTN e que calculando os valores numéricos de desvio-padrão estes apresentavam-

se maiores. Diante disso, e de forma não usual, a partir dos resultados da liberação 

da TTN, (quantidade (µg/cm2) versus tempo (h)), calculou-se a média dos valores 

numéricos de desvio-padrão para cada formulação de creme (Figura 30). 
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Figura 30: Representação gráfica da média de valores de DP obtidos na avaliação 
da liberação da TTN a partir das formulações CTN e CT. 

 
* significativo (p < 0,05). 
 

Através da análise estatística foi possível observar diferença estatística nos 

valores numéricos de desvio-padrão da formulação de creme sem insumo 

nanoestruturado (CT), em relação à formulação de creme contendo IN (CTN) (p = 
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7,87 x 10-5), sendo um menor valor médio de desvio-padrão encontrado para a 

formulação de creme contendo insumo nanoestruturado. Com base nessa 

observação sugere-se que a adição do insumo nanoestruturado, na formulação do 

creme contendo TTN, proporcionou uma liberação mais homogênea do fármaco 

incorporado na formulação semissólida. Segundo BOUCHEMAL e colaboradores 

(2004) sistemas nanométricos proporcionam uma liberação homogênea da 

substância encapsulada. Embora neste trabalho a TTN não esteja encapsulada no 

sistema nanométrico utilizado, acredita-se que este foi capaz de promover uma 

liberação homogênea da TTN. Na literatura não foram encontrados estudos prévios 

a este que avaliassem a homogeneidade da liberação de fármacos livres em 

presença de nanopartículas em uma mesma formulação semissólida. 

O estudo de liberação da TTN também foi realizado para as formulações de 

gel, com os mesmos parâmetros utilizados para as formulações de creme. A Figura 

31 representa o percentual de TTN liberado a partir das formulações GTN e GT após 

12 horas de experimento. 
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 Figura 31: Representação gráfica do percentual de liberação de TTN a partir das 
formulações GTN e GT. 

 

Mediante a representação gráfica acima verifica-se que não houve diferença 

estatística significativa (p > 0,05) no percentual de TTN liberado entre as 

formulações GT e GTN. Numericamente os percentuais de TTN liberado a partir de 

GT e GTN respectivamente são 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 construção de gráficos da concentração versus tempo (µg/cm2 x 

t(h)), onde foi traçada uma linha de tendência que permitiu observar forte correlação 

entre as variáveis quantidade de TTN (µg/cm2) e tempo (h). O coeficiente de 

correlação 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 formulações de gel. Os valores médios encontrados foram 

de 1,68 ± 0,53 µg/cm2/h para a formulação GT e de 1,85 ± 0,40 µg/cm2/h para a 

formulação GTN. Através da análise estatística é possível constatar que não houve 

influência do insumo nanoestruturado no fluxo da TTN a partir das formulações de 

gel avaliadas (p = 0,69). 

A partir dos resultados da liberação da TTN (quantidade (µg/cm2) versus 

tempo (h) calculou-se também a média dos valores numéricos de desvio-padrão 

para cada formulação de gel. Ao contrário do observado anteriormente para as 

formulações de creme, não foi observada diferença estatística (p = 0,79) entre os 

valores numéricos de desvio-padrão entre os géis contendo e não contendo IN. 

A Figura 32 apresenta o comparativo do percentual de TTN liberado a partir 

de todas as formulações semissólidas estudadas neste trabalho. A avaliação do 

comparativo de liberação da TTN a partir das formulações semissólidas de cremes e 

géis permite observar claramente a influência da base na liberação da TTN. 
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Figura 32: Representação gráfica comparativa do percentual de TTN liberada a partir 
das formulações semissólidas de cremes e géis. 

* * 
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  Os resultados obtidos no estudo de liberação confirmam a hipótese levantada 

anteriormente, demonstrando que a maior distribuição cutânea da tretinoína a partir 

dos géis é explicada pela maior liberação do fármaco a partir da formulação 

semisólida.  

Um estudo realizado por JENNING e colaboradores (2000a) o retinol foi 

nanoencapsulado e incorporado em uma formulação de gel. Após, os autores 

estudaram sua permeação em células de difusão tipo Franz durante 24 horas. É 

explicado que o gel espesso sobre a superfície da pele pode reduzir a perda de 

água transepidérmica e, reforçando a oclusão, permite a penetração mais profunda 

de retinol na pele. Os mesmos autores, em outro trabalho (JENNING et al., 2000b) 

estudaram a permeação de gel e creme contendo NLS de retinol. Um dos resultados 

comparativos demonstrou que a penetração na pele da TTN a partir do creme foi de 

apenas cerca de 35% em comparação com o gel. Como a fase de óleo da 

formulação atuou como um bom solvente para a vitamina A, a atividade 

termodinâmica do retinol era menor neste veículo. Por conseguinte, uma penetração 

reduzida, como observado, era esperada. A TTN é um derivado da vitamina A, 

ambas substâncias são altamente lipofílicas, além disso as formulações 

semissólidas utilizadas no trabalho de JENNING e colaboradores também foram géis 

e cremes. As explicações dos autores servem também para o presente trabalho.  

A taxa de liberação de um fármaco a partir de determinada formulação 

depende diretamente das características físico-químicas do veículo e do fármaco 

(SANTOYO et al., 1996). A liberação de um fármaco a partir do veículo que o 

contém é prerrogativa para a penetração na pele. As principais características da 

formulação que irão governar essa etapa são a solubilidade do fármaco no veículo e 

a atividade termodinâmica. O fármaco deve estar disponível na superfície da pele 

para que haja difusão através do estrato córneo. Entretanto, uma vez disponível 

para penetração na superfície da pele, a penetração e a permeação irão depender 

da capacidade do fármaco de atravessar a camada córnea da pele, e de 

características como lipofilicidade e tamanho da molécula, além de modulação da 

formulação por meio da adição de promotores de penetração (BEM-VINDO, 2006) 

Os géis poliméricos pela sua constituição não permitem que fármacos se liguem ao 

polímero, tendo boa capacidade de liberação do fármaco 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. Conclusões 
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As características físicas e físico-químicas avaliadas para o insumo nanoestruturado 

(IN) foram reprodutíveis nos lotes avaliados e apresentaram-se de acordo com o 

certificado de análise do fabricante. Foi possível caracterizá-lo como um 

nanomaterial e suas características viabilizaram sua incorporação em bases 

dermatológicas para a investigação do presente estudo; 

As formulações semissólidas contendo os ativos mostraram características 

físico-químicas adequadas para aplicação cutânea. O comportamento reológico das 

formulações não foi afetado pela presença das nanopartículas. Entretanto, uma 

diminuição da consistência do gel foi observada. A presença do IN nas formulações 

de creme parece melhorar a estabilidade das formulações quando analisadas pela 

técnica de espalhamento múltiplo de luz (Turbiscan LAb); 

Os ensaios de permeação cutânea da TTN permitiram verificar que esta não 

chega até o meio receptor, não havendo influência da presença do IN na permeação 

cutânea, independente do tipo de formulação. Esse resultado sugere uma segurança 

relativa desta estratégia de veiculação de fármacos em veículos que contenham 

partículas lipídicas nanoestruturadas quanto à absorção sistêmica; 

 Os ensaios de penetração cutânea em células de Franz a partir das 

formulações de creme demonstraram que a presença do insumo nanoestruturado 

levou a uma distribuição mais homogênea/constante do fármaco nas camadas do 

estrato córneo e que a quantidade de fármaco presente no estrato córneo é similar 

para as formulações de creme com ou sem insumo nanoestruturado; 

 Os resultados do estudo de penetração/retenção cutânea da TTN a partir das 

formulações de gel em células de Franz mostraram que o IN favorece uma maior 

retenção da TTN na camada mais superficial do estrato córneo, com redução do 

fluxo do fármaco para às camadas adjacentes; 

A formulação do gel favoreceu uma liberação mais rápida do fármaco em 

relação à formulação do creme, não tendo relação com a presença do IN; 

 Os estudos de liberação in vitro da TTN em célula de Franz a partir das 

formulações semissólidas confirmam a influência do tipo de veículo/base utilizado 

para liberação da TTN, independente da presença do insumo nanoestruturado; 

O conjunto dos resultados permitiu concluir que é possível associar tretinoína 

livre em formulações contendo nanopartículas sem que haja favorecimento da 
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permeação cutânea, mas que podem favorecer a maior homogeneidade de sua 

distribuição através do estrato córneo. 
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8.1 Validação de metodologia para extração e quantificação da tretinoína nas 

formulações semissólidas 

 

A fim de quantificar a tretinoína incorporada nas formulações de gel e de 

creme utilizou-se metodologia descrita por OURIQUE e colaboradores (2008) com 

algumas modificações. 

 

8.1.1 Validação de metodologia para quantificação da tretinoína nas 

formulações semissólidas 

 

Com o objetivo de assegurar a confiabilidade do método analítico empregado, 

o mesmo foi validado segundo os critérios preconizados pela ICH (2005) e pela 

resolução da ANVISA (2003). Os parâmetros avaliados foram: linearidade, precisão, 

especificidade, limites de detecção e quantificação, sendo os ensaios realizados por 

CLAE.  

 

Parâmetros de validação das análises por CLAE 

 

A Tabela 11, apresenta as condições cromatográficas utilizadas para a 

determinação do teor de tretinoína em solução metanólica. 

 

Tabela 11: Parâmetros cromatográficos utilizados na metodologia analítica para 
doseamento da tretinoína em metanol. 

Parâmetros Condições 

Detecção UV (ƛ 342 nm) 

Fluxo 1,0 mL/min. 

Coluna Fenomenex, Gemini RP 18 (150 x 46 mm) 

Fase móvel CH3CN:H2O:CH3COOH (85:15:1 v/v/%) 

Volume de Injeção 20 µL 

Tempo de retenção do pico da 

TTN 
≈ 8 min. 
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Os parâmetros foram validados da seguinte forma: 

 

Especificidade 

 

A fim de verificar a especificidade da metodologia para a tretinoína, fez-se a 

análise de interferência do solvente utilizado (metanol) para solubilizar e diluir a 

tretinoína realizou-se o teste de especificidade. Para isso, injetou-se em triplicata 

amostras contendo metanol e, amostras de tretinoína diluídas em metanol (10 

µg/mL) previamente filtradas em filtro 0,45 µm, Millipore Millex-HP para vials âmbar 

em CLAE. Para avaliar a especificidade da metodologia empregada os 

cromatogramas obtidos foram comparados visualmente, observando se havia picos 

relativos a outras substâncias no mesmo tempo de retenção do fármaco tretinoína. 

Através da observação da Figura 34 A (amostra da fase móvel) e da Figura 

34 D pode-se verificar que não houve interferentes nesta metodologia. 

 

Linearidade 

 

Cinco níveis de concentração foram avaliados em dois dias diferentes, sendo 

duas curvas preparadas no mesmo dia e uma em dia consecutivo, construindo-se 

assim três curvas de calibração.  

Para a construção da curva analítica, preparou-se uma solução-mãe 

metanólica de tretinoína pesando-se exatamente, cerca de, 0,025 g de tretinoína e 

transferindo-a para balão volumétrico de 50 mL. Na sequencia, completou-se o 

volume com metanol e solubilizou-se em ultrassom por 3 minutos. Obteve-se assim, 

uma solução na concentração de 500 µg/mL. A partir desta solução-mãe, alíquotas 

foram diluídas em metanol para totalizar 5 pontos de concentração preparados 

conforme Tabela 12. 
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Tabela 12: Preparo dos pontos de concentração das curvas-padrão de tretinoína. 

Concentração 

(µg/mL) 

Volume de 

solução-mãe 

(µL) 

Balão volumétrico 

(mL) 

1 20 10 

5 100 10 

10 200 10 

15 300 10 

20 400 10 

 

Após a preparação dos pontos das curvas, esses foram filtrados em filtro 0,45 

µm, Millipore Millex-HP para vials ambarizados e então levadas a doseamento por 

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

concentração do padrão foram plotadas em gráfico de Área versus Concentração e 

assim determinada a equação da reta e o coeficiente de correlação linear (r2). A 

estatística utilizada para a verificação da linearidade foi a Análise de Variância 

(ANOVA) com intervalo de confiança de 95%. 

Na Tabela 13 observa-se que houve regressão linear significativa e desvio da 

linearidade não significativo (p > 0,05) quando comparados os valores de Fcalculado e 

Ftabelado 

 

Tabela 13: ANOVA da linearidade do método analítico para quantificação da TTN 
nas formulações semissólidas. 

Fonte de 

variação 
GL SQ Variância F calculado F tabelado 

Entre 4 1,24961E+13 3,12402E+12 6453,4996* 2,66 

Regressão 

linear 1 1,24929E+13 1,24929E+13 25807,4210* 4,49 

Desvio de 

linearidade 3 3,18E+09 1061364467 2,1925 2,74 

Resíduo 10 4840822603 484082260,3 

Total 14 1,25009E+13       

*Significativo para p < 0,05 
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A Figura 33 apresenta a curva-padrão obtida, onde apresentou coeficiente 

angular igual a 134324 e intersecção no eixo y igual a – 29382 e coeficiente de 

correlação 0,9997. O coeficiente de correlação linear que foi de 0,9997 corrobora 

com o preconizado pelos códigos oficiais que deve ser superior a 0,99 (ICH, 2005; 

ANVISA, 2003).  
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Figura 33: Curva-padrão obtida para quantificação da TTN.  

 

Precisão 

 

A precisão de um processo analítico é um parâmetro que avalia as 

proximidades entre várias medidas efetuadas na mesma amostra. A precisão intra-

dia é a concordância dos resultados obtidos em um curto espaço de tempo pelo 

mesmo analista e mesma instrumentação. A precisão inter-dia considera a 

concordância entre os resultados obtidos em dias diferentes de análise. Usualmente, 

a precisão é expressa com o desvio-padrão, variância ou coeficiente de variação 

(CV) de diversas medidas (ANVISA, 2003). 

A concentração utilizada para determinação da precisão foi de 10 µg, 

correspondente ao ponto médio da curva. As precisões intra e inter-dia foram 

realizadas em triplicata, 2 no mesmo dia e 1 em dia diferente. Para verificação da 

precisão do método proposto foram determinados os desvios-padrão e os 

coeficientes de variação (CV, %) da resposta obtida nas leituras das diluições 

realizadas intra e inter-dia.  
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Tabela 14 apresenta os coeficientes de variação relativo às leituras 

realizadas. 

 

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

método analítico para quantificação da TTN nas formulações semissólidas 

Solução-amostra Precisão intra-dia (%) Precisão inter-dia (%) 

 

TTN (10 µg/mL) 

 

1,66 2,89 

 

Para que uma metodologia seja considerada precisa os códigos oficiais 

(ANVISA, 2003) preconizam que os coeficientes de variação não ultrapassem 5%. 

Com os valores para as precisões intra e inter-dia estão abaixo considera-se que a 

metodologia para quantificação da TTN contida nas formulações é precisa. 

 

Limites de detecção e de quantificação 

 

Os limites de detecção e de quantificação foram determinados 

matematicamente através da relação entre o desvio padrão da curva de calibração e 

sua inclinação, usando o fator multiplicador (equações 3 e 4) conforme sugerido 

pelas normas ICH (2005) e ANVISA (2003). 

(Equação 3) 

LD = 3,33 x s/a 

(Equação 4) 

LQ = 10 x s/a 

onde: s é a estimativa do desvio padrão dos coeficientes lineares e a é o 

coeficiente angular médio das 3 curvas-padrão.  

As concentrações para LD e LQ estão expressas abaixo: 

LD= 0,23 µg/mL 

LQ= 0,69 µg/mL 

 

8.1.2 Validação da extração da TTN nas formulações semissólidas  
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A fim de dosear a tretinoína incorporada nas formulações semissólidas esta 

precisou ser previamente extraída das formulações. A partir dessa necessidade, 

procedeu-se a validação de uma metodologia para a extração.  

A extração foi realizada pesando-se cerca de 50 mg das formulações com 

tretinoína, CTN e GTN, em balão volumétrico de 25 mL. Completou-se o volume com 

metanol e deixou-se em ultrassom por 30 minutos. Após centrifugou-se por 15 

minutos a 4.500 x g. Após, as amostras foram filtradas em papel filtro com poro de 

3µm seguida de filtração em membrana 0,45 µm. Transferiu-se a solução para vial e 

quantificou-se em CLAE através do método anteriormente proposto para a 

quantificação de TTN.  

Para validar a metodologia de extração foram avaliadas as precisões das 

extrações em 2 dias diferentes, sendo que no primeiro dia repetiu-se o procedimento 

12 vezes e no segundo dia mais 6 repetições independentes, totalizando 18 leituras. 

A concentração utilizada para determinação da precisão foi de 10 µg, 

correspondente ao ponto médio da curva. As precisões intra e inter-dia foram 

realizadas em triplicata, 2 no mesmo dia e 1 em dia diferente. Para verificação da 

precisão do método proposto foram determinados os coeficientes de variação (CV 

%) da resposta obtida nas leituras das diluições realizadas intra e inter-dia ( 

Tabela 15). 

 

Tabela 15: Avaliação dos coeficientes de variação (CV %) intra e inter-dia do método 

analítico para extração da TTN nas formulações semissólidas 

Formulação Precisão intra-dia (%) Precisão inter-dia (%) 

 

CTN 
2,47 3,83 

GTN 1,80 2,16 

 

A recuperação da tretinoína incorporada nas formulações semissólidas foi de 

100% com coeficientes de variação, entre os doseamentos do extraído, inferiores a 

5%, certificando a precisão desta metodologia na extração da TTN.  
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Especificidade das formulações  

 

A fim de verificar se os componentes das formulações não interfeririam nos 

doseamentos da tretinoína, realizou-se o teste de especificidade. As amostras das 

formulações CN e GN foram solubilizadas em água Milli-Q. Após foram 

centrifugadas por 15 minutos com aceleração a 4.500 x g e então filtradas em filtro 

0,45 µm, Millipore Millex-HP para vials âmbares e levadas a CLAE. Para avaliar a 

especificidade da metodologia empregada os cromatogramas obtidos foram 

comparados visualmente, observando se havia picos relativos a outras substâncias 

no mesmo tempo de retenção do fármaco tretinoína. 

A Figura 34 apresenta os cromatogramas que demonstram a especificidade 

da metodologia empregada para quantificação da TTN a partir das formulações 

semissólidas, mostrando não haver interferentes dos componentes das formulações 

na quantificação do ativo. 
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Figura 34: Cromatogramas obtidos por CLAE das amostras de: (A) especificidade da 
fase móvel; (B) especificidade da formulação CN; (C) especificidade da formulação 
GN e (D) quantificação da TTN na concentração de 10 µg/mL 
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8.2 Validação de metodologia analítica para extração e doseamento da TTN nos 

estudos de penetração cutânea e liberação 

 

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

stripping) e no compartimento doador (excesso de formulação + algodão). 

 

8.2.1 Validação da metodologia para quantificação da tretinoína  

 

A metodologia utilizada foi adaptada de OURIQUE e colaboradores (2011) e 

difere da validação apresentada no item 8.1.2 em alguns parâmetros (volume de 

injeção e fase móvel). 

 

Parâmetros de validação das análises por CLAE 

 

A Tabela 16 apresenta os parâmetros cromatográficos utilizados na validação 

da metodologia. 

 

Tabela 16: Parâmetros cromatográficos utilizados na metodologia analítica para 
doseamento da tretinoína em metanol 
 

Parâmetros 
Condições 

Detecção UV (ƛ 342 nm) 

Fluxo 1,0 mL/min. 

Coluna Fenomenex, Gemini RP 18 (150 x 46 mm) 

Fase móvel CH3OH:H2O:CH3COOH (85:15:1 v/v/%) 

Volume de Injeção 100 µL 

Tempo de retenção do pico da 

TTN 
≈ 13 min. 

 

Os parâmetros avaliados foram: linearidade, precisão, especificidade, limites 

de detecção e quantificação e a exatidão inferida quando a metodologia apresentou-

se linear e precisa. 
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Especificidade 

 

A especificidade foi determinada através da análise do cromatograma obtido a 

partir de uma amostra da fase móvel a qual está representada pela Figura 35. 

Verifica-se que não houve interferentes no tempo de retenção do fármaco (13 min.). 

 

 

  

Figura 35: Cromatograma obtido por CLAE representando a especificidade da 
metodologia empregada para a quantificação da TTN. 
  

Linearidade 

 

Oito níveis de concentração foram avaliados em dois dias diferentes, sendo 

duas curvas preparadas no mesmo dia e outra em dia consecutivo, construindo-se 

assim três curvas de calibração. Os níveis de concentração construídos foram: 0,05; 

0,1 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 15,0 µg/mL. Após a preparação dos pontos das curvas, 

esses foram filtrados em filtro 0,45 µm, Millipore Millex-HP para vials ambarizados e 

então levadas a doseamento por CLAE. As medias das áreas absolutas dos picos 

correspondentes a cada concentração do padrão foram plotadas em gráfico de Área 

versus Concentração e assim determinada a equação da reta e o coeficiente de 

correlação linear (r2). A estatística utilizada para a verificação da linearidade foi a 

Análise de variância (ANOVA) com intervalo de confiança de 95%. 

Analisando a Tabela 17 através da análise de variância observa-se que houve 

regressão linear significativa e desvio da linearidade não significativo (p< 0,05) 

quando comparados os valores de Fcalculado e Ftabelado 
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Tabela 17: ANOVA da linearidade do método analítico para quantificação da TTN  

Fonte de 

variação 
GL SQ Variância F calculado F tabelado 

Entre 7 2,49291E+14 3,5613E+13 4902,1561* 2,66 

Regressão 

linear 

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

Desvio de 

linearidade 

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

Resíduo 16 1,16236E+11 7264766715   

Total 23 2,49407E+14    

*Significativo para p < 0,05. 

 

A Figura 36 apresenta a curva-padrão obtida, onde apresentou coeficiente 

angular igual 626420 e coeficiente linear de -2126,2. O coeficiente de correlação 

linear que foi de 0,9999 está de acordo com o preconizado pelos códigos oficiais, 

que deve ser superior a 0,99 (ICH, 2005; ANVISA, 2003).  
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Figura 36: Curva-padrão obtida para quantificação da TTN nos estudos de 
penetração/retenção cutânea e de liberação. 

 

Precisão 

  

A concentração utilizada para determinação da precisão foi de 10 µg/ml, 

correspondente ao ponto médio da curva. As precisões intra e inter-dia foram 

realizadas em triplicata, 2 no mesmo dia e 1 em dia diferente. Para verificação da 
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precisão do método proposto foram determinados os desvios-padrão e os 

coeficientes de variação (CV %) da resposta obtida nas leituras das diluições 

realizadas intra e inter-dia. A Tabela 18 apresenta os coeficientes de variação 

relativos às leituras realizadas. 

 

Tabela 18: Avaliação dos coeficientes de variação (CV %) intra e inter-dia do método 
analítico para quantificação da TTN nas formulações semissólidas. 

Solução-amostra Precisão intra-dia (%) Precisão inter-dia (%) 

 

TTN (10 µg/mL) 

 

1,29 0,99 

 

Para que uma metodologia seja considerada precisa os códigos oficiais (ICH, 

2005; ANVISA, 2003 preconizam que os coeficientes de variação não ultrapassem 

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

 

Limites de detecção e de quantificação 

 

A partir dos dados do estudo da linearidade da curva-padrão os limites de 

detecção (LD) e quantificação (LQ) foram calculados de acordo com as equações 2 

e 3, respectivamente. Os valores obtidos foram 0,02 µg/mL para LD e 0,0495 µg/mL 

para LQ.  

 

8.2.2 Validação da extração da TTN e especificidade das fitas de tape  

 

O ensaio de especificidade consistiu na adição de tiras de fitas adesivas 

(tape) e 4 mL de metanol em tubos de ensaio. Os tubos foram submetidos à 

agitação em vórtex por 2 minutos, em ultrassom por 4 minutos e centrifugados a 

4500 x g por 30 minutos. Após, 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 

não há interferentes no tempo de retenção do fármaco. 
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Figura 37: Cromatograma de CLAE representando a especificidade da fita tape. 
 

A precisão da extração da tretinoína foi realizada utilizando solução de 

tretinoína em três concentrações da curva-padrão, em triplicata. A extração foi 

realizada nas mesmas condições e metodologia que as fitas sem ativo. A Tabela 19 

apresenta o percentual recuperado de tretinoína em relação ao pipetado e o desvio-

padrão relativo entre da triplicata de cada concentração. 

 

Tabela 19: Repetibilidade da extração da TTN nas fitas tape (n = 3) 
Concentração (µg/mL) Recuperação (%) DPR 

2,5 93,8 4,18 

5,0 99,3 5,40 

10,0 96,0 3,97 

 

A recuperação da tretinoína aplicada nas fitas foi de aproximadamente 100% 

com DPR, entre as triplicatas, em torno de 5% mostrando a precisão no método de 

extração empregado. 

 

8.2.3 Validação da extração da TTN a partir das formulações 

semissólidas 

 

A validação da extração da TTN a partir das formulações semissólidas foi 

necessária a fim de certificar no estudo de permeação/retenção cutânea o teor de 

TTN presente nas formulações, além de obter dados sobre a quantidade de TTN 

recuperada ao final dos experimentos. Foi realizada apenas a repetição para as 

formulações mais completas, ou seja, CTN e GTN. 

Para a extração da TTN das formulações semissólidas, utilizou-se 3 

concentrações da curva-padrão. Pesou-se a quantidade de formulação necessária 
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para cada concentração em balão volumétrico âmbar e completou-se o volume com 

metanol e submeteu-se a amostra sucessivamente a vórtex por 2 minutos, a 

ultrassom por 30 minutos e à centrifuga por 15 minutos a 4500 x g. Após, as 

amostras foram filtradas para vials e injetadas em CLAE utilizando os parâmetros 

descritos no ANEXO 8.2.1. ultrassom por 30 minutos. Após centrifugou-se por 15 

minutos a 4.500 x g. Após, as amostras foram filtradas em papel filtro com poro de 

3µm seguida de filtração em membrana 0,45 µm. Transferiu-se a solução para vial e 

quantificou-se em CLAE através do método anteriormente proposto para a 

quantificação de TTN (ANEXO 8.2.1).  

Para validar a metodologia de extração foram avaliadas as precisões das 

extrações em 2 dias diferentes, sendo que no primeiro dia repetiu-se o procedimento 

12 vezes e no segundo dia mais 6 repetições independentes, totalizando 18 leituras.  

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

desvio-padrão entre as repetições.  

 

Tabela 20: Repetibilidade da extração da TTN nas formulações semissólidas (n = 6) 

Concentração 

(µg/mL) 

Intra-dia 

Recuperação 

 (%)a 

Inter-dia 

Recuperação 

 (%) a 

Intra-dia 

Recuperação 

 (%)b 

Inter-dia 

Recuperação 

 (%)b 

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 

10,0 113,4±4,60 98,4±4,33 101,7±2,36 100,6±2,01 

a = CTN; b = GTN. 

 

8.2.4 Especificidade do algodão 

A utilização do algodão foi necessária no estudo de permeação em células de 

Franz para a retirada do excesso das formulações semissólidas de géis e cremes 

sob a membrana suína. A especificidade das formulações semissólidas presentes no 

algodão foi avaliada por CLAE a partir de formulações sem tretinoína (GN e CN). Os 

cromatogramas obtidos podem ser visualizados na Figura 38, que demonstra não 

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

 

8.2.5 Validação de metodologia da extração da TTN de especificidade 

das amostras de pele abdominal de fêmea suína  

 

A validação da extração da TTN nas membranas suínas foram determinadas 

através de 3 concentrações da curva-padrão (5, 10 e 15 µg/mL) com 5 repetições 

cada. Em tubo de ensaio, contaminou-se pedaços de pele com solução metanólica 

de TTN a qual ficou em contato com a pele por 30 minutos. Após, adicionou-se 9 mL 

de metanol e procedeu-se com a extração com os seguintes parâmetros:  

Tempo em vórtex: 2 minutos; 

Tempo e temperatura de sonicação: 30 minutos a 36o C; 

Condições de centrifugação: 5.000 x g por 30 minutos 

Após a extração, filtrou-se as amostras, transferiu-se para vial âmbar e 

quantificou-se por CLAE, conforme metodologia apresentada no anexo 8.1.1. 

A 
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Tabela 21 representa a recuperação (%) de tretinoína e o desvio padrão relativo 

entre as 5 determinações. 
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Tabela 21: Percentual de TTN recuperado na extração da pele suína e concentração 
com o desvio padrão relativo (n = 5) 

Concentração teórica 

(µg/mL) 
Recuperação (%)             DPR 

5,00 

10,00 

15,00 

88,0 

88,5 

88,7 

4,8 

4,9 

4,3 

 

A especificidade do método para quantificação da TTN na pele é 

representada pelo cromatograma da Figura 39 de uma amostra de pele. Pode-se 

observar que não há interferentes de componentes da pele no tempo de retenção do 

ativo. 

 

 

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

Foi realizada também uma simulação de tape stripping a fim de verificar 

possiveis reações e interferentes provenientes da fita com o estrato córneo. Para 

isso, foram separados discos da membrana suína, aplicando-se uma pequena 

quantidade das formulaçoes CTN e GTN (separadamente), e aderindo-se pedaços 

de fita para retirada de camadas de estrato córneo. 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 diálise 

 

 A fim de verificar a possibilidade de interferentes da membrana de diálise 

(M.W = 12,400 kDa) no estudo de liberação da TTN a partir das formulações 

semissólidas, fez-se a pesquisa de interferentes submetendo em célula de Franz 

(Célula de Franz Microette Plus-Hanson Research®) as formulações semissólidas 

com e sem insumo nanoestruturado (CB, CN; CB e CN) ficarem em contato com a 

membrana de diálise e o meio receptor PBS pH 7,4 e etanol (70:30) (v/v)), em banho 

circulante na temperatura de 32±2º C, pelo mesmo período de tempo planejado para 

o estudo de liberação (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 diálise a partir das formulações semissólidas, sem haver interferência 

no tempo de retenção do fármaco (≈13 min.) 
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Figura 41: Cromatogramas obtidos por CLAE representando especificidade da 
membrana de diálise para as amostras das formulações semissólidas: (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 Validação da metodologia para quantificação de TTN no meio receptor  

 

A composição do meio receptor deve demonstrar ser capaz de manter a 

condição sink. Quando a concentração do fármaco dissolvido no meio de liberação é 

menor que 10% da sua concentração saturação (Cs), diz se que o sistema está 

operando sob uma condição sink (SINKO, 2008). No caso de fármacos lipofílicos, o 

estudo de solubilidade é uma etapa crucial, já que a solubilidade desses fármacos 

em soluções aquosas é baixa. A tretinoína é um fármaco de alta lipofilicidade, 

apresentando valor de Log P em torno de 5,00 sendo, portanto, praticamente 

insolúvel em soluções aquosas. 

Para a seleção da solução receptora que melhor solubilizasse fármaco foi 

realizado ensaio da condição de saturação da TTN em diversas soluções. A Tabela 

22 apresenta as soluções testadas, as concentrações de saturação (CS) 

determinadas e observações acerca da escolha do melhor meio receptor para o 

estudo em questão. 

 

Tabela 22: Condições da escolha do meio receptor 
Solução candidata a meio 

Receptor 
Cs (µg/mL) Observações 

PEG 400:H2O:T80 (40:60:05) (v/v) 130 
TTN precipita na presença 

do metanol 

EtOH:H2O:T80 (10:15:75) (v/v) 96,45 ___ 

PEG 400:H2O:EtOH:T80 (40:50:10:1) 

(v/v) 
157 

TTN precipita na presença 

do metanol 

PEG 400:H2O:EtOH:T80 

(40:50:10:0,5) (v/v) 
132 

TTN precipita na presença 

do metanol 

Glicerina:H2O:EtOH:T80 

(65:25:10:0,5) (v/v) 
107 

TTN precipita na presença 

do metanol 

PBS 7,4:EtOH (90:10) (v/v) ___ ___ 

PBS 7,4:EtOH (70:30) (v/v) 124 ___ 

 

As soluções que apresentaram melhor CS não puderam ser utilizadas como 

meio receptor, pois quando ao diluir a SM metanólica de TTN durante a preparação 

da curva de calibração, do respectivo meio receptor, observou-se que a TTN 
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precipitava. Dessa forma, optou-se por utilizar a solução de PBS pH 7,4 com etanol 

(70:30) (v/v).  

Para a validação da metodologia analítica para quantificação da tretinoína no 

meio receptor foram avaliados 5 parâmetros: linearidade (curva de calibração); 

especificidade (pesquisa de interferentes); precisão (determinação do teor de cada 

substância), exatidão e limites de detecção (sensibilidade) e de quantificação (menor 

concentração que pode ser quantificada com precisão e exatidão) (ANVISA, 2003). 

Para a avaliação do desempenho da curva de calibração, utilizou-se o 

parâmetro analítico Linearidade, que corresponde à capacidade do método em 

fornecer resultados diretamente proporcionais à concentração da substância em 

exame, dentro de uma determinada faixa de aplicação (RIBANI et al., 2004). 

Para a construção da curva analítica, preparou-se uma solução mãe 

metanólica de tretinoína. Pesou-se exatamente, cerca de, 0,025g de tretinoína e 

transferiu-se para balão volumétrico de 25 mL, completou-se o volume com metanol 

e solubilizou-se em ultrassom por 3 minutos. Obteve-se assim, uma solução-mãe 1 

(SM1) na concentração de 1000 µg/mL. Retirou-se uma alíquota de 2500 µL da SM1 

e transferiu-se para balão volumétrico de 25 mL, completando o volume com 

metanol e agitando mecanicamente para a solubilização. Obteve-se a solução-mãe 2 

(SM2) na concentração de 100 µg/mL. 

Preparou-se as diluições com os seguintes pontos de concentração: 0,25; 0,5; 

1; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15 e 17,5 µg/mL completando-se os balões volumétricos com 

o meio receptor (PBS pH 7,4:etanol) nas proporções de 70:30 (v/v).  

Após a preparação das soluções-padrão diluídas, representativas dos pontos 

das curvas, foram injetadas no cromatógrafo. As médias das áreas absolutas dos 

picos correspondentes a cada concentração do padrão foram plotadas em gráfico de 

Área versus Concentração (Figura 42). 
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Figura 42: Curva-padrão para quantificação de TTN em PBS pH 7,4:etanol (70:30). 
 

Pode-se observar, pela curva construída e pela análise de regressão, a 

relação linear entre as áreas sob os picos e as concentrações de TTN, no intervalo 

proposto de 0,25 a 17,5 µg/mL. Através do método dos mínimos quadrados, foi 

possível determinar a equação da reta representativa da linearidade (y = 619489x - 

126149) e pelo estudo da regressão linear, o coeficiente de correlação (r2 = 0,9993). 

O coeficiente de determinação (r2) obtido foi 0,9993, indicando que 99,93% da 

variação no eixo de y é explicada pela variação no eixo de x, e, consequentemente, 

há uma boa correlação ou linearidade na curva dentro da faixa de concentração 

proposta. 

Para a determinação do coeficiente de correlação, intersecção 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 analítico para quantificação da TTN no 

meio receptor 

Fonte de 

variação 
GL SQ Variância F calculado F tabelado 

Entre 9 4,16476E+14 4,62751E+13 738,6960* 2,39 

Regressão 

linear 

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

Desvio de 

linearidade 

8 2,74E+11 34257081812 0,5469 2,45 

Resíduo 20 1,25289E+12 62644317606   

Total 29 4,17729E+14    

*Significativo para p < 0,05. 

 

Através da análise de variância, pode-se verificar regressão linear significativa 

e desvio da linearidade não significativo (p > 0,05), observados nos valores de 

Fcalculado, comparados aos valores de Ftabelado. 

Os limites de detecção e de quantificação foram determinados através dos 

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

 

LD = 0,076 µg/mL 

LQ =  0,223 µg/mL 

 

As precisões intra e inter-dia foram determinadas com 3 soluções-amostra de 

10 µg/mL. Estas soluções foram injetadas, em triplicata, 2 no mesmo dia e 1 em dia 

diferente, através de CLAE (Shimadzu®), pela mesma metodologia aplicada para a 

curva-padrão. Foram determinados os desvios-padrão e os coeficientes de variação 

(CV %) intra e inter-dia (Tabela 24). 
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Tabela 24: Avaliação dos coeficientes de variação (CV %) da repetibilidade intra e 

inter-dia do método analítico para quantificação no meio receptor (n = 9) 

Solução-amostra Precisão intra-dia (%) Precisão inter-dia (%) 

 

TTN (10 µg/mL) 

 

2,34 0,24 

 

Os valores dos coeficientes de variação indicam que a precisão do método 

está dentro das normas estabelecidas oficialmente, que preconizam limite máximo 

de 5 % (ICH, 2005; ANVISA, 2003). 

A especificidade foi determinada através da análise do cromatograma obtido a 

partir de amostras contendo tampão PBS e etanol. A Figura 43 apresenta o 

cromatograma obtido e demonstra não haver interferentes no tempo de retenção do 

pico do fármaco. 

 

 

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

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) que foram calculados 

matematicamente através da relação entre o desvio padrão da curva padrão e sua 

inclinação, conforme as equações (ICH, 2005) (Equação 2) e (Equação 3) 

apresentaram concentrações de 0,08µg/mL e 0,24 µg/mL respectivamente. 

Quanto a exatidão do método proposto, de acordo com as normas do ICH 

(International Conference on Harmonization) (2005), a exatidão pode ser inferida 

desde que a precisão, linearidade e especificidade sejam estabelecidas. Sendo 

assim, pode-se afirmar que o método proposto é exato, visto que estes três 

parâmetros foram avaliados.  
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8.3 Certificado de Análise do insumo nanoestruturadoNanoVit C – Lote 3060 
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8.4 Informe Técnico do insumo nanoestruturado NanoVit C 
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8.5 Bula do Vitacid (componetes creme e gel) 

 


