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RESUMO

O envelhecimento cutaneo ¢ um processo fisioldgico que sofre influéncia de fatores
externos como polui¢do ambiental, condi¢des climéticas, e principalmente, exposicao excessiva
aradiagdo ultravioleta. Nessa perspectiva, a utilizagdo de produtos cosméticos contendo agentes
antioxidantes como as vitaminas A e C e seus derivados ¢ promissora. O acido retindico tem a
capacidade de promover a renovagao celular e reduzir hiperpigmentagao e enrugamento, € o
tetraisopalmitato de ascorbila atua como hidratante cutidneo, além de reduzir a
hiperpigmentagao causada pela radiagao ultravioleta B. Os cosméticos em filmes caracterizam-
se como uma inovag¢do na tecnologia de cosméticos tendo em vista sua facilidade de utilizacao,
praticidade e comodidade. As nanocapsulas poliméricas atuam como carreadores de substancias
ativas e apresentam as vantagens de prote¢ao, liberacao controlada e redugdo de irritagao local.
Sendo assim, este trabalho tem como objetivo desenvolver filmes poliméricos contendo
nanocépsulas poliméricas de 4cido retindico e tetraisopalmitato de ascorbila para aplicagdo
como mascaras faciais. Primeiramente, foram desenvolvidas duas metodologias analiticas em
cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificar as substancias ativas, apos as
nanocépsulas obtidas foram desenvolvidas pelo método de deposigdo interfacial do polimero
pré-formado e os filmes poliméricos foram obtidos apds o processo de secagem em estufa a
vacuo a 40 °C por 24 horas. Além disso, o potencial irritativo das suspensdes e dos filmes foram
avaliados em membrana coério-alantdéide de ovo embrionado (HET-CAM). As suspensoes de
nanocépsulas continham 0,5 mg/mL de tetraisopalmitato de ascorbila e acido retindico e
apresentaram diametro médio de 148+2,08 nm e baixo indice de polidispersdo e potencial zeta
de -7,4+0,62 mV. Os teores obtidos foram de 98,8+4,59% para o tetraisopalmitato de ascorbila
e 102,02+0,02% para o acido retinodico. A eficiéncia de encapsulacdo para ambas as substancias
foi de 100%. Os filmes inovadores desenvolvidos apresentaram caracteristicas satisfatorias
quanto aos parametros relacionados a textura, flexibilidade e homogeneidade visual, além de
proporcionarem uma recuperacao do perfil de distribuicdo nanométrico nas avaliagdes por
diversas técnicas analiticas. As formulacdes contendo as substancias ativas nanoencapsuladas
foram classificadas como “ndo irritantes”, ja as formula¢des contendo as substincias ativas na
forma de nanoemulsdes foram classificadas como “irritacdo fraca” e os filmes como “irritacao
moderada”. Sendo assim, os filmes poliméricos contendo as suspensdes de nanocépsulas

desenvolvidos apresentaram resultados promissores para a utilizagdo como mascaras faciais.

Palavras-chave: acido retindico, envelhecimento cutaneo, filmes poliméricos, nanocépsulas e

tetraisopalmitato de ascorbila.



ABSTRACT

Skin aging is a physiological process controlled by natural factors, such as
environmental, climatic conditions, and specially, excessive exposure to ultraviolet radiation.
In this perspective, the use of products such as antioxidants like vitamins A and C and their
derivatives is promising. Retinoic acid has the ability to promote cell renewal and reduce
hyperpigmentation and wrinkling, and ascorbyl tetraisopalmitate acts as a cutaneous
moisturizer, besides reducing skin hyperpigmentation by ultraviolet B radiation. Film cosmetics
are characterized as an innovation in cosmetic technology due to its ease of use, practicality and
convenience. Polymeric nanocapsules act as carriers of active substances and exhibit the
advantages of protection, controlled release and reduction of local irritation. Thus, this work
aims to develop polymeric films containing retinoic acid and ascorbyl tetraisopalmitate loaded
polymeric nanocapsules for application as facial masks. Firstly, two analytical methodologies
were developed in high performance liquid chromatography to quantify the active substances,
after the nanocapsules obtained were developed by interfacial deposition of preformed polymer
and the polymeric films were obtained after the drying process in a vacuum oven at 40 ° C for
24 hours. In addition, the irritative potential of suspensions and films was evaluated on Hen’s
Egg Chorionallantoic Membrane (HET-CAM). Nanocapsule suspensions contained 0.5 mg/mL
ascorbyl tetraisopalmitate and retinoic acid and displayed a mean diameter of 148 + 2.08 nm,
low PDI and zeta potential of -7.4 + 0.62 mV. The contents were 98.8 + 4.59% for ascorbyl
tetraisopalmitate and 102.02 + 0.02% for retinoic acid. Encapsulation efficiency was close to
100% for both substances. The innovative films developed presented satisfactory characteristics
regarding the parameters related to texture, flexibility and visual homogeneity, besides
providing a recovery of the nanometric distribution profile in the evaluations by various
analytical techniques. Formulations containing nanoencapsulated active substances were
classified as "non-irritating", and formulations containing active substances in the form of
nanoemulsions were classified as "mild irritation" and films as "moderate irritation". Thus, the
polymeric film containing the polymeric nanocapsules developed showed promising results for

use as facial masks.

Keywords: ascorbyl tetraisopalmitate, nanocapsules, polymerics films, retinoic acid and skin

aging.
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1. INTRODUCAO

A pele ¢ o maior e mais externo 6rgao do corpo e devido a sua composicao quimica e
organizagdo estrutural, atua como uma barreira protetora entre 0 meio interno e externo,
protegendo contra choques mecanicos, agentes quimicos, perda de fluidos por desidratacdo,
penetrag¢do de microrganismos, radiacdes, além de regular a temperatura e transmitir estimulos
nervosos. A pele ¢ organizacionalmente estruturada em epiderme, derme e hipoderme. A
epiderme ¢ uma camada com constante estratificacdo e renovagao celular, responsavel pela
protecdo adaptativa, imunologica, quimica, fisica e bioquimica da pele. Subdivide-se em
diferentes camadas, come¢ando pela camada basal e passando pelas camadas espinhosa,
granulosa e lucida (presente apenas nas palmas das maos e solas dos pés) até chegar na camada

cornea (Bolzinger et al., 2012).

A derme ¢ uma matriz de tecido conjuntivo altamente vascularizada, com nervos, vasos
sanguineos e linfaticos, composta por proteinas fibrosas como colageno, elastina e reticulina.
Ainda, possui uma alta quantidade de foliculos pilosos e glandulas sebaceas e sudoriparas, além
de conter células como fibroblastos e macrofagos. Subdivide-se em derme superficial e derme
profunda e tem func¢do de transporte de nutrientes a epiderme, sustentacao e eliminagao de
produtos de degradagdo ou tecido lesado. A hipoderme ¢ a camada mais profunda da pele e é
constituida por tecido adiposo, oferecendo protecdo térmica e contra choques mecanicos, além

de servir como estoque de energia (Baroni et al., 2012; Bolzinger et al., 2012).

A pele ¢ uma via de administracdo de farmacos devido as suas caracteristicas gerais e
inimeras vantagens como possibilidade de redugdo dos efeitos sistémicos, agdo local
especifica, redug¢ao dos efeitos adversos, modulagao dos intervalos de administragdo devido a
grande superficie disponivel e distribui¢do transdérmica. No entanto, a func¢ao de barreira das
camadas da pele acaba interferindo na permeabilidade dessa via. Além disso, deve-se considerar
ainda as diferentes formas de absor¢do dérmica que sdo divididas em penetragdo, permeacao e

absor¢ao (Guterres et al., 2007; Bolzinger et al., 2012; Jepps et al., 2013).

O envelhecimento cutaneo € um processo fisiolégico que acomete a todos os seres vivos
naturalmente caracterizado por alteracdes bioquimicas, morfologicas e funcionais da pele.
Devido ao acamulo de alteracdes sofridas ao longo dos anos, ocorre o aparecimento de marcas
caracteristicas do envelhecimento cutaneo, sendo essas permanentes. Esse processo pode ainda

ser intensificado pela exposicdo excessiva a radiacdo ultravioleta ou a agentes irritantes
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cutaneos, o que leva a um aumento da producao de radicais livres, de modo que o corpo nao
consegue neutralizar naturalmente essas espécies. Dessa forma, surgem os sinais clinicos na
pele, como afinamento da espessura, ressecamento, palidez, enrugamento e eritema. Ocorre
também uma reducdo de queratinocitos presentes na pele, consequentemente levando a um
afinamento na epiderme que prejudica suas fungdes (Varani et al., 2000; Wagemaker et al.,

2017).

Existem diversas substancias ativas utilizadas nos cuidados da pele. Tendo em vista as
caracteristicas cutaneas e os fatores envolvidos no envelhecimento cutdneo, a pesquisa por
formulagdes de uso cosmético envolvendo a utilizagdo de vitaminas como antioxidantes esta
em crescente aumento, pois essas atuariam diminuindo os danos causados pela radiagao UV,
restaurando uma camada de pele saudavel (Gaspar e Maia Campos, 2007) e ajudariam a
neutralizacdo de radicais livres, aumentando a resisténcia ao estresse oxidativo e atenuando os
sinais de envelhecimento da pele (Wagemaker et al., 2017). Nas formulagdes de uso topico
antienvelhecimento, os antioxidantes mais utilizados sdo as vitaminas A, C, E e seus derivados
esterificados, por possuirem um grande potencial de protecdo contra radiacao ultravioleta
(Gaspar e Maia Campos, 2007). Além disso, sabe-se que a associacdo das vitaminas A e C em
formulagdes para aplicagdo dérmica pode reverter algumas alteragdes cutdneas como
espessamento, alteracdes histologicas, enrugamento e desidratagdo cutdnea que foram causadas
pelo envelhecimento intrinseco da pele ou pela exposi¢cdo aos raios ultravioletas (Seité et al.,

2005).

O acido ascorbico possui acao antioxidante, regula a producdo de colageno e atua na
protecao frente as modificagdes induzidas por UV, no entanto ¢ muito instavel na sua forma
pura sendo susceptivel a degradagcdo em altas temperaturas, umidade e luz (Novakova et al.,
2008). Em contrapartida, os seus derivados esterificados quimicamente contornam esse
problema, como € o caso do tetraisopalmitato de ascorbila (Gaspar e Maia Campos, 2007). Esse
derivado ¢ uma forma hidrofébica e ndo oxidavel da vitamina C que tem a capacidade de reduzir
danos celulares causados pelas radiagdes UVB, reduzindo também a pigmentagao causada por

essas radiacdes (Gianeti et al., 2012).

O acido retindico ou tretinoina ¢ um metabolito ativo da vitamina A e ¢ utilizado
topicamente na pele para tratamento de acne vulgar, ictiose (conjunto de doengas de pele seca,
escamosa ou espessa), psoriase (escamas ou manchas que causam coceira) € neoplasias. No

entanto, algumas desvantagens ja foram vistas em formulagdes que contém &cido retindico,
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como por exemplo, baixa solubilidade e fotoinstabilidade, levando a casos de irritagdo da area

tratada (Rigopoulos et al., 2004; Ourique et al., 2008).

A evolugdo da tecnologia tem permitido a producdo de formulagdes cosméticas mais
eficazes e estaveis, visando diminuir os efeitos adversos e promover uma melhor performance
dos produtos cosméticos. Nesse sentido, a nanotecnologia ¢ uma area promissora tendo em vista
suas vantagens, como direcionamento e controle da liberagao de farmacos e substancias ativas,
contribuindo para uma melhor biodisponibilidade, eficacia, redugao da dose terapéutica e
toxicidade, além de proteger o firmaco de possiveis degradagdes (Contri et al., 2014; Frank et

al., 2014).

O mercado cosmético €¢ um ramo que segue em constante crescimento, buscando sempre
a renovacao dos produtos de beleza para atender as exigéncias dos consumidores. Tendo em
vista os padroes de vida estabelecidos quanto a questdes de aparéncia pessoal, aumento da
expectativa de vida, rotinas de trabalho e busca por praticidade, a pesquisa por formulagcdes
cosméticas que sejam de facil utilizagdo e que atendam as expectativas dos consumidores
quanto aos cuidados com a pele ganhou grande espaco. Um exemplo dessas formulagdes
inovadoras s3o os cosméticos na forma de filme. Por serem formulagdes de dose Unica, faceis
de usar e leves de transportar, os filmes poliméricos estdo sendo intensamente pesquisados para

utilizacdo como mascaras faciais (Sanfelice & Truiti, 2010).

Sabendo que as nanocapsulas poliméricas atuam como carreadores de substincias
ativas, em especial substancias lipofilicas, e sdo capazes de controlar a permeagao do ativo na
pele (Guterres et al., 2007), a nanoencapsulacao do tetraisopalmitato de ascorbila e acido
retindico, assim como sua posterior incorpora¢gdo em produtos cosméticos no formato de filme
para utilizagdo como mascara facial, visando a prevencdo do envelhecimento cutaneo, podera
levar a formacao de um sistema reservatorio na superficie da pele com controle da liberagao
das substancias ativas € modulagao da penetragao/permeacao cutanea dos mesmos, assim como

diminuicdo dos efeitos adversos.



15

OBJETIVOS

2.1. Geral

Desenvolver filmes poliméricos contendo nanocapsulas poliméricas de acido retindico e

tetraisopalmitato de ascorbila para uso cutaneo.

2.2. Especificos

Desenvolver e caracterizar suspensdes de nanocapsulas poliméricas contendo 4cido
retinodico e tetraisopalmitato de ascorbila;

Desenvolver filmes poliméricos contendo as nanocéapsulas obtidas;

Desenvolver e validar metodologia analitica utilizando a técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) para quantificar as substancias ativas cosméticas;

Avaliar a seguranca das formulagdes desenvolvidas em teste de HET-CAM.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Pele

A pele ¢ um 6rgao complexo do corpo humano devido a sua organiza¢do anatomica e
composi¢ao quimica, que desempenha diversas funcdes. Sua estrutura fornece cobertura
externa para toda a superficie do corpo, sendo que nela estdo presentes as glandulas sudoriparas
e sebaceas, além dos pelos. Sua principal atividade ¢ atuar como barreira fisica contra invasao
de agentes externos, além de atuar como barreira defensiva contra choques mecéanicos e agentes
quimicos, protecao contra radiagdo UV, regulagdo térmica, transmissao de estimulos nervosos
e manutencao da hidratagdo. Adicionalmente, a pele ¢ uma porta de entrada de substancias por
diferentes mecanismos como a penetragao, que consiste na entrada de uma substancia ativa em
uma camada especifica da pele. A permeacdo ¢ a passagem da substincia pelas diferentes
camadas da pele, tanto funcional como estruturalmente. J4 a absor¢ao ¢ a entrada de uma
substancia na corrente sanguinea (Baroni et al., 2012; Bolzinger et al., 2012; Jepps et. al, 2013;

Prow et al., 2011).

A pele ¢ dividida em epiderme, derme e hipoderme. A epiderme € o epitélio mais externo e
sofre constante renovacdo sendo constituido predominantemente por células diferenciadas
denominadas de queratindcitos, que sdo responsaveis pela sintese de lipideos e proteinas ao
longo de sua maturagdo, que compdem a estrutura da pele. Além dos queratinocitos, encontram-
se na epiderme linfécitos, melanocitos, células de Langerhans e Merkel. Este epitélio ¢
subdividido em camada basal, espinhosa, granular, lucida (apenas nas palmas das maos e solas
dos pés) e estrato corneo, o qual ndo possui células metabolicamente ativas (Baroni et al., 2012).
Na camada basal, encontram-se as células responsaveis pela formagdo das demais camadas da
pele e renovagdo constante da epiderme. Nesta camada ocorrem as divisdes celulares,
proporcionando a diferenciagdo celular ¢ a migracdo das células para as camadas mais
superiores. O processo de diferenciacdo dos queratinocitos se encerra quando sdo formadas as
células escamosas planas e anucleadas que constituem o estrato corneo, denominadas de
corneocitos. Os cornedcitos estdo dispostos em 18 a 20 camadas e sdo circundadas por uma
matriz lipidica sendo constituidos por filamentos de queratina que por sua vez sao envoltos por

um envelope cornificado (Baroni et al., 2012; Cevc, 2004).

A derme ¢ uma camada altamente vascularizada, com fibras elésticas e de coldgeno em seu
tecido conjuntivo, possuindo também uma rede de vasos sanguineos, localizada logo abaixo da

epiderme. Nessa camada se encontram os foliculos pilosos e as glandulas sebaceas e
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sudoriparas, além de fibroblastos, responsaveis pela renovacdo da matriz extracelular e
macrofagos, responsaveis por fagocitar os tecidos danificados e material estranho (Baroni et

al., 2012; Bhushan, 2012)

A hipoderme ¢ a camada localizada na regido mais interna da pele. Sua composicdo ¢
basicamente de células de adipécitos, sendo por isso, responsavel pelo isolamento térmico,

armazenamento € metabolizagdo de energia e prote¢ao mecanica (Baroni et al., 2012).

3.2. Envelhecimento cutineo

O envelhecimento cutdneo ¢ um processo natural que acomete a todos os seres vivos com
o decorrer dos anos, podendo gerar alteragdes perceptiveis ou ndo. Muitos sdo os fatores que
influenciam diretamente o envelhecimento cutaneo, podendo ser fatores extrinsecos como a
exposicdo aos raios ultravioleta, polui¢do ambiental, medicamentos, qualidade de vida,
tabagismo, alimentacgdo, condi¢des climaticas e algumas doengas, ou fatores intrinsecos como
a genética, cor da pele, fatores hormonais ou mutagdes espontaneas. Todos os seres humanos
podem estar expostos diariamente a todos esses fatores, os quais influenciam de forma decisiva
no aceleramento do envelhecimento cutaneo por terem efeito cumulativo (Maia Campos et al.,

2008; Varani et al., 2000; Wagemaker et al., 2017).

Os raios ultravioleta s3o os agentes que mais agravam os sinais visiveis do
envelhecimento cutaneo. A exposicao didria sem a utilizacdo de protecao adequada a que as
pessoas estio sujeitas, mesmo que moderada, ao longo dos anos ¢ uma ameaga potencial para
o aparecimento de sinais de envelhecimento visiveis na pele. Os raios solares nocivos sio
divididos em ultravioleta A (UVA) com comprimentos de onda entre 320-400 nm, ultravioleta
B (UVB) com comprimentos de onda entre 290-320 nm e ultravioleta C (UVC) com
comprimentos de onda entre 100-290 nm (Benny, 2003; Maia Campos et al., 2008; Buchli,
2002; Wagemaker et al., 2017).

A exposi¢ao aos diferentes tipos de radiacdao ultravioleta promove a producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), também chamados de radicais livres, que quando em
grande quantidade, tem sua neutralizacdo pelo corpo dificultada. Como consequéncia, a
presenca dos radicais livres em excesso promove uma desnaturagdo de proteinas, peroxidacao
lipidica e dano oxidativo ao DNA, gerando o aparecimento de alteracdes fisiologicas e
bioldgicas como eritema, edema, enrugamento, fotoenvelhecimento, hipersensibilidade,
anormalidades de queratinizagdo, ressecamento, hiperpigmentacdo e flacidez (Wagemaker et

al., 2017).
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3.3. Vitaminas

A relacdo entre saude e vitaminas ja é conhecida e determinada h4d muito tempo. No entanto,
a utilizagdo dessas substancias ativas em formulagdes para aplicagdo cutdnea ¢ recente,
corroborando o crescente aumento das pesquisas na area da cosmetologia, juntamente com um
maior entendimento dos mecanismos de permeabilidade de substincias através da pele.
Atualmente, sabe-se que a utilizagdo topica de vitaminas isoladas ou em associagdo promove
beneficios na prevencao e tratamento de processos caracteristicos do envelhecimento cutaneo

como ressecamento, queratinizagdo e enrugamento (Leonardi et al., 2002).

3.3.1. Tetraisopalmitato de ascorbila

O tetraisopalmitato de ascorbila (Figura 1) € um precursor lipossoluvel e ndo oxidavel
da vitamina C, utilizado com o intuito de contornar as desvantagens e limitagdes do seu
derivado, como réapida oxidagao quando exposta ao ar e penetragdao deficiente na pele devido
sua caracteristica hidrofilica (Machado et al., 2016). Sua absor¢do ocorre na epiderme e apos
sofrer hidrolise libera o acido ascorbico que possui muitas fungdes na manutencdo das

caracteristicas da pele.

O tetraisopalmitato de ascorbila atua diretamente na hidratagdo cutinea prevenindo
danos associados com o ressecamento da pele, assim como o envelhecimento cutdneo. Além
disso, possui a capacidade de diminuir o dano celular induzido pela radiagao ultravioleta B,
reduzindo a hiperpigmentagao associada a exposi¢ao a essa radiacao (Ochiai et al., 2006; Maia

Campos et al., 2008).

Figura 1. Formula estrutural do tetraisopalmitato de ascorbila.

O acido ascorbico ¢ uma vitamina hidrossoltivel muito instavel sendo susceptivel a

oxidagdo em situagdes de aumento de temperatura, mudangas de pH, exposi¢ao a luminosidade
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ou contato com enzimas ou ions metalicos (Novakova et al., 2008). Sua eficacia no tratamento
do envelhecimento cutdneo ¢ atribuida ao seu grande potencial antioxidante atuando
diretamente na diminui¢ao dos radicais livres formados por agentes enddgenos ou exogenos,
que possuem a capacidade de provocar danos severos ao DNA (Gaspar e Maia Campos, 2007).
Além disso, o 4cido ascorbico € um co-fator essencial na sintese e regulacdo do coldgeno tipo
I e tipo III presente na pele, promovendo também a sintese de inibidores de metaloproteinases,
responsaveis pela degradacao da matriz extracelular, reduzindo a degradacao do colageno da

pele. (Farris, 2005; Gaspar e Maia Campos, 2007).

3.3.2. Acido retinéico

A classe dos retindides inclui compostos muito importantes e muito utilizados no
tratamento de diferentes tipos de lesdes cutaneas. No entanto, sdo substancias que possuem uma
grande limitagcdo no seu uso devido a sua sensibilidade frente a radiagdo ultravioleta (Guénin e

Zatz, 1995 ).

O 4cido retinodico (Figura 2) (4cido all-trans-retindico ou tretinoina) ¢ um produto da
metabolizagdo da vitamina A, sendo a principal forma ativa biologicamente natural. Juntamente
com a isotretinoina, faz parte da primeira geracao dos retindides e sofre degrada¢ao muito facil
quando exposto a temperaturas elevadas, ar e luz (Yamaguchi et al., 2005; Rigopoulos et al.,

2004; Carlotti et al., 2002; Ourique et al., 2008).

O 4cido retindico atua promovendo a renovagdo celular nos foliculos epiteliais e
acelerando a liberagdo de cornedcitos. Com isso, ocorre a normalizacdo da queratinizacao,
diminuindo e inibindo a formacdo de novos comeddes (Rigopoulos et al.,2004), sendo,

portanto, o agente comedolitico de uso topico mais efetivo (Brown e Shalita, 1998).

Além de atuar nos processos de desordens de queratinizagdo, o 4cido retindico aplicado
topicamente ¢ efetivo no tratamento de lesdes cutaneas como acne, psoriase e alteragdes
cutaneas como enrugamento, flacidez e hiperpigmenta¢ao causadas pelo envelhecimento
cutaneo. No entanto, a aplicagdo topica do acido retindico pode provocar reagdes adversas
como irritagcdo local, eritema, inflamagdo, ressecamento e descamagdo da pele, queimacao e
sensibilidade solar, sendo necessaria a utilizagao de protetores solares (Webster, 1998; Kligman

et al., 1986; Yamaguchi et al., 2005).
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Figura 2. Formula estrutural do &cido retindico.

3.4. Nanotecnologia

Muito tem sido investido no aperfeicoamento da permeacdo de substancias ativas e
farmacos através da pele por essa ser uma barreira muito bem estruturada e de dificil penetragao.
Dessa forma, a pesquisa por diferentes carreadores que consigam controlar a liberagdo de
farmacos no local de agdo, direcionar os ativos para as camadas mais profundas da pele,
modificar as caracteristicas fisico-quimicas da pele, ter alta capacidade de transporte, otimizar
a velocidade de cedéncia e diminuir a concentracdo administrada das substancias, ¢ uma area

que estd em constante e evolugao (Schaffazick et al., 2003).

Dentro dessa perspectiva, os sistemas nanoestruturados destacam-se como carreadores
devido ao seu pequeno tamanho, menor que 1 um de didmetro, pois apresentam uma extensa
area superficial. Ha diferentes tipos de sistemas nanoestruturados destacando-se as
nanoparticulas poliméricas, que podem ser divididas em nanocédpsulas ou nanoesferas,
dependendo da sua composicao. As nanocapsulas sao particulas formadas por um nucleo oleoso
circundado por uma parede polimérica, podendo o farmaco estar adsorvido nessa parede e/ou
dissolvido no nucleo. Diferentemente, as nanoesferas, devido a auséncia de 6leo, apresentam
uma organizac¢ao matricial dos polimeros em sua composi¢do, em que o farmaco pode estar

tanto retido quanto adsorvido (Guterres et al., 2007; Schaffazick et al., 2003; Prow et al., 2011).

Os sistemas nanoestruturados, em especial as nanocapsulas, vém estudadas para aplicacao
cutanea dermatologica e cosmética devido a sua capacidade produzir formulagdes cosméticas
mais estaveis e eficazes, contornando os problemas limitantes referentes as propriedades fisico-
quimicas de substancias ativas e farmacos, além de serem capazes de promover uma maior
permeacdo na pele (Bonina et. al, 2001). O aumento da permeacao esta relacionado ao fato de
que as nanoestruturas aderem fortemente ao estrato corneo, possuem a capacidade de alterar a
atividade da substancia e por serem capazes de modular a difusao transdérmica (Cevc, 2004;

Contri et. al 2016).
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Devido ao seu pequeno tamanho, as nanocéapsulas sdo utilizadas como carreadores de
farmacos e substancias ativas de uso cosmético visando o aumento do indice terapéutico com
consequente reducao de efeitos adversos e toxicidade, transposi¢do das caracteristicas fisico-
quimicas das substancias, controle da libera¢ao, aumento da biodisponibilidade, prote¢ao frente
a degradagao fisica ou quimica, além de serem capazes de carrear eficientemente substancias
lipofilicas de interesse em formulagdes cosméticas (Contri et al., 2015; Guterres et al., 2007;

Schaffazick et al., 2003).

3.5. Filme

O aumento da expectativa de vida aliado a preocupacdo com a aparéncia pessoal, satde e
bem-estar, assim como a tentativa de atingir os padrdes de beleza e ser bem visto no ambiente
de trabalho impulsiona a industria cosmética a estar em constante pesquisa e desenvolvimento
por produtos que consigam suprir as demandas do mercado. Nesse contexto, formulagdes
cosméticas na forma de filmes para serem utilizadas como madscaras faciais representam um
campo novo no mercado que estd ganhando grande destaque devido as vantagens dessas
formulacdes como transporte facilitado e seguro, dosagem unica, peso reduzido, facilidade de

uso e praticidade (Sanfelice & Truiti, 2010).

Formulag¢des farmacéuticas na forma de filme j4 vém sendo utilizadas por representarem
potenciais vetores para a liberagdo controlada de substancias ativas. Diferentes polimeros ja
foram utilizados para a obten¢do de filmes, como, por exemplo, alcool polivinilico,
hidroxipropilmetilcelulose, Pullulan, quitosana, polivinilpirrolidona, carbdmeros, dentre outros
(Sievens-Figueroa et. al, 2012; Sanfelice & Truiti, 2010; Garrastazu et al., 2014; Llabot et al,
2004; Contri et al., 2016). Esses filmes sdo utilizados como formulagdes no tratamento de
queimaduras ou lesdes na pele, como revestimento de formulagdes sélidas orais, como filmes
de aplicagdo bucal, controlando a liberacdo dos ativos ou até mesmo como embalagens em

produtos comestiveis (Sanfelice & Truiti, 2010; Garrastazu et al., 2014).

Os filmes poliméricos sdo vantajosos quando comparados a outras formas farmacéuticas
como liquidos e semi-solidos devido a sua grande area superficial, fixagdo na area de aplicacao
desejada e prevencdo da perda de agua (Sievens-Figueroa et. al, 2012; Drago et al., 2010;
Garrastazu et al., 2014). Ainda, como formulac¢ao cosmética, representam um produto inovador

devido as suas vantagens quando comparadas as formulagdes cosméticas tradicionais.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais

4.1.1. Solventes e outros

Os solventes utilizados foram de grau analitico.

Metanol (Tedia®);

e Alcool isopropilico (Tedia®);
e Acetonitrila (Tedia®);

e Etanol (P.A) (Neon);

e Acetona (P.A) (Neon);

e Acido acético glacial (Neon);
e Agua ultrapurificada,

e Unidade filtrante Millipore® Millex — HV Hydrophilic PVDF 0,45 um.

4.1.2. Equipamentos e Acessorios

e Balanca analitica Bel engineering®;

e Placa de aquecimento e agitagdo Velp Scientifica®;

e Rotaevaporador Buchi®;

e Cromatografo Liquido Shimadzu Bomba LC — 20AT, Autoinjetor SIL — 20AMT,
Detector UV SPD — 20A;

e Estufa a vacuo Tecnal, modelo TE- 395;

e Coluna LiChrospher® RP-C18 (250 mm x 4,6 mm, Sum);

e Potencidmetro digital Digimed -DM22;

e Chocadeira elétrica ChocMais;

e (Centrifuga Sigma;

e Micro centrifuga ServyLab;

e NanoSight LM 10;

e Mastersiser® 2000, Malvern,

e Zetasizer nano-ZS modelo ZEN 3600, Malvern, EUA.

4.1.3. Matérias-Primas
e Poli(s-caprolactona) 14000 (Sigma-Aldrich®);
e Monoestearato de sorbitano (Sigma-Aldrich®);

e Triglicerideos dos 4cidos caprico/caprilico (Delaware®);



a-bisabolol (Delaware®);

Polissorbato 80 (Sigma-Aldrich®);

Acido retindico (TRC Canada);
Tetraisopalmitato de ascorbila (TRC Canada);
Hidroxipropilmetilcelulose (Colorcon®);
Alcool polivinilico (Aksy);
Polivinilpirrolidona (Synth®);
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Glicerina (Synth®);

e D-pantenol (Delaware®)

4.2. Métodos Analiticos

4.2.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para realizar a quantificacdo das substincias ativas nas formulagdes propostas, foi

necessario desenvolver e validar duas diferentes metodologias analiticas de quantificagdo, uma

para cada ativo. Os parametros utilizados no processo de validacdo (exatiddo, linearidade,

precisao e especificidade do método analitico) estdo em consonancia ao exigido pela RDC

166/2017 (Brasil, 2017).

4.2.1.1. Tetraisopalmitato de ascorbila

Para o tetraisopalmitato de ascorbila, diferentes condi¢cdes foram analisadas conforme

descrito na Tabela 1:

Tabela 1. Pardmetros avaliados para otimizagdo de metodologia de quantificagdo do

tetraisopalmitato de ascorbila.

Fase estacionaria

Coluna LiChrospher® RP-C18 (250

mm X 4,6 mm, Spum)

Modo

Fase reversa

Fase movel

Metanol:Isopropanol (25:75)
Acetonitrila:Isopropanol (45:55)
Acetonitrila:Isopropanol (25:75)

Método

Isocratico

Vazao

0,8 mL/min

1,0 mL/min




222 nm
Comprimento de onda
254 nm
Volume de injeciao 60 uL
Isopropanol

Acetonitrila:Isopropanol (45:55)
Solu¢ao padrao o
Acetonitrila:Isopropanol (25:75)

Metanol:Isopropanol (25:75)

Isopropanol
Acetonitrila:Isopropanol (1:1)
Acetonitrila:Isopropanol (70:30)
Acetonitrila:Isopropanol (30:70)
Acetonitrila:Isopropanol (60:40)
Acetonitrila:Isopropanol (40:60)

Solu¢des de trabalho
Acetonitrila:Isopropanol (75:25)
Acetonitrila:Isopropanol (25:75)
Acetonitrila:Isopropanol (45:55)
Metanol:Isopropanol (25:75)
Metanol:Isopropanol (75:25)

Metanol:Isopropanol (1:1)

ApOs a anélise dos parametros citados anteriormente, os que foram definidos como

ideais para a metodologia analitica estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros utilizados para validagdo de metodologia do tetraisopalmitato de
ascorbila.

Fase estacionaria Coluna LiChrospher® RP-C18 (250
mm X 4,6 mm, S5pum)
Modo Fase reversa
Fase mével Metanol:Isopropanol (25:75)
Método Isocréatico
Vazao 0,8 mL/min
Comprimento de onda 222 nm
Volume de injeciao 60 uL

Solucio padrao Isopropanol
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Solu¢io de trabalho Metanol:Isopropanol (25:75)

4.2.1.1.1. Validacao da metodologia

a) Linearidade, limite de detecgdo e limite de quantificacao

A avaliagdo da linearidade do método analitico foi realizada pela proporcionalidade entre a
concentracdo ¢ a resposta através da obtencao de trés curvas analiticas, pelo célculo do desvio
padrio relativo (DPR%) entre os pontos da curva e pelo coeficiente de correlagio linear (R?)
(Brasil, 2017). Para a preparagdo da solu¢ao padrao foram pesados 10 mg de tetraisopalmitato
de ascorbila e transferidos para baldo volumétrico ambar de 10 mL. Dissolveu-se essa
substancia ativa em isopropanol e completou-se o volume do baldao volumétrico de forma a

obter-se uma concentragao final de 1 mg/mL.

As solugdes de trabalho foram obtidas utilizando-se aliquotas de 75, 150, 225, 300 e 375
uL da solugdo padrao em baldes volumétricos ambar de 10 mL com metanol:isopropanol
(25:75) para completar o volume. Homogeneizou-se as solucdes, obtendo-se dessa forma,
concentragdes de 7,5, 15, 22,5,30 e 37,5 pg/mL. Apds, as solucdes foram filtradas em unidades

filtrantes de 0,45 pm e quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados de acordo com a

IUPAC, na qual foram utilizadas as seguintes equacdes:

33xS 10x S
m m

LD

Onde S ¢ o desvio padrao da leitura de 3 determinacdes € m o coeficiente angular da curva

analitica (Ribani et al., 2004).
b) Precisdo

Para esta avaliagdo, foram obtidas solu¢des de trabalho a partir da pipetagem de 450 pL da
suspensdo de nanocapsulas em baldo volumétrico ambar de 10 mL, obtendo-se assim uma
concentracdo equivalente ao ponto médio da curva de calibragao (22,5 pg/mL) e, completou-se
o volume com metanol:isopropanol (25:75). Levou-se entdo essa solugdo ao sonicador durante
10 minutos, e apds procedeu-se com mais 3 minutos de vortex seguidos por 5 minutos de
centrifuga a 4500 rpm. Esse processo foi realizado em sextuplicata, em dois dias diferentes. As
solucdes foram filtradas em unidades filtrantes de 0,45 um e quantificadas. A precisao foi

calculada a partir do desvio padrdo relativo (DPR%), conforme descrito na RDC 166/2017.
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c) Exatidao

A exatidao corresponde a relacdo entre a concentragdo média determinada
experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente em termos percentuais (Ribani et
al., 2004). Para esta avalia¢do, foram preparadas trés solu¢des padrdes em baldo volumétrico
ambar na concentracdo de 1 mg/mL de tetraisopalmitato de ascorbila dissolvido em
isopropanol, que foram levadas por 10 minutos ao sonicador para completa dissolucao. De cada
solucdo padrdo, foi aliquotado 75, 225 e 375 puL em baldo volumétrico ambar de 10 mL,
obtendo-se concentracdes de 7,5, 22,5 e 37,5 pg/mL. Foram adicionados 450 pL de suspensao
de nanocapsula branca (NC BR) em cada solugdo extratora e completado o volume com
metanol:isopropanol (25:75). Apos, foi feita a homogeneizacao de cada solucdo, seguida da
filtracdo em unidades filtrantes de 0,45 um e quantificagcdo empregando o método analitico

previamente descrito.
d) Especificidade

A especificidade foi realizada com a finalidade de determinar a presenca de interferentes
experimentais. Para a realizacao da especificidade, procedeu-se retirando uma aliquota de 450
puL da NC BR para baldao volumétrico ambar e completando-se o volume com
metanol:isopropanol (25:75). Em seguida, submeteu-se essa solucdo a sonicagdo por 10
minutos, seguidos de 3 minutos de vortex e 5 minutos de centrifuga a 4500 rpm. A solucio
resultante foi filtrada em unidades filtrantes de 0,45 pm e analisada por cromatografia liquida

de alta eficiéncia.
e) Eficiéncia de encapsulagao

A quantidade de tetraisopalmitato de ascorbila encapsulado foi determinada pela técnica
de ultrafiltragdo-centrifugacdo. Para a determinacdo da quantidade livre de substancia ativa
foram pipetados 400 pL da suspensdo de nanocapsulas NC Vit e transferidos para uma unidade
filtrante (Ultrafree Microcon 10000 MW, Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha), que foi
levado a centrifugacdo a 5000 rpm por 600 segundos. Apoés o ultrafiltrado obtido foi
quantificado em cromatdgrafo. A quantidade total de tetraisopalmitato de ascorbila foi
determinada apds total dissolugdo das nanocapsulas com solvente extrator e quantificacdo da

substancia ativa.

A eficiéncia de encapsulac¢do foi calculada (conforme equacdo abaixo) determinando-se

o0 ativo cosmético total (C;) nas nanocéapsulas e o concentrado de ativo na fase continua (Cy).
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x 100

Para o 4cido retindico, diferentes condigdes foram analisadas conforme descrito na Tabela

3:

Tabela 3. Parametros avaliados para otimizagdo de metodologia de quantificacdo do acido

retindico.

Fase estacionaria

Coluna LiChrospher® RP-C18 (250 mm x 4,6 mm,
Sum)

Modo

Fase reversa

Fase movel

Metanol:Solugao de acido acético 1% (90:10)
Acetonitrila:Agua:Acido acético (85:15:1)
Acetonitrila:Metanol:Acido acético:Agua (45:40:1:14)
Metanol:Acido acético 1,8%

Metanol:Solucdo de acido acético 1,8% (98,5:1,5)

Método Isocratico
0,6 mL/min
Vazao 0,8 mL/min
1,0 mL/min
Comprimento de onda 325 nm
Volume de injecao 40 pL
Etanol
Solucio padrao
Metanol

Solucdes de trabalho

Acetonitrila:Metanol (1:1)

Apo6s a analise dos parametros citados anteriormente, os que foram definidos como

ideais para a metodologia analitica estdo apresentados na Tabela 4:
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Tabela 4. Parametros utilizados para validacdo de metodologia do 4cido retinoico.

Fase estacionaria Coluna LiChrospher® RP-C18 (250 mm x 4,6
mm, Spum)
Modo Fase reversa
Fase movel Metanol:Solucdo de acido acético 1,8% (98,5:1,5)
Método Isocréatico
Vazao 0,6 mL/min
Comprimento de onda 325 nm
Volume de injecao 40 pL
Soluc¢io padrao Metanol
Solugao de trabalho Acetonitrila:Metanol (1:1)

4.2.1.2.1. Validacao da metodologia

a) Linearidade, limite de detecgdo e limite de quantificacao

A avaliagdo da linearidade do método analitico foi realizada pela proporcionalidade
entre a concentragdo e a resposta através da obtencao de trés curvas analiticas, pelo calculo do
desvio padrao relativo (DPR%) entre os pontos da curva e pelo coeficiente de correlacdo linear
(R?) (Brasil, 2017). Para a preparagio da solugdo padrio foi pesado 10 mg de 4cido retinoico e
transferido para baldo volumétrico ambar de 10 mL. Dissolveu-se essa substancia ativa em
metanol e completou-se o volume do baldo volumétrico de forma a obter-se uma concentragao

final de 1 mg/mL.

As solugoes de trabalho foram obtidas utilizando-se aliquotas de 25, 50, 75, 100 e 125
uL da solugdo padrao em baldes volumétricos ambar de 10 mL com acetonitrila:metanol (1:1)
para completar o volume. Homogeneizou-se as solugdes, obtendo-se dessa forma,
concentracgoes de 2,5, 5,0, 7,5, 10,0 e 12,5 pg/mL. Apo6s as solucdes foram filtradas em unidades

filtrantes de 0,45 pm e quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Os limites de deteccao e quantificagdo do acido retindico foram calculados conforme

descrito anteriormente para o tetraisopalmitato de ascorbila.
b) Precisao

Para esta avaliagdo, foram obtidas solugdes de trabalho a partir da pipetagem de 150 pL da

suspensdo de nanocapsulas em baldo volumétrico ambar de 10 mL, obtendo-se assim uma
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concentragdo equivalente ao ponto médio da curva de calibragdo e, completou-se o volume com
acetonitrila:metanol (1:1). Levou-se entdo essa solugdo ao sonicador durante 10 minutos, e apos
procedeu-se com mais 3 minutos de vortex seguidos por 5 minutos de centrifuga a 4500 rpm.
Esse processo foi feito em sextuplicata, em dois dias diferentes. As solugdes foram filtradas em
unidades filtrantes de 0,45 pm e quantificadas. A precisdo foi calculada a partir do desvio

padrdo relativo (DPR%), conforme descrito na RDC 166/2017.
¢) Exatidao

A exatiddo corresponde a relagdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente em termos percentuais (Ribani et
al., 2004). Para esta avaliacao, foram preparadas trés solu¢des padroes em baldo volumétrico
ambar na concentracdo de 1 mg/mL de 4cido retindico dissolvido em metanol, que foram
levadas por 10 minutos ao sonicador para completa dissolugdo. De cada solucdo padrao, foi
aliquotado 25, 75 € 125 pL em baldo volumétrico ambar de 10 mL, obtendo-se concentracdes
de 2,5,7,5 ¢ 12,5 ng/mL. Foram adicionados 150 pL. de NC BR em cada solu¢do e completado
o volume com acetonitrila:metanol (1:1). Apods, foi feita a homogeneizagdo de cada solucao,
seguida da filtracdo em unidades filtrantes de 0,45 um e quantificagdo empregando o método

analitico previamente descrito.
d) Especificidade

A especificidade foi realizada com a finalidade de determinar a presenca de interferentes
experimentais. Para a realizagdo da especificidade, aliquotou-se 150 uL da NC BR para balao
volumétrico ambar e completou-se o volume com acetonitrila:metanol (1:1). Em seguida,
submeteu-se essa solugdo a sonicac¢ao por 10 minutos, seguidos de 3 minutos de vortex e 5
minutos de centrifuga a 4500 rpm. A solucdo resultante foi filtrada em unidades filtrantes de

0,45 um e analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
e) Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulagdo do 4cido retindico foi determinada como descrito
anteriormente para o tetraisopalmitato de ascorbila.



4.3.Formulacoes

4.3.1. Desenvolvimento das suspensdes de nanocapsulas
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As suspensdes de nanocédpsulas foram inicialmente preparadas contendo 3 diferentes

concentracoes de substancias ativas de uso cosmético, sendo essas 0,5, 1,0 e 1,5 mg/mL, a fim

de verificar e estabelecer a melhor formulagao (Tabela 5).

Tabela 5. Composicao quali-quantitativa das trés formula¢des de nanocapsulas desenvolvidas,

para volume final de 10 mL de formulacao.

Quantidades
Componente
NC1 NC2 NC3
Poli(e-caprolactona) 0,100 g 0,100 g 0,100 g
14000
Monoestearato de 0,0385 ¢ 0,0385¢g 0,0385¢g
sorbitano
Triglicerideos dos 55 uL 55uL 55uL
acidos
Fase caprico/caprilico
Organica a-bisabolol 0,100 g 0,100 g 0,100 g
Acido retindico 0,005 g 0,01 g 0,015g
Tetraisopalmitato de 0,005 g 0,0l g 0,015¢
ascorbila
Acetona 25 mL 25mL 25mL
Etanol SmL SmL 5SmL
Polissorbato 80 0,0770 g 0,0770 g 0,0770 g
Fase Aquosa .
Agua purificada 50 mL 50 mL 50 mL

4.3.1.1. Preparacio da formulacio

Desenvolveram-se formulagdes contendo os 0,5 mg/mL de substancias ativas cosméticas,

que foram denominadas de NC Vit, e formulacdes sem as substancias ativas cosméticas,

denominadas de NC BR, para fins comparativos nas andlises realizadas. As suspensoes de

nanocapsulas foram preparadas pelo método de deposicao interfacial do polimero pré-formado
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(Fessi et al., 1989). Nesta metodologia sdo utilizadas duas fases: fase aquosa e organica. Os
componentes da fase aquosa, assim como os da fase organica, excetuando-se o 4cido retindico,
foram mantidos sob agitacao e aquecimento a 40 °C até total solubiliza¢do das matérias-primas.
Apos, o acido retindico foi adicionado na fase organica e aguardou-se sua completa
solubilizagdo. Em seguida, com o auxilio de um funil, injetou-se a fase organica na fase aquosa,
sob agitagdo magnética constante promovendo a formagao das nanocapsulas. Apds 10 minutos
de agitagao, foi realizada a evaporagao dos solventes organicos e de parte da agua, sob pressao

reduzida no rotaevaporador a 40 °C, até volume final de 10 mL de formulagao.

Desenvolveu-se também uma nanoemulsao contendo as substancias ativas de uso cosmético
cuja metodologia de preparagcdo foi similar as nanocapsulas, excetuando-se a presenca de

polimero. Essa nanoemulsao foi denominada de NE Vit.

4.3.2. Desenvolvimento dos filmes
Para o desenvolvimento dos filmes, foram testadas diferentes condi¢cdes de preparagdo,
temperatura e quantidades dos componentes a fim de se estabelecer as concentracdes ideais dos

constituintes do filme (Tabela 6).

Tabela 6. Composi¢do quali-quantitativa das soluc¢des utilizadas para produzir os seis filmes

desenvolvidos.
Quantidades
Componente Funciao
F1 F2 F3 F4 F5 Fé6

Polivinilpirrolidona 0,6 g 06g 06¢g 0,075 g 0,075 g 0,12 ¢
Alcool polivinilico Filmoégeno 12¢g 50g 12g 0625¢g 0,150 g 0,24 g
Hidroxipropilmetilcelulose 02¢g 02g 02g 0025¢ 0,025 ¢ 0,04 g
Glicerina Umectante 0,1g 0,1g 0,1g 0,0125g 0,0125¢ 20 uL
Pantenol Hidratante 0,12g 0,12g 0,12g 0,0150g 0,0150¢g 0,024 g
Suspensio de Ativos 20mL 20mL 20mL 10mL 10 mL 10 mL

nanocapsulas
Agua purificada Veiculo  80mL 80mL 40mL - - 10 mL
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4.3.2.1. Preparacio dos filmes

Visando a obteng¢do de filmes com caracteristicas tecnologicas adequadas foram realizados
diferentes experimentos. Em um primeiro experimento, os componentes da F1 foram
adicionados a agua purificada, com exce¢do da suspensdao de nanocapsulas, e mantidos sob
agitacao por um periodo de 30 minutos, sendo mantidos posteriormente sob refrigeracao por 24
horas para finalizar a completa solubilizacdo dos componentes. Apos esse periodo, a suspensao
de nanocépsulas foi adicionada a solugdao e homogeneizada em placa de agitacdo. Em placas de
Petri com 5,5 cm de didmetro, foram adicionados volumes de 1,0, 1,5, 3,0, 6,0, 8,0, 10,0 e 12,0
mL e deixados secar a temperatura ambiente de 25 + 2 °C.

Posteriormente, o mesmo procedimento foi repetido, porém alterando-se as condi¢des
de secagem de trés formas diferentes. Primeiramente, testou-se secar as solugdes em placas de
Petri utilizando uma placa de agitacao horizontal, a temperatura ambiente de 25 = 2 °C. Em
outro experimento, testou-se secar as solugdes em placas de Petri em estufa a 25 °C e 40 °C,
sem agitacdo. Para as formulagdes F2, F3, F4 e F5, a forma de preparo das solugdes se deu da

mesma forma, porém testou-se apenas a secagem em estufa a 25°C e 40°C.

Em uma nova tentativa, testou-se submeter a F1 ao processo de secagem em estufa a
vacuo utilizando 40 °C e 760 mmHg como parametros. Para isso, adicionou-se volumes de 6,0,
8,0, 10,0 e 12,0 mL em placas de Petri de 5,5 cm de diametro e cobriu-se essas placas com
papel aluminio. Esse processo durou cerca de 24 horas, resultando em filmes mais homogéneos

quando comparados aos anteriormente testados.

Visando otimizar o processo de formacdo dos filmes, avaliou-se adicionar o alcool
polivinilico em &agua purificada e manter sob agitacdo e aquecimento a 60 °C até total
solubilizagdo. Apods a solubilizacdo, foi realizado o arrefecimento da solugdo para prosseguir
com a adicdo dos demais componentes da formulacdo F6, excetuando-se a suspensdo de
nanocéapsulas. Da mesma forma que anteriormente, deixou-se essa solucdo 24 horas sob
refrigeragdo para finalizar a completa solubilizagdo dos componentes. Apds esse periodo, foi
realizada a adi¢do da suspensdo de nanocapsulas na solugdo que em seguida foi homogeneizada
em placa de agitacdo. Posteriormente, foi adicionado um volume de 8 mL por placa de Petri.
Ap0s as placas de Petri foram cobertas com papel aluminio previamente furados para permitir
a evaporacao do solvente. As placas foram levadas para estufa a vacuo a 40 °C e 760 mmHg,
com a presenga de silica dentro da estufa para auxiliar na secagem até completa formagao de
filme, por 24 horas. Esse processo de secagem proporcionou a obtencdo de filmes com

caracteristicas tecnoldgicas mais adequadas para a aplicacao pretendida.
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Paralelamente, para fins comparativos, foram feitos filmes contendo nanoemulsdo com
os ativos. Os filmes obtidos apos processo de secagem foram denominados de F6 NC Vit, os
filmes preparados com as substancias ativas nanoencapsulados, e F6 NE Vit, os filmes que

foram preparados com a nanoemulsao contendo as substancias ativas.

4.3.2.2. Concentracio tedrica dos ativos nos filmes
As suspensdes de nanocapsulas e nanoemulsdes desenvolvidas apresentaram uma
concentracao final de substancias ativas de 0,5 mg/mL. Dessa forma, foram feitos os seguintes

calculos para deduzir a concentracao teodrica final dos filmes:

e Concentragdo da NC Vit/NE Vit & 0,5 mg/mL;

e Em 10 mL de formulagdo = 5 mg de substincias ativas;

e Para um volume final de 20 mL (agua + NC Vit/NE Vit) > Zsomm; = 0,25mg/mL de

substancias ativas;

e Em cada placa de Petri foram adicionados 8 mL de formulagdo - 8 mL X 0,25 mg/
mL = 2 mg de substancias ativas por placa de Petri;

e O didmetro das placas ¢ de 5,5 cm - O raio das placas ¢ igual a 2,75 cm?,

e Entio,A=nr?-> A=3,14X(2,75)% - A = 23,74 cm?.

~ ~ 2 ~
e (oncetragao = % — (Concentragao = 72 Concentracio = 84 pg/cm?

4.4.Caracterizacao das suspensoes de nanocapsulas e dos filmes desenvolvidos
As suspensdes de nanocapsulas NC Vit e NC BR desenvolvidas foram caracterizadas
quanto ao diametro e distribuicdo granulométrica, indice de polidispersao, potencial zeta e pH.
Os filmes F6 NC Vit também foram caracterizados fisico-quimicamente. Todas as analises
foram realizadas em triplicata para caracterizacdo, e os resultados expressos como média +

desvio padrao.

4.4.1. Difracio de laser
A andlise do didmetro de particulas e a determinagdo do span para cada formulagdo
proposta foi realizada através da técnica de difracdo de laser (Mastersizer® 2000, Malvern) a
fim de verificar se o didmetro das particulas se encontrava restrito a faixa nanométrica. A
realizagdo das andlises do didmetro dos filmes procedeu-se com a prévia solubilizagdo em

diferentes solugdes e concentragdes testadas, conforme tabela abaixo (Tabela 7):
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Tabela 7. Solucdes utilizadas para solubilizagdo dos filmes.

Amostra Solucio

[

H,O UP
Metanol:Isopropanol (25:75)

H>O UP: (Metanol:Isopropanol (25:75)) (1:1)
H>0O UP:(Metanol:Isopropanol (25:75)) (10:90)
H>0O UP:(Metanol:Isopropanol (25:75)) (20:80)
H>O UP:(Metanol:Isopropanol (25:75)) (30:70)

H>O UP:Acetonitrila (1:1)
H>O UP:Isopropoanol (1:1)
H>0O UP:Metanol (1:1)

o R XN AW

Fragmentos de filme de 0,5 cm? (5 no total) foram adicionados em 5 mL de cada solucao
proposta, sendo posteriormente levados a sonicagdao por tempos de 10, 15 e 20 minutos, para

entdo poder prosseguir com analise na técnica de difracao de laser.

Visando a melhor visualiza¢do do perfil nanométrico das formulagdes, triplicou-se a
quantidade de filme utilizada em cada solucdo, ou seja, foram utilizados 15 fragmentos de filme
de 0,5 cm? e adicionados as solugdes 1, 2, 7 ¢ 9. Essas solu¢des foram levadas a sonicagao por

20 minutos, seguidos de 3 minutos de vortex para entdo, poderem ser analisadas.

Apos essa andlise, aumentou-se a quantidade de filme para 30 fragmentos de 0,5 cm?,
porém apenas na solucgdo 1, e procedeu-se com o mesmo processo de solubilizacdo e andlise.
Todas as medidas foram realizadas em triplicata e os resultados expressos como média + desvio

padrao.

4.4.2. Espectroscopia de correlacio de fotons

A distribui¢do de tamanho de particulas e o indice de polidispersdo das formulagdes
propostas foram obtidos pela técnica de espectroscopia de correlacdo de fotons em Zetasizer
(nano-ZS modelo ZEN 3600, Malvern, EUA). Para a realizacao da técnica, foi feita uma
diluicao (500 vezes) utilizando 20 pl de NC Vit ou NC BR em balao volumétrico de 10 mL,
completando-se o volume com agua ultrapurificada. Ja para analisar os filmes, procedeu-se com
a diluicao de 30 fragmentos de filme de 0,5 cm?, adicionados a 5 mL de 4agua ultrapurificada,
levados a sonicagao por 20 minutos, seguidos de 3 minutos de vortex. Foram testadas diferentes

diluicoes utilizando essa solucao formada com o filme, sendo elas 20 uL em baldo volumétrico
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de 10 mL, 80 pL em baldo volumétrico de 10 mL e 200 pL em baldo volumétrico de 10 mL,
todas sendo o volume completado com agua ultrapurificada. A dilui¢do utilizada foi 20 pL de
amostra em baldo volumétrico de 10 mL com &agua ultrapurificada. Todas as medidas foram

realizadas em triplicata e os resultados expressos como média = desvio padrao.

4.4.3. Mobilidade eletroforética

O potencial zeta das formulagdes propostas foi obtido pela técnica de mobilidade
eletroforética em Zetasizer (nano-ZS modelo ZEN 3600, Malvern, EUA). Para a realizacao da
técnica, foi feita uma diluicao (500 vezes) utilizando 20 pl de NC Vit ou NC BR em balao
volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com solucdo de NaCl ImM. A diluigdo para
analise dos filmes foi otimizada como descrito anteriormente. A diluicdo que melhor se adequou
foi 200 pL de amostra em baldo volumétrico de 10 mL com solug¢dao de NaCl 1mM para obter-
se o potencial zeta. Todas as medidas foram realizadas em triplicata e os resultados expressos

como média + desvio padrao.

4.4.4. Potenciometria
A determinagdo do pH das suspensdes de nanocéapsulas foi realizada em potencidmetro
calibrado, imergindo-se diretamente o eletrodo formulagdes NC Vit e NC BR, apos sua
preparacdo. As medidas foram realizadas em triplicata e os resultados expressos como média +

desvio padrao.

4.5. Microscopia eletronica de varredura (MEV) (4.4.5.)

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para verificar a morfologia ¢ a
superficie das nanocapsulas presentes nos filmes desenvolvidos. Os filmes F6 NC Vit e F6 NE
Vit foram metalizados com ouro e analisados em microscépio eletronico de varredura MEV
JSM 6060, com uma tensdo de 5 e 8 kV para visualizacdo de suas superficies, no Centro de

Microscopia e Microanalise da UFRGS no Campus do Vale.

4.6. Avaliacao do potencial de irritacio cutinea - HET-CAM

O potencial de irritagdo das suspensdes de nanocépsulas e nanoemulsdes, assim como dos
filmes contendo as nanocapsulas e as nanoemulsdes, que foram testadas para fins comparativos,
foi avaliado in vitro pelo teste em ovos de galinha (HET), que utiliza a membrana coério-
alantoide (CAM), que ¢ um tecido respiratério altamente vascularizado cuja fungao ¢ permitir
as trocas gasosas entre o embrido e a casca do ovo. Adicionalmente, a CAM mimetiza a

cavidade ocular conjuntiva (Katzer et al., 2013; Luepke e Kemper, 1986).
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Os ovos embrionados utilizados na realizagdo desse experimento foram uma doagdo da
Faculdade de Zootecnia da UFRGS. Apos o recebimento, os ovos foram mantidos durante 10
dias em incubadora (ChocMais) a 37,0+0,5 °C, 60% de umidade relativa, com rotagdo

automatica.

O experimento tem como principio a observacdo de fendmenos de vasoconstri¢do,
hemorragia e coagulagdo, o que resulta em uma escala que considera o potencial de irritacao
das formulacdes. As cascas de ovos foram abertas na camara de ar do ovo, a membrana branca
foi umedecida com soro fisioldgico e removida e 300 uL da formulagado foi aplicada ao CAM
(n =6). O tempo de primeira ocorréncia dos fendmenos irritativos foi monitorado até 300 s.
Utilizou-se trés controles, em triplicata, sendo o controle negativo, o soro fisiologico e, os dois
controles positivos, a solucdo de lauril sulfato de sédio a 1% (m/v) para verificar a
vasoconstricdo, ¢ a solucdo de hidroxido de sodio a 0,1 M para verificar hemorragia e
coagulacdo (n = 3) (Katzer et al., 2013; Luepke e Kemper, 1986). O escore de irritagdo (IS) foi

determinado de acordo com a seguinte equacao:

G (301 — h)x5 N (301 — v)x7 N (301 —¢c)x9
B 300 300 300

Onde h corresponde ao tempo para surgimento de hemorragia, v corresponde ao tempo para

surgimento de vasoconstri¢ao e ¢ corresponde ao tempo para surgimento de coagulagao.

O grau de irritacao foi classificado a partir dos valores obtidos pelo célculo do escore de

irritacao (Katzer et al., 2013; Luepke e Kemper, 1986), conforme descrito na tabela § abaixo:

Tabela 8. Classificacdo do grau de irritagdo para as formulagdes analisadas.

Escore de irritacio Grau de irritacio
0-09 Nao irritante
1-49 Irritagdo fraca
5-8,9 Irritagdo moderada
9-21 Irritagdo severa

As amostras utilizadas para realizagdo dos testes foram a suspensdo de nanocapsulas NC
Vit, a nanoemulsdo contendo as substancias ativas NE Vit, o filme contendo a suspensao de
nanocapsulas F6 NC Vit e o filme contendo a nanoemulsdo com as substancias ativas F6 NE

Vit. Previamente foi feita a dissolugcdo dos filmes em dgua. Para isso, em 2 tubos falcons
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distintos, adicionou-se um filme inteiro de NC Vit e um de NE Vit, juntamente com 4 mL de
agua ultrapurificada. Procedeu-se com a homogeneizacao de 20 minutos no ultrason e 3 minutos
de vortex. Dessa forma, foi possivel obter solugdes de concentragdes de 500 pg/mL, tendo em

vista que um filme tem 2 mg de cada substancia ativa.

Cada formulacao foi analisada em sextuplicata, onde aliquotou-se 300 uL de formulagdo na
membrana corio-alantoide exposta de cada ovo, aguardou-se 20 segundos e retirou-se o excesso
de formulagdo com papel absorvente. Em seguida, analisou-se o aparecimento de algum dos
fendmenos irritativos, hemorragia, vasoconstricdo ou coagulacdo, ao longo de 5 minutos. Esse
volume aplicado por ovo gerou uma concentracdo de substancia ativa de 150 pg por andlise, ja
que as formulagdes utilizadas, NC Vit, NE Vit, F6 NC Vit e F6 NE Vit tinham uma
concentragdo de 500 pg/mL.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Métodos Analiticos
5.1.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
5.1.1.1.Tetraisopalmitato de ascorbila

5.1.1.1.1. Validacao da metodologia

a) Linearidade, limite de detecgdo e limite de quantificacao

A linearidade do método foi obtida por meio da construcdo de curvas analiticas. A figura 3
apresenta a curva de calibracdo do tetraisopalmitato de ascorbila. Os limites de deteccdo e
quantificagdo obtidos pelo método desenvolvido (Tabela 9) apresentaram boa sensibilidade,

possibilitando a quantificacdo das substancias ativas nanoencapsulados (Brasil, 2017).
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Figura 3. Curva de calibracdo para o tetraisopalmitato de ascorbila nas

concentracgoes de 7,5 a 37,5 ug/mL.

Através desse grafico € possivel observar que houve um aumento proporcional nas areas
das amostras em relacdo ao aumento das concentracdes, ou seja, atingiu-se uma linearidade
através dos valores das areas versus as concentragoes, sendo o coeficiente de correlagao obtido

igual a 0,9961, estando em consondncia com os parametros exigidos pela ANVISA (Brasil,
2017).

Tabela 9. Resultados obtidos de limite de deteccdo e limite de quantificacdo para o

tetraisopalmitato de ascorbila.

Equacio da reta R? LD (mg L) LQ (mg L)

y =40571x +77549 0,9961 1,1279 3,423
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b) Precisdo

A precisao foi realizada visando-se identificar a reprodutibilidade do método proposto, onde
foram preparadas 6 amostras, exatamente da mesma forma, em dois dias diferentes. A partir
dos resultados obtidos, 0 método desenvolvido apresentou-se preciso. A tabela 10 apresenta os
valores obtidos nos ensaios para detectar a precisdo do método para o tetraisopalmitato de

ascorbila.

Tabela 10. Resultados obtidos na determinacdo do teor do tetraisopalmitato de ascorbila na

amostra pela metodologia cromatografica.

Amostra
1 2 3 4 5 6 Média DP DPR
Teor
%) 104,798 96,905 95,458 104,906 96,686 104,045 100,467 4,546 4,525
Dia 1 ’
Teor
0,524 0,484 0,477 0,524 0,483 0,520 0,502 0,023 4,525
(mg/mL)
Teor
%) 101,216 96,698 105,287 96,237 99,935 95287 99,110 3,793 3,828
0
Dia 2
Teor
0,506 0,483 0,526 0,481 0,499 0,476 0,495 0,019 3,828
(mg/mL)

c) Exatidao

A tabela 11 apresenta os valores obtidos nos ensaios para detectar a exatidao do método

para o tetraisopalmitato de ascorbila.

Tabela 11. Resultados obtidos no teste de recuperacdo realizado na amostra contendo

tetraisopalmitato de ascorbila.

Concentraciao (ng/mL) 7,5 22,5 37,5

Recuperacio % Dia 1 102,103 100,404 97,813
Recuperacio % Dia 2 97,588 96,669 97,860
Recuperacio % Dia 3 101,072 97,004 99,762

Média 100,254 98,026 98,479
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DP 2,366 2,066 1,112
DPR 2,359 2,108 1,129

Os ensaios de exatiddo indicam o percentual de recuperagao da amostra analisada. Dessa
forma, foram obtidos valores de recuperagao entre 98,026 = 2,108 % até 100,254 + 2,359 %,
indicando que o método ¢ aplicavel para o doseamento do tetraisopalmitato de ascorbila, pois

aproxima-se do valor tedrico de cada amostra.
d) Especificidade

A especificidade foi avaliada utilizando uma amostra contendo suspensdo de
nanocapsulas sem os ativos farmacéuticos, NC BR, para verificar se algum componente da
formulacao interferiria no tempo de retencdao do ativo. Apos a andlise realizada, foi
verificado que ndo ha nenhum tipo de interferéncia, demonstrando a especificidade do

método desenvolvido para o tetraisopalmitato de ascorbila.

5.1.1.2.Acido retinéico

5.1.1.2.1. Validacao da metodologia

a) Linearidade, limite de detec¢do e limite de quantificacao

A linearidade do método foi obtida por meio da construcdo de curvas analiticas. A figura 4
apresenta a curva de calibragao do acido retindico. Os limites de deteccdo e quantificagdo
obtidos pelo método desenvolvido (Tabela 12) apresentaram boa sensibilidade, possibilitando

a quantificagdo as substancias ativas nanoencapsulados (Ribani et al., 2004).
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Figura 4. Curva de calibragdo para o acido retindico nas concentragdes
de 2,5a 12,5 ng/mL.
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Através desse grafico € possivel observar que houve um aumento proporcional nas areas
das amostras em relagdo ao aumento das concentragdes, ou seja, atingiu-se uma linearidade
através dos valores das areas versus as concentragdes, sendo o coeficiente de correlagao obtido
igual a 0,9999, estando em consonancia com os parametros exigidos pela ANVISA (Brasil,

2017).

Tabela 12. Resultados obtidos de limite de deteccao e limite de quantificagdo para o acido

retindico.
Equacio da reta R? LD (mg L) LQ (mg L)
y =36829x + 103603 0,9999 0,187 0,567

b) Precisdo

A precisao foi realizada visando-se identificar a reprodutibilidade do método proposto, onde
foram preparadas 6 amostras, exatamente da mesma forma, em dois dias diferentes. A partir
dos resultados obtidos, 0 método desenvolvido apresentou-se preciso. A tabela 13 apresenta os
valores obtidos nos ensaios para detectar a precisdo do método para o acido retinoico.

Tabela 13. Resultados obtidos na determinacdao do teor do acido retindico na amostra pela
metodologia cromatogréafica.

Amostra

1 2 3 4 5 6 Média DP DPR

Teor
102,008 102,051 102,008 103,227 102,452 102,468 102,369 0,472 0,461

Dia (%)

1 Teor
0,510 0,510 0,510 0,516 0,512 0,512 0,512 0,002 0,461

(mg/mL)
102,069 102,159 103,284 103,140 103,577 102,865 102,849 0,614 0,597

Dia (%)

2 Teor

0,510 0,511 0,516 0,516 0,518 0,514 0,514 0,003 0,597
(mg/mL)
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c) Exatidao

A tabela 14 apresenta os valores obtidos nos ensaios para detectar a exatiddo do método

para o acido retindico.

Tabela 14. Resultados obtidos no teste de recuperacdo realizado na amostra contendo acido
retindico.

Concentracio (ng/mL) 2,5 7,5 12,5
Recuperacio % Dia 1 98,831 102,324 97,473
Recuperacio % Dia 2 105,099 95,235 100,989
Recuperacio % Dia 3 99,732 101,551 103,423
Média 101,221 99,703 100,628

DP 3,388 3,889 2,991

DPR 3,348 3,901 2,972

Os ensaios de exatiddo indicam o percentual de recuperagao da amostra analisada. Dessa
forma, foram obtidos valores de recuperacao entre 99,703 £ 3,901 % até 101,221 + 3,348%,
indicando que o método ¢ aplicavel para o doseamento do 4cido retindico, pois aproxima-se do

valor tedrico de cada amostra.
d) Especificidade

A especificidade foi avaliada utilizando uma amostra contendo suspensao de nanocapsulas
sem os ativos farmacéuticos, NC BR, para verificar se algum componente da formulagao
interferiria no tempo de retengdo do ativo. Apds a analise realizada, foi verificado que ndo ha
nenhum tipo de interferéncia, demonstrando a especificidade do método desenvolvido para o

acido retinoico.
5.2. Formulacoes

5.2.1. Desenvolvimento das suspensées de nanocapsulas
Foram desenvolvidas inicialmente 3 formulagdes com concentragdes de 0,5, 1,0 e 1,5
mg/mL (NC1, NC2 e NC3, respectivamente) conforme descrito no item 4.2.1. ¢ 4.2.1.1., a fim
de verificar qual formulacdo proporcionaria um perfil de distribuicdo de tamanho mais
adequado de nanocapsulas. A figura 5 representa a sobreposi¢ao dos perfis de distribui¢ao de

diametro pela técnica de difracao de laser das formulagdes desenvolvidas.
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Figura 5. Sobreposicao dos perfis de distribuicao de didmetro das 3 formulagdes por difragao
de laser, sendo (—) o grafico representando a formulacdo a 0,5 mg/mL, (—) o grafico
representando a formulagdo a 1,0 mg/mL e (—) o gréfico representando a formulagdo a 1,5

mg/mL.

Observou-se que apenas a formulagdo NC1 apresentou populagdo unicamente na faixa
nanométrica. Diferentemente, as formulagdes NC2 e NC3 apresentaram o pico referente a
populagdo nanométrica, porém apresentaram também picos na faixa micrométrica, indicando
que a quantidade adicionada das substancias ativas foi em excesso, ndo sendo possivel
nanoencapsula-los em sua totalidade. Considerando os resultados obtidos, decidiu-se dar
continuidade ao trabalho com a formulagdo NCI na concentragdo de 0,5 mg/mL de

tetraisopalmitato de ascorbila e acido retindico, a partir deste momento nomeada como NC Vit.

5.2.2. Desenvolvimento dos filmes
Os primeiros filmes desenvolvidos, F1, ndo apresentaram um aspecto visual uniforme. Isso
pode ser atribuido ao fato do longo periodo para ocorrer a secagem empregando-se temperatura
ambiente de 25 + 2 °C. Os filmes demoraram em torno de 7 dias para serem formados
totalmente, sendo necessario realizar homogeneizagao manual de tempos em tempos, o que fez
com que ocorresse a agregagao de alguns componentes em pontos especificos dos filmes, como
¢ possivel observar na figura 6. Apesar desse resultado negativo em relacdo a agregacgdo, os

filmes obtidos apresentaram caracteristicas tecnologicas de textura e flexibilidade satisfatorios.
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Figura 6. Filme F1 obtido apds o processo de secagem, com presenca de agregados no centro
da placa.

Visando otimizar o processo de secagem e reduzir a formacdo de agregados, testou-se
utilizar uma placa de agitagdo horizontal no processo de secagem da F1. Essa alternativa nao
trouxe resultados favoraveis uma vez que o tempo de secagem nao reduziu de forma relevante

e os filmes continuaram ficando ndo homogéneos.

Dessa forma, a formulagao F1 foi acondicionada em placa de Petri e submetida a um
processo de secagem em estufa a 40 °C. Esse processo reduziu o tempo de secagem de 7 dias
para 2 dias, porém os filmes obtidos apresentaram-se extremamente secos e quebradigos.
Testou-se entdo reduzir a temperatura de 40 °C para 25 °C objetivando-se evaporar de forma
mais gradativa o solvente da formulagao. O processo de secagem ocorreu em 3 dias, porém o0s

filmes continuaram quebradicos, como ¢ possivel observar na Figura 7.
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Figura 7. Filmes obtidos apds processo de secagem a estufa a 40 °C (A) e 25 °C (B).
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Em uma nova tentativa de melhorar as caracteristicas tecnologicas do filme, realizou-se
a adi¢do de 5% de alcool polivinilico visando atingir maior resisténcia e reduzir a friabilidade
do filme. Apds as formulagdes foram submetidas ao processo de secagem em estufa a 25 °C.
Os filmes obtidos contendo 5% de alcool polivinilico apresentaram alta rigidez perdendo a sua

elasticidade caracteristica, tornando-os desinteressantes para a aplicacdo proposta (Figura 8).

Figura 8. Filme obtido apos a adi¢dao de 5% de alcool polivinilico na formulagao.

Visando a otimizacao dos filmes, as formulagdes F3, F4 e F5 foram testadas nas mesmas
condi¢des de secagem na estufa a 25 °C. O filme F3 obtido foi produzido com redugdo do
volume de agua inicial, considerando que haveria uma redu¢do da duracdo do processo de

secagem e a agregagdo dos componentes ndo seria tdo acentuada.

Os filmes F4 e F5 foram desenvolvidos com o intuito de obter filmes com maiores
concentracdes de substancias ativas, pois extinguiria a quantidade de agua utilizada como
solvente nas outras formulacdes. Para isso, testou-se utilizar as quantidades equivalentes dos
componentes utilizados anteriormente em F1 para F4, assim como a formula¢ao contendo 5%
de alcool polivinilico F2 para F5. A adicao dos componentes diretamente nas suspensoes de

nanocapsulas gerou filmes rigidos e muito quebradigos, impossibilitando a utilizacao.

Como a F1 foi a formulacdo que apresentou melhores caracteristicas tecnoldgicas, foi
submetida ao processo de secagem na estufa a vacuo a 40 °C e 760 mmHg, por até 24 horas.
Os filmes obtidos apresentaram-se homogéneos, de textura agradavel ao toque, com resisténcia
e elasticidade. No entanto, devido a quantidade elevada de dgua utilizada na formulagao, os
filmes apresentaram uma concentragdo de substancias ativas muito baixa, sendo necessario
alterar novamente a composicdo da formulacdo para a obtenc¢dao de filmes com maior

concentracao de substancias ativas de uso cosmético.
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A F6 foi desenvolvida objetivando-se manter as quantidades dos componentes da F1
por placa de Petri, porém com menos quantidade de dgua utilizada, dessa forma, obtendo-se
filmes com as mesmas caracteristicas desejadas de F1, porém com maiores concentragdes das
substancias ativas. Procedeu-se entdo com a forma de preparo descrita no item 4.2.2.,
adicionando-se 8 mL por placa de Petri da formulacdo e levando-as a estufa a vacuo a 40 °C,
760 mmHg, por um periodo de 24h. Os filmes F6 NC Vit e F6 NE Vit (Figura 9 e 10,

respectivamente) formados nesse processo apresentaram as caracteristicas desejadas de textura,

homogeneidade visual e elasticidade.

Figura 10. Filmes F6 NE Vit obtidos apds processo de secagem em estufa a vacuo a 40 °C apds 24
horas.

5.3.Caracterizacio das suspensdes de nanocapsulas e dos filmes desenvolvidos

As suspensdes de nanocapsulas desenvolvidas obtiveram um aspecto leitoso e uma
coloragdo branca (NC BR) ou coloragdo amarelada (NC Vit), devido a presenca do acido
retindico, apresentando teor de 98,8 + 4,59 % para o tetraisopalmitato de ascorbila e 102,02 +

0,02 % para o acido retinoico. A eficiéncia de encapsulacdo para ambas substancias ativas foi
de 100%.
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5.3.1. Difracio de laser
A tabela 15 apresenta os resultados obtidos de tamanho de particula e span por difracao de

laser para as suspensdes de nanocdpsulas propostas. Nas figuras 11 e 12 estdo representados os
graficos de distribui¢do do tamanho de particulas para cada formulacao. As anélises foram

realizadas em triplicata.

Tabela 15. Didmetro e valores de span das formulagcdes NC Vit e NC BR pela técnica de
difracao de laser.

Formulacao Span d(0.1) (nm) d(0.5) (mm) d(0.9) (nm) d(4.3) (nm)
NC BR 1,37+£0,04 67+1,53 132+3,78 251+11,3 150+7,57
NC Vit 1,24+0,16 71+6,24 137+2,65 241+13,2 148+2,08
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Figura 11. Distribuicdo de didmetro das formulagdes NC BR obtida pela técnica de difragao

de laser.
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Figura 12. Distribui¢cdo de didmetro das formulacdes NC Vit obtida pela técnica de difracao de
laser.

A partir dos resultados obtidos, observa-se que as suspensdes de nanocapsulas
desenvolvidas apresentaram um perfil nanométrico monomodal com tamanho médio de
particulas de 150+7,57 nm para NC BR e 148+2,08 nm para NC Vit, ficando assim dentro dos

parametros desejados. Os valores de span obtidos indicam que as particulas desenvolvidas
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apresentam homogeneidade na distribuicdo de tamanho, sendo 1,37+0,04 para NC BR e
1,24+0,16 para NC Vit.

Na figura 13 estdo representados os perfis de distribuicdo do tamanho de particulas para

o primeiro teste de solubilizacdo dos filmes nas diferentes solugdes propostas.
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Figura 13. Perfil de distribuicdo do tamanho de particulas por difragdo de laser, sendo (—)
H>O UP , (—) MetOH:Isop (25:75), (—) H20 UP: (MetOH:Isop (25:75)) (1:1), (——)H20
UP:(MetOH:Isop (25:75)) (10:90), (—) H20 UP:(MetOH:Isop (25:75)) (20:80), (—) H20
UP:(MetOH:Isop (25:75)) (30:70), (—) H20 UP:ACN (1:1), (—) H20 UP:Isop (1:1), (—) H20
UP:MetOH (1:1).

A partir dos resultados, observa-se que apenas a solu¢do 7 indicou a presenca de
populacdo nanométrica. A auséncia dos picos representando as particulas nanométricas nos
graficos pode ser atribuida a pouca quantidade de filme utilizado para o preparo das amostras,
nao tendo concentragdo suficiente de particulas para ser detectado no equipamento. Devido a
esse resultado, decidiu-se triplicar a quantidade de filme utilizada para ter maiores
concentragdes de nanocédpsulas nas solugdes 1, 2, 7 e 9 e ser possivel a detecgdo no

equipamento. Sendo assim, a figura 14 indica esses resultados.
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Figura 14. Perfil de distribui¢do do tamanho de particulas por difracdo de laser, sendo (—)
H>O UP, (—) MetOH:Isop (25:75), (—) H20 UP:ACN (1:1), (—) H20 UP:MetOH (1:1).

A adi¢do de maior quantidade de filme propiciou a visualizacao de populacao nanométrica

nas diferentes solucgdes testadas. A partir desses resultados, testou-se adicionar novamente uma
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maior quantidade de filme na solugdo, visando aumentar a concentragdo de nanoparticulas na
amostra. Escolheu-se utilizar apenas a solugdo 1, 100% H2O UP, pois foi a que apresentou um

melhor resultado de solubilizagdo do filme e de perfil de distribuigdo das particulas.

A figura 15 apresenta o resultado, em triplicata, do perfil de distribuicdo do tamanho de
particulas utilizando 30 fragmentos de 0,5 cm de filme em 5 mL de H.O UP. Nesse grafico, ¢
possivel observar o pico na faixa nanométrica indicando a presen¢a de nanocapsulas utilizadas
nos filmes, assim como pico na faixa micrométrica, representado os componentes utilizados

para o preparo dos filmes.
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Figura 15. Perfil de distribui¢do de didmetro de particulas obtido por difragdo de laser do
filme F6 NC Vit.

5.3.2. Espectroscopia de correlaciao de fotons
A tabela 16 apresenta os resultados obtidos por espectroscopia de correlagdo de fotons de
distribuicao de tamanho de particulas e o indice de polidispersdao para as suspensdes de
nanocapsulas e para o filme desenvolvido. As figuras 16, 17 e 18 apresentam os graficos de
distribuicdo de tamanho de particulas das formulagdes. As andlises foram realizadas em

triplicata.

Tabela 16. Diametro médio e indice de polidispersdo das formulacdes pela técnica de

espectroscopia de correlagdo de fotons.

Formulacao PDI z-average (nm)
NC BR 0,076+0,011 170,1+7,54
NC Vit 0,075+0,020 161,5+4,64

Fé6 NC Vit 0,503+0,048 167,4+5,17
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Figura 16. Perfil de distribuicdo de didmetro das formula¢cdes NC BR obtido pela técnica de

espectroscopia de correlagao de fotons.
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Figura 17. Perfil de distribuicdo de diametro das formulagdes NC Vit pela técnica de

espectroscopia de correlagdo de fotons.

As andlises realizadas confirmam a homogeneidade de distribuigdo observada
anteriormente por difragdo de laser sobre o perfil nanométrico de distribuicdo de particulas,
uma vez que os graficos obtidos por espectroscopia de correlacdo de fotons apresentaram
exclusivamente uma populagdo nanométrica, sendo os diametros médios de 170,1+7,54 nm
para NC BR e 161,5+4,64 para NC Vit. Adicionalmente, os valores de PDI baixos indicam

baixa polidispersdo das particulas, com valores de 0,076+0,011 para NC BR ¢ 0,075+0,020 para
NC Vit.
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Figura 18. Perfil de distribui¢do de diametro dos filmes F6 NC Vit pela técnica de

espectroscopia de correlagao de fotons.

As andlises realizadas para os filmes confirmam a presenca de duas populagdes de
tamanhos de particulas distintas observada anteriormente por difragdo de laser, pois os graficos
obtidos por espectroscopia de correlacio de fétons apresentaram picos referentes as
nanocépsulas e picos referentes aos componentes utilizados para o preparo dos filmes, com

diametro médio de 167,4+5,17 nm.

5.3.3. Mobilidade eletroforética

A tabela 17 apresenta os resultados obtidos por mobilidade eletroforética de potencial
zeta para as suspensdes de nanocéapsulas e para o filme desenvolvido. As figuras 19, 20 e 21
apresentam os graficos de potencial zeta das formulagdes. As analises foram realizadas em

triplicata.

Tabela 17. Potencial zeta das formulagdes pela técnica de mobilidade eletroforética.

Formulacao Zeta (mV)
NC BR -24,1+2,14
NC Vit -13,5+0,82

F6 NC Vit -7,34+0,62
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Figura 19. Potencial zeta das formulagdes NC BR pela técnica de mobilidade eletroforética.
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Figura 20. Potencial zeta das formulagdes NC Vit pela técnica de mobilidade eletroforética.

O potencial zeta negativo das formulagdes ¢ devido as caracteristicas da composicao

delas, ou seja, sdo nanocépsulas de poli(e-caprolactona) (PCL) revestidas superficialmente por

tensoativo ndo idnico. Os valores, em mddulo, mais altos obtidos na andlise, sugerem que a

estabilidade fisico-quimica da suspensdo ¢ boa, isso devido ao fato de que forcas repulsivas

grandes causam colisdes entre as particulas, evitando assim sua agrega¢ao (Schaffazick et al.,

2003).
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Figura 21. Potencial zeta dos filmes F6 NC Vit pela técnica de mobilidade eletroforética.

O potencial zeta do filme F6 NC Vit manteve-se negativo, -7,34+0,62 mV, indicando
manuten¢do das caracteristicas das suspensdes de nanocapsulas mesmo apds o processo de

secagem.

5.3.4. Potenciometria
O pH das suspensoes de nanocapsulas foi determinado inserindo-se o eletrodo diretamente
nas formulagdes, obtendo-se valores de 6,08+0,14 para NC BR e 5,29+0,17 para NC Vit. Essa
diferenga de valores de pH entre as formulacdes ja era esperada, tendo em vista que uma das
substancias ativas € o acido retindico que proporciona uma caracteristica mais acida para a
formulacao. Da mesma forma, os valores obtidos apresentaram-se ideais para a aplicagdo

cutanea devido a similaridade ao pH da pele.

5.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Foram feitas analises de microscopia eletronica de varredura dos filmes contendo suspensao
de nanocépsulas e dos filmes contendo as nanoemulsdes, onde foram observadas superficies
bem distintas entre os dois filmes formulados. Na figura 22B esta representado o filme F6 NE
Vit, que apresentou poros grandes em sua superficie, quando comparado com a figura 22A
referente ao filme F6 NC Vit, que também apresentou poros, porém de tamanhos muito

menores.
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Figura 22. Superficie dos filmes, visualizada por microscopia eletronica de varredura, em
aumento de 30 vezes. Em A estd demonstrado a superficie do filme F6 NC Vit e em B esta

demonstrado a superficie do filme F6 NE Vit.

Na figura 23, em um aumento de 500 vezes, ¢ possivel observar melhor a superficie e os
poros formados em cada filme. A superficie do filme F6 NE Vit em B apresenta-se mais

irregular, enquanto que a superficie do filme F6 NC Vit em A apresenta-se mais uniforme.

Figura 23. Superficie dos filmes, visualizada por microscopia eletronica de varredura, em
aumento de 500 vezes. Em A estd demonstrado a superficie do filme F6 NC Vit ¢ em B esta

demonstrado a superficie do filme F6 NE Vit.

A figura 24 representa os poros de cada filme focados em um aumento de 3000 vezes. Na
figura 24A, referente ao filme F6 NC Vit, verifica-se a presenga de nanocapsulas no campo
inferior da imagem. J& para a figura 24B, referente ao filme F6 NE Vit, percebe-se que as
goticulas da nanoemulsao foram mantidas mesmo apds todo o processo de secagem e formagao

do filme que a formulacao foi submetida.
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Figura 24. Representacdo dos poros dos filmes em aumento de 3000 vezes, visualizados por
microscopia eletronica de varredura. Em A esta demonstrado o poro formado no o filme F6 NC

Vit e em B estd demonstrado o poro formado no filme F6 NE Vit.

Para visualizar de forma mais clara as nanocapsulas presentes no filme F6 NC Vit, foram
realizadas andlises em aumentos de 5000 e 7000 vezes, representadas na figura 25A e 25B,
respectivamente, onde foi evidenciada a presenca de nanocapsulas. Nessas figuras, percebe-se

a presenca de nanocapsulas aderidas a matriz polimérica do filme.

Figura 25. Demonstragdo das nanocépsulas aderidas a matriz polimérica do filme F6 NC Vit
em aumento de 5000 vezes em A e aumento de 7000 vezes em B, visualizadas por microscopia

eletronica de varredura.

5.5. Avaliacao do potencial de irritacdo cutinea - HET-CAM

Os ensaios de HET-CAM foram realizados visando obter informag¢des comparativas entre
as formulagdes propostas em relacdo a potenciais irritagdes que poderiam ser causadas quando
aplicadas na pele. Os controles negativos realizados com soro fisioldgico, ndo apresentaram

nenhuma alteragado referente a vasoconstricao, hemorragia e coagulagao ao longo dos 5 minutos
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de andlise. Ja com os controles de solu¢do de hidroxido de sodio 0,1 M, foi possivel observar
fenomenos de hemorragia e coagulacdo em poucos segundos de experimento, assim como com
os controles de solucao de lauril sulfato de sodio a 1% (m/v) foi possivel observar o fendmeno

de vasoconstricdo em pouco tempo de experimento também (Figura 26).

Figura 26. Imagens demonstrando os controles utilizados para a realizagdo do HET-CAM. Em
A esta representado o controle negativo (soro fisioldgico); em B e C, os controles positivos

solugdo de lauril sulfato de sédio a 1% (m/v) e solucao de hidroxido de sodio 0,1.

As suspensoes de nanocapsulas NC Vit e os filmes contendo suspensao de nanocéapsulas
F6 NC Vit ndo proporcionaram a apari¢do dos fendmenos de vasoconstricao, hemorragia ou
coagula¢do ao longo dos 5 minutos de experimento, como ¢ possivel observar na figura 27. Isso
pode ser atribuido ao fato do polimero presente nas nanocapsulas servir como barreira fisica
entre as substancias ativas e os vasos sanguineos da membrana corio-alantéide dos ovos,
impedindo seu contato direto. J& as nanoemulsdes NE Vit, causaram hemorragia nas 6 amostras
analisadas e os filmes contendo nanoemulsdo F6 NE Vit, provocaram hemorragia e coagulagao
ao longo do experimento como demonstrado na figura 28. Como trata-se de formulagdes com
auséncia de polimeros, as substancias ativas ficaram em maior contato com os vasos sanguineos
da membrana corio-alantdide dos ovos, dessa forma, causando maior irritagdo ao longo do

experimento, provocando o surgimento dos fendmenos observados.
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Figura 27. Imagens demonstrando a membrana corio-alantdide dos ovos apos a aplica¢do das

formula¢des NC Vit em A ¢ F6 NC Vit em B.

Figura 28. Imagens demonstrando a membrana corio-alantdide dos ovos apos a aplica¢do das

formula¢des NE Vit em A e F6 NE Vit em B.

Na tabela 18 estdo demonstrados os resultados obtidos para as formulagdes propostas
referentes aos escores de irritacdo calculados, assim como a classificagao do grau de irritagao

obtido através do escore de irritagao.

Tabela 18. Escores de irritagdo obtidos por HET-CAM para cada formulagao proposta testada.

Soro F6 NC F6 NE
NaOH LSS NC Vit NE Vit
fisiolégico Vit Vit

Escore
de 13,84+0,03 6,54+0,05 0,00+0,00 0,00+0,00 2,78+0,18 0,00+0,00 5,90+2,08

irritacao

Grau de Irritacao Irritagao Nao Nao Irritagao Nao Irritagao

irritacao severa moderada  irritante irritante fraca irritante  moderada
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Dessa forma, a partir dos resultados obtidos infere-se que as formulagdes contendo
suspensdo de nanocéapsulas, NC Vit e F6 NC Vit podem ser classificadas como “Nao irritantes”,
uma vez que nao foram observados fendmenos de hemorragia, coagulacao e vasoconstrig¢ao.
Em contrapartida, as nanoemulsdes foram classificadas como “Irritagdo fraca” para NE Vit e
“Irritagdo moderada” para F6 NE Vit devido a observacdo dos fendmenos de hemorragia e

coagulacdo foram perceptiveis.
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6. CONCLUSOES

As nanocdapsulas otimizadas produzidas neste trabalho contendo 0,5 mg/mL de acido
retindico e tetraisopalmitato de ascorbila em associagdo sdo inéditas e apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas adequadas para suspensdes de nanocéapsulas, tendo em
vista o perfil de distribuicao de didmetro na faixa nanométrica para as formulagdes por

meio de avaliagdes realizadas por diferentes técnicas analiticas.

Os filmes inovadores desenvolvidos contendo 84 pg/cm? de tetraisopalmitato de
ascorbila e 4cido retindico apresentaram caracteristicas satisfatorias quanto aos
parametros relacionados a textura, flexibilidade e homogeneidade visual, além de
proporcionarem uma recuperagao do perfil de distribuigdo nanométrico nas avaliagdes

por diferentes técnicas analiticas.

Os dois métodos analiticos desenvolvidos para quantificagdo do 4cido retindico e do
tetraisopalmitato de ascorbila atenderam os requisitos da RDC 166/2017 da ANVISA.
Os teores obtidos foram de 98,8 + 4,59 % para o tetraisopalmitato de ascorbila e 102,02
+ 0,02 % para o 4cido retindico e a eficiéncia de encapsulamento foi de 100% para

ambas as substancias ativas de uso cosmeético.

A avaliagdo por microscopia eletronica de varredura demonstrou a presenga de
nanocapsulas nos filmes desenvolvidos F6 NC Vit, com superficie distinta em relagao

a superficie observada para os filmes F6 NE Vit.

As formulagdes de suspensdes de nanocéapsulas e filmes contendo suspensdes de
nanocapsulas desenvolvidas neste trabalho apresentaram melhores resultados quando
comparadas com as nanoemulsdes e filmes contendo nanoemulsdes nos experimentos
de avaliacao da irritagdo em membrana corio-alantdide de ovo embrionado (HET-
CAM). As formulagdes contendo as substancias ativas nanoencapsuladas (NC Vit e F6
NC Vit) foram classificadas como “Nao irritantes”, ja as formula¢des contendo as
substancias ativas nanoemulsionadas (NE Vit) foram classificadas como “Irritagcdo

fraca” e os filmes (F6 NE Vit) como “Irritagio moderada™.

Os filmes desenvolvidos apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas para a

aplicacdo cutanea porém diferentes experimentos in vivo devem ser realizados.
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