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RESUMO

O acido azelaico é um farmaco amplamente utilizado como tratamento em diversas
doencas de pele, como ache, rosacea e melasma. A utilizacdo de sistemas
nanoestruturados para aplicacao topica se mostra interessante visto que o menor
tamanho de particula proporciona uma melhor entrega de farmacos até o seu sitio
de acdo. E promissor o desenvolvimento de formulagdes capazes de diminuir os
efeitos adversos do acido azelaico e intensificar sua eficdcia no tratamento de
desordens pigmentarias da pele, aliado ao desenvolvimento de uma formulacéo com
controle de permeacdo e perfil sensorial que facilite a adesdo ao tratamento. O
objetivo do presente trabalho é desenvolver uma nanoemulsdo contendo &cido
azelaico e realizar ensaios da tirosinase, permeacao cutanea e andlise sensorial da
formulacdo desenvolvida. A nanoemulsdo foi preparada através da técnica de
homogeneizacdo a alta velocidade. A caracterizacdo fisico-quimica avaliou o0s
parametros de didametro médio de particula e distribuicdo do tamanho de particula
pela técnica de difracdo de laser, o potencial zeta foi medido por mobilidade
eletroforética, o pH por potenciometria e teor e eficiéncia de encapsulacdo por
CLAE. A morfologia foi observada por microscopia eletrénica de transmissédo. A
nanoemulsao foi estavel por 30 dias a 30°C/ 65% UR. A formulag¢édo apresentou teor
de 10 mg/mL, tamanho de particula de 419 + 23 nm, distribuicdo monomodal,
eficiéncia de encapsulacdo de 84,65%, potencial zeta de -10,9 £ 0,44 mV e pH de
5,01 + 0,01. Para verificar a eficacia despigmentante da formulacdo foi realizado o
ensaio in vitro de inibicdo de tirosinase, onde a hanoemulsao se mostrou mais eficaz
que o controle com o farmaco na sua forma livre. O ensaio de permeacao cutanea in
vitro em células de difusdo de Franz foi realizado com pele de orelha de porcos
durante 24 horas e ele demonstrou que a formulacdo nanotecnoldgica conseguiu
atingir as camadas mais profundas da pele (epiderme viavel e derme), permitindo
que o farmaco alcance o seu sitio de acédo, facilitando a inibicdo da sintese de
melanina. Foi realizada andlise sensorial descritiva, com 16 voluntarios
demonstrando que a formulacdo apresentou maior espalhabilidade e menor brilho
gue um produto ja disponivel no mercado. Portanto, a nanoemulsdo desenvolvida se

mostra promissora para utilizacao no tratamento de melasma, inclusive o dérmico.

Palavras-chave: Nanoemulsdo. Acido azelaico. Melasma.






ABSTRACT

Technological development of an azelaic acid-loaded nanoemulsion and evaluation
of its tyrosinase inhibition, skin permeation and sensory profile
Azelaic acid is a drug commonly used in the treatment of several skin diseases such
as acne, rosacea and melasma. Nanostructured systems for topical application are
interesting because its smaller particle size lead to a better drug delivery to its action
site. Therefore, it is promising to develop formulations able to lower azelaic acid’s
side effects and increase its efficacy as a skin whitening agent as well as control its
permeation and shows a sensory profile that helps with patient adherence. The aim
of the present work is to develop an azelaic-acid loaded nanoemulsion, evaluating its
tyrosinase inhibition, skin permeation and sensory profile. The nanoemulsion was
prepared using high shear homogenization. Its characterization was conducted
evaluating the average particle diameter through laser diffraction, the zeta potential
by eletrophoretic mobility, pH by potentiometry and drug content and encapsulation
efficiency by HPLC. The morphology of the nanoemulsion was observed by
transmission electron microscopy. The product was stable for 30 days at 30°C/ 65 %
RH. The theoretical drug content was 10 mg/mL and the particle size 419 + 23 nm
with a monomodal distribution profile, encapsulation efficiency of 84,65% and the
zeta potencial was -10,9 £ 0,44 mV while the pH was 5,01 £+ 0,01. To evaluate the
formulation’s whitening efficacy, tyrosinase inhibition was calculated and the azelaic-
acid loaded nanoemulsion was more effective than the control with the drug in its free
form. The in vitro permeation study using Franz diffusion cells was conducted for 24
hours, using pig ear skin and showed that the formulation was able to permeate
through the skin and reach the deeper layers (viable epidermis and dermis), allowing
the drug to reach its action site, improving the melanin synthesis inhibition. To help
understand the sensory profile of the nanoemulsion, a descriptive sensory evaluation
was conducted with 16 volunteers. The nanoemulsion’s sensory profile showed a
better spreadability and lower shine comparing with a product already available in
pharmacies. Hence, the azelaic acid-loaded nanoemulsion developed in this word
seems to be promising as a treatment for pigmentary skin disorders as dermal

melasma.

Keywords: Nanoemulsion. Azelaic acid. Melasma.
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1 INTRODUCAO

O &cido azelaico (AzA) é um acido dicarboxilico amplamente utilizado em
doencas da pele, como acne, rosacea e melasma (GUPTA, 2005; HABIF, 2012,
LOWE et al., 1998; SARKAR; BHALLA; KANWAR; 2002). Apresenta propriedades
queratoliticas, antibacterianas, anti-inflamatérias, antioxidantes e despigmentantes
(DRAELOS; KAYNE, 2008; GUPTA, 2005). Seu mecanismo de acao ainda nao foi
completamente elucidado. Tem sido relatado o surgimento de efeitos adversos
como queimacdo, coceira e ardéncia (REIS et al., 2013; SARKAR; BHALLA;
KANWAR; 2002; THIBOUTOT; THIEROFF-EKERDT; GRAUPE, 2003).

A diminuicdo dos efeitos adversos, aliado ao aumento da eficacia e busca de
um perfil sensorial que favoreca a adeséo ao tratamento sdo fatores importantes a
se considerar no desenvolvimento de uma formulacdo. Neste contexto, o uso da
nanotecnologia estd relacionado com uma melhora de diversos aspectos das
formulagbes farmacéuticas. Sistemas nanoestruturados, em produtos de uso tépico
podem servir de reservatorio para substancias lipidicas, prolongando e controlando a
liberacdo cutdnea de substancias, além de melhorar a adesividade e tempo de
permanéncia destas substancias na pele (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; ALVES et
al., 2007; CONTRI et al., 2011la; JAEGER et al., 2007). A nanotecnologia pode
alterar o perfil sensorial de formulagbes e aumentar a eficacia de ativos
dermatoldgicos (KULKAMP-GUERREIRO et al., 2013).

A utilizacdo de sistemas nanoestruturados para aplicacdo tépica se mostra
interessante visto que o menor tamanho de particula proporciona uma maior
estabilidade da nanoemulsdo quando comparada a macroemulsées. Também, as
nanoemulsdes sdo mais eficientes na entrega de farmacos através da pele ja que a
grande area superficial e o tamanho de particula reduzido do sistema proporciona
uma maior eficiéncia na penetragdo de ativos (TADROS et al., 2004). Até o
momento, as poucas publicacdes cientificas que exploram o AzA em nanoestruturas
avaliam somente sua atividade antiacne e no tratamento da rosacea, sem explorar o
uso do farmaco como despigmentante. Além disto, ndo ha relato do farmaco em
nanoemulsdo, somente em microemulsdo, nanocapsulas poliméricas ou sistemas
vesiculares contendo fosfolipidios (MA et al., 2015; REIS et al., 2013; SHAH et al.,
2015).



22

Os tratamentos existentes contra o melasma reduzem somente a melanina
presente na epiderme. N&o ha tratamentos disponiveis que consigam tratar o
melasma dérmico, considerado de dificil resolu¢cdo (BOLANCA et al., 2008). Assim, a
utilizacdo do AzA em uma nanoformulacdo que consiga promover uma maior
penetracdo e permeacao dérmica, atingindo as camadas mais profundas da pele se
mostra bastante promissor. O trabalho de Reis e colaboradores (2013) n&do avaliou a
permeacdo cutanea de suas nanoparticulas, mas avaliou a atividade antiacne do
AzA, que foi similar a formulagdo com o farmaco na sua forma livre. J4 a
microemulsdo desenvolvida por Ma e colaboradores (2015) atingiu um aumento da
permeacdo cutanea do AzA, porém avaliaram somente a atividade anti-rosacea. Os
sistemas avaliados por Shah e colaboradores (2015) também ficaram mais retidos
no estrato cérneo do que nas camadas mais profundas da pele e somente os
invasossomas conseguiram uma maior eficacia antiacne que o controle ndo-tratado.

Para o presente trabalho, foram escolhidos os tensoativos poloxamer 407 e
monooleato de sorbitano (Span® 80), que, apesar de serem muito comuns na
preparacdo de nanoemulsdes, a combinacdo dos mesmos em uma Unica formulacao
ainda nado foi descrita na literatura. Como nucleo oleoso da nanoemulsédo
desenvolvida neste trabalho, foi escolhido o o6leo de arroz. Suas fracdes
insaponificaveis possuem altos niveis de tocoferdis, tocotriendis e gama-orizanol, 0os
quais apresentam atividade antioxidante (BERNARDI et al., 2011; RIGO et al., 2014).
A exposicdo a radiacdo UV pode causar peroxidacao lipidica gerando radicais livres,
0 que poderia estimular os melandcitos a produzir melanina (BOLANCA et al., 2008).
Assim, a utilizacdo de um Oleo rico em antioxidantes € interessante como
coadjuvante ao tratamento de melasma.

Assim, também, é relevante citar que ambas as formulacées possuem em sua
composicdo o acido hialurénico (AH), que é um polissacarideo aniénico encontrado
naturalmente na matriz extracelular de certos tecidos. O AH pode hidratar o estrato
corneo, abrindo rotas de penetracdo e, com isto, facilitar o transporte transdérmico.
Além disto, os receptores de AH sao altamente expressados nos queratinécitos da
epiderme e fibroblastos da derme (HAN et al., 2015; JUNG et al., 2014). Atrux-Tallau
e colaboradores (2014) realizaram um estudo que analisou a utilizagdo de ligantes
auto-organizaveis em nanoemulsdes. Foi possivel verificar que a nanoemulsao
contendo como ligante o AH reduziu significativamente a sintese de melanina. Ja

gue nenhum dos sitios receptores do AH parece ter envolvimento na melanogénese,
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0 autor concluiu que o ligante de AH nao afetou o conteudo de melanina, mas
melhorou a atividade da nanoemulsdo, aumentando a interacdo com os melandcitos.
Por isto, a utilizacdo de AH se mostra interessante para o presente trabalho, pois
pode melhorar a eficdcia despigmentante do AzA através do aumento da interacéo
com os melandcitos.

Assim, o presente trabalho visa desenvolver nanoemulsdo inovadora
contendo AzA, contemplando o desenvolvimento farmacotécnico e o estudo de
parametros relacionados com a adesdo, a eficidcia e a seguranca do tratamento.
Desta forma, o presente trabalho inclui a realizacdo da analise sensorial e o perfil de
permeacdo cutanea de uma nanoemulsdo desenvolvida com uma combinacgéo

inédita de tensoativos, capaz de estabilizar o AzA em uma nanoformulacao.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Desenvolver nanoemulsdo inovadora de AzA e avaliar suas caracteristicas

fisico-quimicas, inibicdo da tirosinase, perfil de permeacéo cutanea e sensorial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar e avaliar nanoemulsdo inovadora de AzA, avaliando a distribui¢cdo de
tamanho de particulas, potencial zeta, pH, teor e eficiéncia de encapsulagao;

e Avaliar a inibigdo in vitro da tirosinase da nanoemulsdo de AzA em
comparacao ao farmaco na sua forma livre;

e Avaliar o perfil de permeagéao cutanea in vitro do AzA veiculado na formulacéo
desenvolvida em comparacdo ao farmaco livre; bem como o papel da
presenca de AH na nanoformulagéo;

e Avaliar o perfil sensorial da nanoemulsao desenvolvida em comparacdo a um

produto disponivel no mercado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MELASMA E PELE

A pele é o maior 6rgédo do corpo humano, contemplando em torno de 15% do
peso total de um adulto (KANITAKIS, 2002). Ela pode ser dividida em trés camadas:
epiderme, derme e tecido subcutaneo (HABIF, 2012).

O estrato corneo é a camada mais externa da epiderme e € responséavel pela
funcdo barreira, sendo a menos permeavel das camadas da pele (HABIF, 2012;
JAMES; BERGER; ELSTONS, 2016). Abaixo do estrato cOrneo encontra-se a
chamada epiderme viavel que se localizam os melandcitos, células responséaveis
pela producao de melanina (HABIF, 2012; NAIK; KALIA; GUY, 2000).

O melasma é uma desordem pigmentaria que acomete a pele principalmente
na testa, bochechas e queixo. Também chamado de cloasma, € caracterizado por
maculas de coloracdo marrom escura (Figura 1) e acomete mais mulheres do que
homens (BOLANCA et al., 2008).

Figura 1 — Paciente com melasma na area da bochecha, demonstrando a pigmentagao irregular
Fonte: Sheth; Pandya (2011a).

A sua patofisiologia ndo estd completamente elucidada, entretanto varios
fatores sédo descritos como contribuidores para o aparecimento do melasma, como
exposicdo a luz ultravioleta, predisposicdo genética, gravidez, uso de contraceptivos

orais, disfungbes endocrinas, tratamentos hormonais e até cosméticos ou
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medicamentos que contém agentes fototoxicos (SARKAR; BHALLA; KANWAR,;
2002).

Conforme Cestari e colaboradores (2009), as manchas provocadas pelo
melasma podem ser divididas em quatro grupos: epidérmicas, dérmicas, epidérmica-
dérmica e tipo indeterminado. Este ultimo acomete pacientes com tipo de pele V e
VI, de acordo com a classificacdo de Fitzpatrick. JA o tipo epidérmico € o mais
comum e mais facilmente tratvel e se caracteriza por um aumento da melanina na
epiderme. O tipo dérmico € menos responsivo as terapias convencionais e apresenta
na derme macrofagos carregados com melanina. O tipo misto apresenta melasma
tanto do tipo epidérmico quanto do dérmico.

O tratamento mais convencional e “padrdo ouro” contra o0 melasma é o0 uso
topico de hidroquinona devido a sua atividade inibitéria da tirosinase, entretanto
outros farmacos também sdo amplamente utilizados, como mequinol, retindides,
corticosteroides, acido kgjico, acido ascorbico, arbutin e AzA (BOLANCA et al., 2008;
CESTARI et al., 2009; RENDON; BARKOVIC, 2016; SARKAR; BHALLA; KANWAR,;
2002; SHETH; PANDYA, 2011b).

A maioria das terapias descritas na literatura reduz somente a melanina
presente na epiderme. O melasma dérmico é de dificil resolucdo e ndo héa
tratamentos que consigam remover o pigmento presente na derme. Entretanto, a
fonte do pigmento dermal é de origem epidermal entdo inibindo a melanogénese
epidermal por longos periodos o pigmento presente na derme pode diminuir
(BOLANCA et al., 2008).

3.2 ACIDO AZELAICO

Acido azelaico (acido 1,7-heptanedicarboxicilico, AzA) é um A&cido
dicarboxilico utilizado no tratamento de doencas de hiperpigmentacdo e da acne
(GUPTA, 2005; LOWE et al., 1998).

A Figura 2 mostra a estrutura molecular do AzA.

O O

HO)J\/\/\/\/”\OH

Figura 2 — Estrutura molecular do AzA
Fonte: SciFinder (2017).
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O mesmo possui pKa de 4,47 a 25°C, densidade de 1,251 g/cm® e baixa
solubilidade em agua (logP de 1,196) (SCIFINDER, 2017).

O AzA possui propriedades queratoliticas, antibacterianas e anti-inflamatorias
(HABIF, 2012) bem como propriedades antioxidantes e despigmentantes
(DRAELOS; KAYNE, 2008; GUPTA, 2005). Pode ser utilizado para tratar acne,
rosacea e melasma (HABIF, 2012; LOWE et al, 1998; SARKAR; BHALLA;
KANWAR; 2002).

Aparentemente, apresenta poucos efeitos adversos, ndo severos (SARKAR,;
BHALLA; KANWAR; 2002). Entretanto, um estudo relacionou o aparecimento de
sensacao de queimacao, coceira e ardéncia em 38% dos pacientes que utilizaram
uma formulagcdo em gel com 15% de AzA, em comparagdo ao veiculo sem farmaco
(THIBOUTOT; THIEROFF-EKERDT; GRAUPE, 2003). Assim, mesmo possuindo
efeitos adversos considerados leves, os mesmos podem interferir na aderéncia do
paciente ao tratamento (REIS et al., 2013).

Apesar de todas as propriedades ja descritas, 0 mecanismo de agcédo do AzA
ainda ndo foi completamente elucidado. Um estudo apontou que o AzA consegue
modular a resposta inflamatéria em queratinécitos normais de humanos
(MASTROFRANCESCO et al., 2010). Além disto, sua acdo despigmentante se da
por ser um inibidor da tirosinase e assim inibir a producdo de melanina (DRAELOS;
KAYNE, 2008; GUPTA, 2005; KADUNC et al.,, 2013; SHETH; PANDYA, 2011b).
Outro estudo, mais recente, demonstrou que a acao terapéutica do AzA na rosacea
pode incluir a inibicdo da catelicidina e da enzima KLK5, que possuem papéis
importantes na patofisiologia da doenca (CODA et al., 2013). E interessante
mencionar que o AzA néo possui efeito despigmentante na pele com pigmentacao
normal; esta especificidade pode se dar por ele ter um efeito seletivo somente nos
melandcitos anormais (BANDYOPADHYAY, 2009).

Vale salientar que o AzA é pode ser utilizado durante a gravidez pois é
classificado pelo Food and Drug Administration (FDA) como categoria B, ou seja, em
estudos com animais 0 AzA n&do mostrou teratogenicidade, todavia, ndo ha estudos
deste tipo em humanos (CHIEN et al., 2016; FDA, 2017).
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3.3 SISTEMAS NANOESTRUTURADOS

O uso da nanoencapsulacdo de ativos para melhorar aspectos das
formulagBes farmacéuticas € amplamente encontrado na literatura. Dentre esses
aspectos podemos citar que a nanoencapsulacdo pode potencializar a acdo de
inumeros farmacos, pode fornecer um controle da liberacdo de farmacos em sitios
especificos e pode reduzir a toxicidade e degradacdo das substancias (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Os tipos mais comuns de nanoparticulas estudadas para aplicacéo topica sao
as baseadas em sistemas lipidicos, como as nanoparticulas lipidicas solidas,
carreadores lipidicos nanoestruturados e nanoemulsdes (CONTRI et al., 2011a).

As nanoemulsBes sdo dispersbes finas 6leo-em-agua, com goticulas entre
100 e 600 nm (BOUCHEMAL et al., 2004). Apresentam menor tendéncia a
sedimentacao e cremeacdo (SOLANS et al., 2005). As nanoemulsfes possuem uma
maior capacidade de penetrar e/ou permear na pele quando comparadas com as
nanocapsulas. Este fato, provavelmente, se deve pela sua flexibilidade e auséncia
de polimero, o qual possui uma afinidade pelo estrato corneo. Além disto, os
sistemas nanoemulsionados sdo aplicados para melhorar a solubilidade de ativos
lipofilicos (CONTRI et al., 2011a). As técnicas mais conhecidas para formacao de
nanoemulsdo sdo a utilizacdo de métodos de alta e baixa energia de emulsificacao
(TADROS et al.,, 2004). Geralmente nos métodos que utilizam alta energia de
emulsificacdo, o primeiro passo € preparar uma macroemulsdo O/A e entdo esta
emulsado é convertida em nanoemulsdo através do uso de equipamentos especificos,

como homogeneizador a alta pressdo ou de alta velocidade (GUPTA et al., 2016).

3.4 ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO

Para uma elaboracdo mais racional de nanoemulsdo, utiliza-se alguns
recursos como o calculo de equilibrio hidrofilo-lipofilo requerido para a emulséo e a
construgdo de diagrama ternério de fases. O conceito de equilibrio hidrofilo-lipéfilo
(EHL) foi introduzido por Griffin em 1949. Visto que emulsionantes consistem em
uma molécula com grupos hidrofilicos e lipofilicos, o equilibrio do tamanho e forca
destes grupos pode ser chamado de EHL. Este sistema permite selecionar o

emulsionante mais eficaz para o tipo de emulsdo desejado (GRIFFIN, 1949). O valor
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de EHL de um tensoativo representa as proporcdes relativas das partes hidrofilicas e
lipdfilicas. Sendo assim, quando o valor de EHL é elevado, significa que a substancia
possui mais propriedades hidrofilicas e quando o EHL € baixo, possui mais
propriedades lipofilicas (BERGENSTAHL, 2008; BILLANY, 2008; LACHMAN;
LIEBERMAN; KANIG, 2010). Pode-se verificar na Tabela 1, a faixa de EHL requerido

de algumas substancias, de acordo com a sua utilizacao, conforme Griffin (1949).

Tabela 1 — Faixa de EHL de acordo com o uso de substancias

Faixa de EHL Uso

4-6 Emulsionantes A/O
7-9 Agentes molhantes
8-18 Emulsificantes O/A
13-15 Detergentes
15-18 Solubilizantes

Fonte: Griffin (1949).

Outra ferramenta que auxilia no desenvolvimento de nanoemulsées € o
diagrama de fases. Este consiste em um diagrama ternario que ilustra os efeitos
das diferentes concentragdes de solubilizado, solvente e tensoativo. Sua construgao
permite verificar qual é a concentracao ideal de tensoativo para determinado sistema
(BILLANY, 2008; BORBA; SANTANA, 2007).

O diagrama é composto por trés eixos, um para cada componente,
representando de 0 a 100% do mesmo. O ponto A como mostra a Figura 3 ilustra um
diagrama terciario onde se tem uma formulagdo com 50% de solubilizado, 20% de

tensoativo e 30% de agua.

100 0

Concentragdo
do solubilizado
(%)

Concentracio
de agua (%)

100 < 0
Concentragdo do tensoativo (%)

Figura 3 — Diagrama ternério de fases
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Fonte: adaptado de Billany (2008).

Para o presente trabalho, foram escolhidos os tensoativos monooleato de
sorbitano e o poloxamer 407 e. O monooleato de sorbitano (Span® 80) é um
tensoativo ndo idénico com baixo valor de EHL (BILLANY, 2008). Outro surfactante
nao idnico também utilizado para estabilizacdo de nanoemulsfes é o poloxamer 407
(Pluronic® ou Lutrol® F127), que é um copolimero em tri-bloco de polioxietileno-
polioxipropileno (PATEL, A. R.; PATEL, R. P.; PATEL M. M., 2009). Este tipo de
polimero, com uma cadeia hidrofilica longa e um bloco hidrofébico menor produz
emulsées do tipo 6leo-em-agua devido ao seu alto EHL (TORCELLO-GOMEZ et al.,
2014). Até o presente momento, ndo ha& na literatura relatos da utilizacédo

concomitante destes dois tensoativos com o objetivo de formar nanoemulséo.

3.5 ESTUDOS DE EFICACIA E ANALISE SENSORIAL DE PRODUTOS
DERMATOLOGICOS

No presente trabalho, para avaliar a eficicia in vitro da nanoemulsdo como
agente despigmentante, foi utilizado o ensaio de inibicdo da tirosinase. A tirosinase €
uma enzima que exerce um papel importante na sintese de melanina ja em suas
primeiras etapas. Esta enzima catalisa a rea¢do de oxidacdo de dois substratos - L-
tirosina e L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) — em dopaquinona. Este passo €
limitante do processo de sintese da melanina visto que as reac¢des subsequentes
ocorrem espontaneamente em pH fisiolégico. A dopaquinona € auto-oxidada em
dopachrome que eventualmente é convertido em melanina (CHANG, 2009;
SCHALLREUTER et al., 2008). Um esquema das reacdes que ocorrem durante a
melanogénese pode ser verificado na Figura 4, conforme Chang (2009).
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Y

Assim, o ensaio de eficacia despigmentante com tirosinase de cogumelo se
baseia na determinacéo colorimétrica da quantidade de DOPAchrome na presenca e
na auséncia da nanoemulséo.

Um ensaio que estd relacionado tanto a andlise da eficacia quanto da
seguranca é o estudo da permeacdo cutanea. Apesar de alguns autores acreditarem
que a absorcdo percutanea ndo contribua significantemente para a
biodisponibilidade de substancias, a determinacdo da absorcdo cutédnea deve ser
avaliada para predizer o risco sistémico da exposicdo cutédnea a determinados
produtos (BARTOSOVA; BAJGAR, 2012).

A técnica para avaliacdo de permeacdo cutanea através da utilizacdo de
célula de difusdo de Franz é um método in vitro reconhecido por agéncias
regulatérias (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA — ANVISA, 2015;
ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT -
OECD, 2004). Este método consiste em medir a difusdo de substancias através da
pele até um fluido receptor. H4 a possiblidade de utilizacdo de pele ndo viavel para
medir somente a difusdo ou de pele ativa para medir tanto a difusdo quanto o
metabolismo cutaneo. Estes modelos sao bastante Uteis quando utilizados como um
método de comparacgdo de drug delivery através da pele por diferentes formulacdes
e, a0 mesmo tempo, pode-se ter uma ideia de como seria a absor¢do percutanea

em humanos (OECD, 2004).
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Complementarmente a analise da eficacia e seguranca, a avaliacdo da
aceitabilidade é importante no desenvolvimento dos produtos. A analise sensorial é
uma ciéncia multidisciplinar que abrange a medida, a interpretacdo e o entendimento
das respostas humanas as propriedades de produtos percebidas através dos cinco
sentidos, e tem demonstrado grande importancia no desenvolvimento de produtos
cosmeéticos que satisfacam o consumidor (MARTENS, 1999; NORONHA et al., 2008;
PENSE-LHERITIER, 2008).

A andlise sensorial permite obter informagfes que ndo sdo detectadas por
procedimentos analiticos, como, por exemplo, a aceitabilidade de um produto e a
intencdo de compra por consumidores (ANCONI; CAMPOS, 2007; CHORILLI et al.,
2009; GONGCALVES; OLIVEIRA, 2008). Na éarea farmacéutica, reconhece-se a
importancia da analise sensorial na aceitabilidade de cosméticos, que reflete
diretamente na adesdo ao uso do produto (ALMEIDA; GAIO; BAHIA, 2008;
GONCALVES; OLIVEIRA, 2008; NORONHA et al., 2008; PARENTE; GAMBARO;
ARES, 2008; STEBBINS; ALEXIS; LEVITT, 2008). Assim sendo, a avaliacéo
sensorial é indispenséavel na pesquisa e inovacio de produtos cosméticos (PENSE-
LHERITIER, 2008; ZENG; RUAN; KOEHL, 2008).

Existem trés tipos de andlise sensorial: descritiva, discriminativa e afetiva. O
teste discriminativo é utilizado quando se deseja verificar se as amostras sdo iguais
ou diferentes visto que avalia atributos através da discriminagdo simples
(MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999). Os testes afetivos, também chamados de
testes de consumidores, sdo conduzidos a partir de testes de preferéncia ou
aceitabilidade. Estes dois tipos de testes sensoriais sdo realizados pelos proprios
consumidores e sé&o utilizados quando se requer avaliar a aceitacdo e
agradabilidade, porém sem dar importancia as intensidades das sensacoes
(MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999). J4 a analise descritiva traduz uma
informacdo qualitativa em um dado numérico, aplicando um desenho estatistico
experimental e condigbes de testes controladas. Trabalhar com dados numéricos
tem a vantagem de que eles podem ser analisados estatisticamente com maior
facilidade (OIRSCHOT, TOMLINS, 2002). Nesta técnica, o0s atributos sé&o
identificados e quantificados por julgadores treinados especificamente para este
propésito. Deve ser utilizada quando se necessita de informacdes detalhadas sobre
os atributos de produto, como para obter uma documentacdo das caracteristicas

sensoriais, identificagcdo e quantificacdo dos atributos sensoriais para orientacao de
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uma pesquisa, comparacdo entre produtos similares e também quando se quer um
padrdo ou referéncia para controle de qualidade ou desenvolvimento de novos
produtos (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Matérias-primas

e Acetato de amonio — Synth;

e Acido acético — Synth;

e Acido azelaico — Sigma-Aldrich;

e Acido hialurénico — Chengehi Life Sciences;

e Agua ultrapura — sistema MilliQ®;

e Alcool isopropilico — Dinamica;

e Amido de milho — Opcéo Fénix;

¢ Butilhidroxitolueno - Embacaps;

e Dimeticona — Dow Corning;

e Dimetilsulfoxido — Synth;

e Edetato dissodico - Embacaps;

e Etanol — Merck;

¢ Fosfato de sodio heptaidratado - Neon;

e Fosfato de s6dio monobasico — Neon;

e Lanolina — Dinamica;

e Lauril Sulfato de Trietanolamina — Delaware;

e L-tirosina — Synth;

e Metanol Grau HPLC — Tedia;

e Monooleato de sorbitano (Span® 80) — Sigma-Aldrich;
e Oleo de arroz — Irgovel Industria Riograndense de Oleos Vegetais;
e Oleo mineral — Dinamica;

e Optiphen® (fenoxitanol e caprilil glicol) - Ashland;
e Petrolato — Dinamica;

e Pigmento timica — Basf;

e Poloxamer 407 — Basf;

e Tirosinase de cogumelo — Sigma-Aldrich;

e Trietanolamina — Sigma-Aldrich.
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4.1.2 Materiais

e Coluna Waters Nova Pak® C18 4 um (3,9 x 150 mm);

e Pré-coluna SecurityGuardCartridges C18 - Phenomenex®;
e Membrana Amicon® 10.000 MW - Millipore;

e Membrana 0,45 pm — Millipore;

e Azelan® - Bayer.

4.1.3 Aparelhos e equipamentos

e Balancga analitica — APX-200, Denver Instrument;

e Centrifuga Eppendorf — Centrifuge 5417R;

e Cromatdégrafo liquido de alta eficiéncia — Perkin ElImer Series 200;

e Potencidmetro — Ultra-Basic, Denver Instrument;

e Mastersizer® modelo 2000 — Malvern;

e Agitador do tipo vortex - Phoenix;

e Ultra-turrax® T25 - IKA;

e Sonicador Ultracleaner 1400A — Unique;

¢ Refratbmetro de bancada do tipo ABBE — Carl Zeiss;

e Espectrofotdometro Spectramax® M2E — Molecular Devices;

e Célula de difusdo de Franz automatica - Microette Plus Multi-Group®, Hanson
Research Corporation, Chatsworth, PA, USA.

4.2 METODOS

4.2.1 Desenvolvimento de nanoemulsao contendo AzA

Para o desenvolvimento da nanoemulsédo, primeiramente foi realizada a
verificagdo do EHL requerido para o 6leo de arroz. A partir deste dado, se construiu
um diagrama pseudo-ternario de fases com o objetivo de identificar a area de
formacao de nanoemulsédo com o uso dos tensoativos poloxamer 407 e monooleato
de sorbitano. A partir deste diagrama, foi determinada a concentracdo de uso dos

tensoativos. Em seguida, passou-se para a fase de preparacdo da nanoemulséo
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com todos os insumos sugeridos. Para a caracterizacdo do tamanho e diametro de
particula, foi realizado o ensaio de determinacdo do indice de refracdo da
nanoemulsdo e posteriormente a mesma foi caracterizada através dos ensaios de
tamanho de particula e analise de distribuicAo do mesmo, potencial zeta e pH.
Avaliou-se, também, o teor de AzA presente na nanoemulsdo, a eficiéncia de

encapsulamento e a estabilidade da formulacéo.

4.2.1.1 Verificagdo do EHL requerido para o 6leo de arroz

Para a determinacdo do EHL requerido para o 6leo de arroz, produziu-se uma
série de sete emulsdes utilizando uma combinacdo de emulsionantes de valor de
EHL conhecido em diferentes propor¢des (Tabela 2). Foram utilizados os tensoativos
monooleato de sorbitano (lipofilico, EHL 4,3) e polissorbato 80 (hidrofilico, EHL 15).

Para o célculo das quantidades de tensoativos necessarios para a obtencéo
dos valores de EHL foi utilizada a Equacao 1, considerando que a soma das
qguantidades dos tensoativos, corresponde a 10% do total da formulacdo. A

concentracéo de 6leo de arroz e de agua é de 10% e 80%, respectivamente.

EHL = (EHLA.0,01A) + (EHLB .0,01 B),onde A + B = 100 1)

As quantidades utilizadas de tensoativo para cada valor de EHL encontram-se
na Tabela 2. Para determinar a proporcdo dos tensoativos, foram selecionados o0s
valores de EHL de 4,3; 6; 8; 10; 12; 14 e 15.

Tabela 2 — Porcentagens de cada tensoativo para obter o valor de EHL selecionado

Amostra EHL Monooleato de Polissorbato
Sorbitano (A) (%) 80 (B) (%)

1 4,3 100,00 0,00

2 6 84,11 15,89

3 8 68,22 31,78

4 10 46,73 53,27

5 12 28,01 71,96

6 14 9,35 90,65

7 15 0,00 100,00
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As emulsbes foram preparadas adicionando os tensoativos ao 6leo de arroz e
aguecendo as fases a 80 + 3°C. Entéo, a fase oleosa foi adicionada gota a gota a
dgua sob agitacdo magnética. As amostras foram submetidas a avaliacao
macroscopica para determinacéo da emulsdo mais estavel, demonstrando o valor de

EHL requerido para o 6leo de arroz.

4.2.1.2 Construgdo de Diagrama Pseudo-Ternario de Fases

Para determinar as concentracdes dos componentes para a obtencdo da
nanoemulsdo, foi construido um diagrama pseudo-ternario de fases através do
método de titulagdo aquosa (BALI; ALI, M.; ALI, J., 2010; SHAFIQ et al., 2007,
SHARMA et al., 2010).

A construcdo do diagrama foi baseada na fase oleosa (6leo de arroz),
surfactantes (monooleato de sorbitano e poloxamer 407), cosurfactante (etanol) e
agua ultrapura. A razdo entre da combinacdo dos surfactantes com o cosurfactante
(chamado de Smix) foi fixada em 9:1.

A fase oleosa foi combinada com o Smix nas propor¢des de 1:9, 2:8, 3:7, 4.6,
5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. Um volume de 1 mL de agua ultrapura foi adicionado gota a
gota com uma micropipeta sob agitacdo magnética. Apds cada adicdo de agua, 0s
sistemas foram homogeneizados com o auxilio de bastéo de vidro.

As mudancas de fases foram identificadas visualmente e classificadas como
macroemulsdo viscosa, macroemulsdo liquida, macroemulsdo cremosa, separacao

de fases e nanoemulséo.

4.2.1.3 Preparagédo da nanoemulséo

A nanoemulsédo proposta neste trabalho, denominada NAzA, foi preparada
através de homogeneizacio a alta agitacéo através do equipamento Ultra Turrax®.

A fase A consiste no sistema tensoativo (monooleato de sorbitano e
poloxamer 407), etanol, AzA, 6leo de arroz, butilhidroxitolueno e trietanolamina. O
AzA foi solubilizado no etanol e ambos aquecidos a 45°C. Para garantir a melhor
solubilizacdo do AzA, ajustou-se o pH da solucéo de AzA e etanol com trietanolamina
até pH 4,9. Apos este ajuste de pH, adicionam-se os demais insumos da fase que ja

foram previamente aquecidos a 80 + 3°C.
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A fase B (fase aquosa) consiste em edetato dissédico, acido hialurénico e
agua ultrapura. Os insumos solidos foram solubilizados na agua sob agitacdo
magnética de 600 rpm por 10 minutos. Foi utilizado o insumo AH pois ele pode
hidratar o estrato corneo, abrindo rotas de penetracdo e, com isto, facilitar o
transporte transdérmico. Também, os receptores de AH sdo altamente expressados
nos queratinécitos da epiderme e fibroblastos da derme (HAN et al., 2015; JUNG et
al., 2014).

A fase A quanto a fase B da nanoemulsao foram aquecidas a 80 = 3°C. Em
seguida, a fase B foi vertida gota a gota sobre a fase A, sob agitacdo magnética.
Apos a formacao da emulsédo, a mesma foi submetida a agitacdo de 22.000 rpm com
o auxilio do equipamento Ultra Turrax® T25 (IKA® Works Inc., NC, USA), durante 30
minutos.

A fase C foi adicionada no final do preparo da nanoemulsédo, quando a mesma
ja se encontrava em temperatura ambiente. Manteve-se agitacdo do equipamento
Ultra Turrax® por 5 minutos a 16.000 rpm.

A Tabela 3 demonstra os componentes da nanoemulséo e suas respectivas

concentracoes.

Tabela 3 — Insumos da nanoemulséo proposta (NAzA) e suas respectivas concentragdes

Fase Componente Concentragao (%)
A Monooleato de sorbitano 6,57
Poloxamer 407 2,43
Etanol 1,00
Acido azelaico 1,00
Oleo de arroz 10,00
Butilhidroxitolueno 0,05

Trietanolamina gs pH 4,9

B Edetato dissddico 0,05
Acido hialurénico 0,40
Agua ultrapura 78,00
C Fenoxietanol e caprilil glicol 0,50

Como controle frente a nanoestrutura, utilizou-se a emulséo contendo AzA na
sua forma livre e contendo todos os demais componentes que também estavam
presente na nanoemulsdo (denominada de LAzA), com o0 objetivo de descartar

qualquer influéncia dos excipientes nos experimentos a serem realizados.
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A emulsdo LAzA foi preparada através de agitacdo magnética, sem a
utilizacdo do equipamento Ultra Turrax®.

A fase A da LAZzA consiste no sistema tensoativo (monooleato de sorbitano e
poloxamer 407), 6leo de arroz e butilhidroxitolueno. Estes insumos foram aquecidos
a 80 * 3°C e submetido a agitacdo magnética de 600 rpm.

A fase B (fase aquosa) consiste em edetato dissodico, acido hialurdnico e
adgua ultrapura. Os insumos sélidos foram solubilizados na &gua sob agitacédo
magnética de 600 rpm por 10 minutos e aquecidos a 80 + 3°C.

A fase B foi vertida gota a gota sobre a fase A, sob agitacdo magnética de 600
rpm.

O AzA foi solubilizado no etanol e ambos aquecidos a 45°C. Para garantir a
melhor solubilizacdo do AzA, ajustou-se o pH da solucdo de AzA e etanol com
trietanolamina até pH 4,9 (fase C). Entdo, a fase C foi adicionada a emulsdo ja
formada (fase A + fase B), mantendo a agitacdo magnética de 600 rpm por 5
minutos.

Entdo, a fase D foi adicionada a emulsdo, também sob agitacdo magnética
por 5 minutos.

A Tabela 4 demonstra os componentes da nanoemulsédo e suas respectivas

concentracoes.

Tabela 4 —Insumos da LAZA e suas respectivas concentracdes

Fase Componente Concentragao (%)
A Monooleato de sorbitano 6,57
Poloxamer 407 2,43
Oleo de arroz 10,00
Butilhidroxitolueno 0,05
B Edetato dissddico 0,05
Acido hialurénico 0,40
Agua ultrapura 78,00
C Etanol 1,00
Acido azelaico 1,00
Trietanolamina gs pH 4,9

D Fenoxietanol e caprilil glicol 0,50
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4.2.1.4 Determinacédo do indice de refracdo da nanoemulséo

O indice de refragdo da formulagéo proposta foi determinado por refratdmetro.
O equipamento utilizado foi um refratdmetro de bancada do tipo ABBE (fabricante
Carl Zeiss) e a leitura foi realizada na escala do indice de refratividade e em

triplicata.
4.2.1.5 Caracterizacao fisico-quimica da nanoemulséo

A caracterizacdo da nanoemulséo foi realizada através de parametros criticos
gue devem ser analisados no desenvolvimento deste tipo de estrutura.

As nanoparticulas foram caracterizadas quanto ao tamanho de particula por
difracdo de laser (Malvern® 2000 Mastersizer, Malvern Instruments, Reino Unido). Os
valores de diametro sdo expressos como:

e D[4,3], que corresponde ao valor médio de diametro da esfera equivalente

(Equacéo 2);

D[4,3] = 22 @

e d(0,1): tamanho que abrange 10% das particulas de menor tamanho sob a
curva de distribuicao;

e d(0,5): tamanho que representa a mediana da curva de distribuicdo de
tamanhos;

e d(0,9): tamanho que abrange 90% da curva de distribuicao.

A distribuicdo de tamanho é expressa pelo valor de Span, calculado conforme a

Equacéo 3.

Span = 202~ Poa (3)

0.5

Os resultados foram obtidos através da média de trés determinagoes.
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O potencial zeta da nanoemulsédo foi determinado pela analise da mobilidade
eletroforética em equipamento Zetasizer®. As analises foram realizadas ap6s dilui¢cdo
de 500 vezes (v:v) em solugdo de NaCl 10 mM, previamente filtrada através de
membrana 0,45 pm. Para cada medida, foram realizadas 20 varreduras.

O pH foi determinado por potenciometria em potencibmetro previamente
calibrado com solucdo tampdo padrdo de pH 4,0 e pH 7,0, ambas a 25°C,

diretamente na nanoemulséao. As medidas foram lidas em triplicatas.

4.2.1.6 Ensaios de teor e taxa de encapsulacao

O ensaio de avaliacdo de teor de AzA foi realizado conforme metodologia ja
validada por Mansour e Ibrahiem (2002). Foi realizada uma validacédo parcial do
método conforme consta no Anexo A.

A quantificacdo do AzA foi realizada empregando-se cromatografo liquido de
alta eficiéncia Perkin Elmer, com detector UV em 220 nm. Utilizou-se coluna Waters
Nova Pak C18 4 um (3,9 x 150 mm), volume de injecdo de 20 pL e tempo de andlise
de 8 minutos. A fase mdvel isocratica foi constituida de metanol:agua (40:60 v/v) com
0,077% (p/v) de acetato de amdnio. O pH da fase movel foi ajustado a 5,0 £ 0,1 com
acido acético 96%. O fluxo empregado foi de 0,8 mL/min.

O método foi parcialmente validado segundo a Resolucéo n° 899 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) e Internacional Conference on
Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceutical for
Human Use (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION - ICH, 1996)
em termos de: linearidade, especificidade, precisao e exatiddo (Anexo A).

O teor do farmaco foi determinado ap6s a diluicdo da nanoemulsdo até a
concentracdo de 150 pg/mL com a solucdo da fase moével. Esta solucdo foi
submetida a agitacdo do tipo vortex por 3 minutos.

Para determinar a taxa de encapsulacdo, o AzA livre (ndo-associado) foi
avaliado no ultrafiltrado, pela técnica de ultrafiltracdo-centrifugacdo (Amicon® 10.000
MW, Millipore) em centrifuga, a 4.000 rpm por 5 minutos. A taxa de encapsulagéo foi
calculada pela diferenca entre a concentragdo total do farmaco e a concentragédo

livre (encontrada no ultrafiltrado), conforme a Equacéo 4.
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Ctotal—Cultrafiltrado * 100 (4)

Taxa de encapsulaciol = Croral

4.2.1.7 Avaliagdo morfoldgica da nanoemulséo

A morfologia da nanoemulséo foi avaliada através de microscopia eletronica
de transmissédo (MET). Para tanto, a amostra foi diluida em etanol na proporcédo de
1:10 (nanoemulsao:etanol) e uma gota depositada sobre grids de cobre (400 mesh)
com revestimento de formvar/carbono (Electron Microscopy Sciences). Apos 1
minuto, o grid foi seco com papel filtro e foi adicionado acetato de uranila em solucao
aquosa (2%) como contraste negativo. A amostra foi mantida em dessecador a
vacuo até a realizacdo da analise, que foi realizada no Centro de Microscopia

Eletronica da UFRGS em microscopio eletronico de transmissao operando a 80 Kv.
4.2.1.8 Estudo de estabilidade das nanoemulsdes

O teste de estabilidade preliminar foi realizado através do uso de centrifuga. A
nanoemulsao foi submetida a 30 minutos de centrifugacao a 3.000 rpm.

A nanoemulsdo foi monitorada através dos parametros pH, teor e tamanho de
particula e Span durante um periodo de 30 dias, em camara climatica a 30°C e 65%

de umidade e em geladeira a 4°C.
4.2.1.9 Ensaio in vitro de inibicdo da tirosinase de cogumelo

Para avaliar a eficacia despigmentante da nanoemulsdo desenvolvida, foi
realizado um teste in vitro para avaliar a inibicdo da tirosinase de cogumelo,
conforme descrito por Yoshimura e colaboradores (2005).

O ensaio de eficacia despigmentante com tirosinase de cogumelo se baseia
na determinacdo colorimétrica da quantidade de DOPAchrome na presenca e na
auséncia da nanoemulsdo. O ensaio foi realizado incubando em placas de 96 pogos
50 pL de L-tirosina, 90 pyL de tampéo fostato (0,1 M a pH 6,8), 10 pyL de
dimetilsulféxido e 40 pL da solucdo amostra ou solucdo tampdo, a 37°C por 5

minutos. Apds, € adicionada 50 pL de solucdo tampédo ou solugéo de tirosinase a
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0,125 mg/mL. A gquantidade de DOPAchrome foi determinada em 405nm em
espectofotdbmetro (Spectramax® M2E, Molecular Devices).

O resultado é dado pela porcentagem da inibicdo da tirosinase através da
Equacéo 5:

(%) Inibigao: [“=2] x 100 (5)

Onde:
A = diferenga das absorbéncias da amostra controle entre as amostras com e sem
tirosinase;

B = diferenca das absorbancias da substancia teste com e sem tirosinase.

A inibicao da tirosinase pela nanoemulsao foi avaliada em trés concentragdes
diferentes: 1 mM, 5 mM, 10 mM e 15 mM. Nestas mesmas condicdes, também foi
avaliada uma emulséo contendo o farmaco na sua forma livre, chamada de LAZzA.
Utilizou-se como controle positivo a substancia arbutin nas concentragdes de 1 mM,
5mM e 10 mM.

A atividade inibitéria das amostras foi expressa como a concentracdo que
inibe 50% da atividade enzimatica (ICso0) e calculada através do software GraphPad
Prism® 7.02.

4.2.1.10 Ensaio de penetragcdo e permeacao cutanea in vitro

O estudo de permeacédo in vitro foi realizado utilizando pele de orelha de
porcos como membrana biologica, em sistema de célula vertical de Franz automatica
(Microette Plus Multi-Group®, Hanson Research Corporation, Chatsworth, PA, USA).
As amostras de pele foram obtidas de animais recém sacrificados (Frigorifico Ouro
do Sul). Apés a coleta, as amostras de pele foram limpas e secas, discos foram
recortados na pele e suas espessuras determinadas com um medidor de espessura.
Para realizacdo dos experimentos foram utilizadas membranas com espessura
média de 1,0 a 2,0 mm. Apés a determinacdo da espessura de cada disco, 0 mesmo
foi embalado de maneira individual em papel aluminio e congelado a —4°C até o

momento de sua utilizac&o.
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O estudo foi conduzido em células de difusdo vertical de Franz, possuindo
compartimento receptor com capacidade em torno de 7,0 mL e uma éarea de difuséo
de 1,77 cm?. As determinacdes foram realizadas utilizando-se 5 repeticGes para
cada formulagéo testada (n=5).

Para a determinacdo da escolha do meio receptor, testes preliminares com
meios distintos foram realizados. Solu¢des supersaturadas com o farmaco em cada
meio testado permaneceram em repouso por 24 horas e apdés foram centrifugadas a
3.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi diluido e quantificado por CLAE
conforme metodologia j4 descrita. A concentracdo de saturacdo do AzA foi
determinada para garantir que a condicdo sink do experimento seja mantida. O meio
escolhido consistiu em tampao fosfato pH 7,4 com 20% de etanol.

Para a determinacdo do meio extrator de AzA em pele de porco também
foram testados meios distintos. Em tubo Falcon, pele de porco picada e a esta foi
adicionada uma quantidade conhecida de AzA e, apés 30 minutos da adicdo, o
solvente proposto foi adicionado até totalizar 5,0 mL. As amostras foram submetidas
a agitacado do tipo vortex por 2 minutos seguidas por 30 minutos em banho de
ultrassom. Realizou-se filtracdo dos meios em seringa com filtro 0,45 pm e
guantificacdo em CLAE conforme método ja descrito. A solucdo extratora escolhida
foi agua ultrapura e metanol (60:40), com 0,077% de acetato de aménio com
correcdo de pH a 5,0 utilizando &cido acético. Esta solucdo corresponde a fase
moével utilizada no método de doseamento por CLAE.

Para garantir a linearidade do método de quantificacdo de AzA em meio
receptor e meio extrator, foram realizadas 3 curvas analiticas de AzA para cada
meio. No meio receptor, as curvas foram realizadas nas concentragdes de 35, 50,
65, 75 e 100 pug/mL. Ja para o meio extrator, concentracdes utilizadas foram de 20,
50, 75, 100 e 200 pg/mL.

Para a determinacdo da exatiddo do método de quantificacdo de AzA a partir
de pele de orelha de porco neste experimento, adicionou-se a pedacos de pele de
orelha de porco uma quantidade conhecida de AzA, obtendo-se concentracdes finais
iguais a: 20, 75 e 200 pg/mL (respectivamente, uma concentragdo baixa, média e
alta da curva-padrdo). As amostras foram extraidas apos 2 minutos de agitacdo do
tipo vortex e 30 minutos no banho de ultrassom. Procedeu-se com a filtragem em
filtro de 0,45 um e quantificacdo por CLAE. A partir da recuperacdo do ativo, se

determinou a exatiddo do método.
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Para o experimento de permeacédo cutanea em célula de difusdo de Franz, a
membrana foi mantida em contato com uma solucéo receptora de tampao fosfato pH
7,4 e etanol (80:20) e regime de doses infinitas. A solug&o receptora foi selecionada
através da determinacdo da sua concentracdo de saturacdo de AzA em diferentes
meios, a fim de manter a condi¢cdo sink. O meio receptor foi mantido sob agitacao
magneética, em banho aquecido a 37 + 1°C para que a temperatura na superficie da
pele permanecesse em torno de 32°C.

As amostras foram pesadas (170 mg/cm?, o que corresponde a 3 mg de AzA)
e aplicadas na pele, onde foram deixadas sob contato por 24 horas. O equipamento
realizou coletas do meio receptor nos tempos 2, 5, 8, 10, 12, 20 e 24 horas que
foram posteriormente submetidas a andlise por CLAE, de acordo com as condi¢cdes
operacionais ja utilizadas anteriormente (Anexo A).

O excesso de formulacdo na superficie da membrana foi removido com o
auxilio de algodao. Para separar as camadas da pele, foram utilizadas as técnicas

de tape stripping e separacéo por calor, conforme descrito a seguir.

4.2.1.10.1 Retencédo no estrato cérneo (tape stripping)

As camadas do estrato cérneo foram retiradas da pele com o auxilio de 18
pedacos de fita adesiva Scotch 3M, medindo 25x25 mm. As fitas foram colocadas
em tubos Falcon para extracdo com 5 mL de solucéo extratora. Os tubos foram
submetidos a agitacdo do tipo vortex por 2 minutos e levados a banho de ultrassom
por 30 minutos, para garantir a extracdo do farmaco. As amostras foram filtradas
através de membrana com porosidade de 0,45 um e submetidas a doseamento
conforme método descrito no item 4.2.1.6 e Anexo A.

4.2.1.10.2 Retencéo na epiderme e na derme (técnica de separacgéo por calor)

Apoés a retirada do estrato cérneo, a epiderme e a derme foram separadas.
Para tal, a pele foi mantida em imersdo em agua ultrapura a 55°C por 45 segundos.
A epiderme foi removida com o auxilio de um bisturi e colocada em tubos Falcon
com 3 mL de solugéo extratora. A derme foi picotada e colocada em tubos Falcon
com 5 mL. Todos os tubos foram submetidos a agitacédo do tipo vértex por 2 minutos

e submetidos a banho de ultrassom por 30 minutos. As amostras foram filtradas
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através de membrana com porosidade de 0,45 um e submetidas a doseamento
conforme método previamente descrito.

Os resultados da permeacdo cutanea foram analisados estatisticamente
através de analise de variancia (ANOVA) e teste Tukey, considerando um nivel de
significancia de 0,05. Os testes estatisticos foram realizados no programa GraphPad
Prism® 7.02.

4.3 ENSAIO DE ANALISE SENSORIAL DA NANOEMULSAO

O estudo de analise sensorial descritiva da NAzA foi realizado de acordo com
a legislacdo brasileira com aprovacdo de Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
regulamentado pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP). O parecer

contemplando a aprovacédo do projeto pelo CEP encontra-se no Anexo B.

4.3.1 Andlise sensorial descritiva

Para este tipo de analise, a literatura indica que se utilize um painel de 10 a
30 voluntarios treinados (KORAC:; KRAJISNIK; MILIC, 2016; PENSE-LHERITIER,
2008, 2015). O presente trabalho foi realizado com 16 painelistas.

ApOGs assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Anexo C), os painelistas participaram de uma sessdo de apresentacdo dos
conceitos gerais de analise sensorial e detalhamento dos atributos sensoriais. Para
cada atributo sensorial que seria avaliado foram apresentados 0s respectivos
padrées de nenhuma intensidade e de grande intensidade. Os participantes
aplicaram os padrbes nos antebracos. O Quadro 1 reune os atributos, suas
definicbes e padrdes. Os padrdes foram selecionados de acordo com o guia E 1490
- 03 da American Society of Testing and Materials (ASTM) (2003).
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Padréao Padréao
Atributo Definigcao Nenhuma Grande
intensidade intensidade
Espalhabilidade Facilidade de movimentagao do Lanolina Dimeticona
produto sobre a pele ]
Espessura Quantidade de produto percebida Alcool Petrolato
b entre o dedo e a pele isopropilico
Residuo branco Grau de esbranquicamento do Aleo mineral Solucao de
produto enquanto é feita a aplicacéo TEALS*
Brilho Quantidade ou grau de luz refletida Amido de Pigmento
na pele milho timica
Pegajosidade Intensidade com que o dedo se Pele sem nada Lanolina
adere a pele
Oleosidade Sensacao de 6leo sobre a pele Pele sem nada | Oleo mineral

Quadro 1 - Atributos e padrdes utilizados no treinamento do painel sensorial *solu¢é&o de
Lauril Sulfato de Trietanolamina a 5% (v/v)
Fonte: adaptado de ASTM (2003).

O estudo foi realizado em uma sala climatizada, com temperatura na faixa de
22 a 25 °C, especifica para realizagdo de analise sensorial, no Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos (ICTA) da UFRGS. Os voluntarios lavaram os antebracos
com uma solucdo de lauril sulfato de sodio a 5% e apds esta higienizacdo e a
secagem dos antebracos, cada voluntario recebeu 0,05 g de cada amostra para
aplicar com os dedos (um dedo diferente para cada amostra) em sitios circulares de
51 mm de diametro. Os sitios devem estar 3 dedos distantes dos pulsos e dos

cotovelos, conforme demonstra a Figura 5.

- 000~
-000~»

Figura 5 — Sitios circulares nos antebragos
Fonte: adaptado de ASTM (2011).

Cada amostra possuia codigos randomizados de trés digitos, com o objetivo
de nao possibilitar a identificacdo das mesmas. Além da formulacdo NAzA, também
foi avaliada uma formulacdo com o medicamento de referéncia contendo o ativo livre
(Azelan® creme), para fins de comparacdo. As amostras foram avaliadas em

triplicata.
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A quantidade a ser aplicada foi previamente pesada pelos pesquisadores e
entregue aos voluntarios em embalagens unitarias. Foi instruido que os mesmos
aplicassem toda a quantidade presente na embalagem. Os produtos foram aplicados
pelos préprios voluntarios em rotacdes, durante o tempo de 1 minuto, obedecendo
ao ritmo de um metrénomo na velocidade de 60 pulsos por minuto. O inicio e fim do
tempo de aplicacao foram controlados pelos pesquisadores.

Os voluntérios avaliaram os atributos espalhabilidade, espessura, residuo
branco, brilho, pegajosidade e oleosidade durante e logo ap6s a aplicacdo das
amostras. Apos 10 minutos da aplicacdo, foram reavaliaram os atributos residuais de
brilho, pegajosidade e oleosidade.

Para avaliacdo das amostras foram utilizadas escalas lineares de 10 cm com
referéncias nas extremidades para pouco/nada e muita intensidade (Anexo D). As
marcacfes nas escalas foram medidas com régua e transcritas digitalmente. Os
dados foram avaliados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) com nivel
de significAncia de 95% e, assim, ndo ha diferenca estatistica entre os valores
quando o valor-P foi maior que 0,05.

4.4 DESCARTE DE RESIDUOS

O descarte de residuos quimicos seguiu procedimento padrao realizado pela
Faculdade de Farméacia — UFRGS, no qual os residuos gerados foram devidamente
rotulados e entregues a Comisséo de Saude e Ambiente de Trabalho (COSAT) desta
Faculdade, que é responsavel pelo envio dos residuos ao Instituto de Quimica da
UFRGS, onde sédo realizados os procedimentos adequados de reciclagem e/ou

descarte do material quimico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DA NANOEMULSAO CONTENDO ACIDO AZELAICO

O primeiro passo para o desenvolvimento da nanoemulsao foi verificar o EHL
requerido do Oleo de arroz a fim de garantir a escolha correta das concentragcdes de
uso dos tensoativos escolhidos — poloxamer 407 e monooleato de sorbitano.

O EHL requerido para o Oleo de arroz foi determinado experimentalmente e
0s resultados encontram-se na Tabela 5. Nas amostras 1, 5, 6 e 7 foi observado o
fenbmeno de coalescéncia enquanto nas amostras 2 e 4 foi observada cremagem.

Sendo assim, o valor de EHL requerido para o 6leo de arroz foi de 8.

Tabela 5 — Amostras utilizadas para determinacdo do EHL requerido do 6leo de arroz

Amostra EHL Avaliacdo Macroscopica
1 43 Coalescéncia

2 6 Cremagem

3 8 Homogéneo

4 10 Cremagem

5 12 Coalescéncia

6 14 Coalescéncia

7 15 Coalescéncia

A partir deste valor, consegue-se estabelecer a concentracdo mais adequada
dos insumos do sistema tensoativo (poloxamer 407 e monooleato de sorbitano) e
garantir a estabilidade da emulséo proposta.

Desta maneira, foi possivel a construcdo de um diagrama pseudo-ternéario de
fases. O diagrama é uma ferramenta bastante util para determinar os limites da
regido de formacdo da nanoemulsdo e, assim, demonstrando as melhores
concentragdbes de agua, Oleo e sistema tensoativo. Com isto, consegue-se prever
uma formulagédo mais estavel (PATEL; VAVIA, 2007).

Conforme a Figura 6, verifica-se a éarea mais propicia a formacdo de

nanoemulsao.
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Concentragéo Concentragéo
de 6leo (%) /\/\/\/\/\ de agua (%)

/N
/\

Figura 6 — Diagrama de Fases: a &rea escura corresponde a area de formacao de nanoemulsao

Concentracdodo tensoativo (%)

Considerando o resultado do diagrama, foi escolhido um ponto no meio da
area de formacédo de nanoemulsédo que corresponde a 10% de 6leo de arroz, 10%
de Smix e 80% de 4gua. Com estes valores, foi proposta uma formulacdo para
continuar os estudos, contendo o farmaco e demais componentes, conforme ja

descrito na Tabela 3.

5.2 DETERMINACAO DO INDICE DE REFRACAO DA NANOEMULSAO

De acordo com a Farmacopéia Brasileira (2010), “o indice de refracao (n) de
uma substancia € a relacdo entre a velocidade da luz no vacuo e sua velocidade na
substancia”.

O indice de refracdo é um dado de extrema relevancia quando o tamanho de
particula de uma nanoestrutura € analisado pela técnica de difracdo de laser. Ele
informa aonde a intensidade da luz ndo chega por difragcdo mas sim por refragéo.
Sendo assim, € necessario saber o correto indice da amostra para ter um resultado
confiavel na andlise de tamanho de particula por difracéo de laser (KECK; MULLER,
2008).

A nanoemulsédo contendo AzA (NAzA) foi analisada em um refratbmetro de
bancada do tipo ABBE, com leitura na escala do indice de refratividade e obteve um

indice de refragédo de 1,377. A analise foi realizada em triplicata.
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5.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA NANOEMULSAO

Os
encontram na Tabela 6.

Tabela 6 — Caracteristicas fisico-quimicas da NAzA (n=3, média + dp)

resultados obtidos na caracterizacdo fisico-quimica da NAzA se

Parametro Resultado
Teor (%) 101,10 + 7,37
D[4,3] por volume (nm) 419 + 23
D[4,3] por numero (nm) 417 + 23
Span por volume 1,406 £ 0,04
Span por numero 1,06 £ 0,22
Potencial Zeta (mV) -10,9+ 0,44
pH 5,01 +0,01

As nanoemulsdes sdo dispersbes finas 6leo-em-agua, com goticulas entre
100 e 600 nm (BOUCHEMAL et al., 2004). A NAzA apresentou distribuicao
monomodal e tamanho de particula por volume de 419 + 23 nm e por niUmero 417 +
23 nm.

A Figura 7 apresenta a média do resultado da analise de tamanho de

particula pela técnica de difracao de laser, tanto por volume como por nimero.

Particle Size Distribution
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Figura 7 — Distribuicdo do tamanho de particulas das nanoemulsfes analisadas por difracdo de
laser tanto por volume (a) como por namero (b)
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Para verificar que a LAzA n&o possui tamanho nanométrico, ela também teve
seu tamanho de particula avaliado pela técnica de difracdo de laser, por volume
(Figura 8).
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Figura 8 — Distribuicdo do tamanho de particula da LAzA analisada por difracao de laser, por

volume

O potencial zeta da NAzA foi de -10,9 + 0,44 mV. A literatura indica que
quanto maior o valor em modulo do potencial zeta maior seria a estabilidade das
formulagbes (LEGRAND et al.,, 1999). Entretanto, de acordo com Barradas e
colaboradores (2015), tensoativos ndao-ibnicos, como o poloxamer 407 e o
monooleato de sorbitano, tendem a diminuir o valor em modulo do potencial zeta e
nestes sistemas a estabilizacdo do sistema pode se dar por estabilizacdo estérica ao
invés de estabilizacdo eletrostatica.

O pH adequado para preparacdes farmacéuticas de uso topico varia de 4,5 a
7,5 (DAUDT et al., 2015), sendo assim o ajuste de pH realizado durante a fabricacéo
da nanoemulsdo NAzA permite o pH ideal de uso e concomitantemente garante a
solubilizacdo do AzA na formulagdo. Na maioria dos produtos comercializados, o AzA
se apresenta como um solido em suspenséo e nao esta solubilizado (LI et al., 2010,
2012; MA et al.,, 2015). Li e colaboradores (2012) demonstraram que em uma
formulacdo onde o AzA se encontra solubilizado o grau de penetracdo e retencdo

cutanea sdo maiores quando comparados com a forma suspensa.

5.4 ENSAIO DE TEOR E EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

O teor do farmaco encontrado na formulagcdo foi de 101,10 *+ 7,37%,
demonstrando que n&do houve perda do farmaco durante o processo de fabricacéao

da nanoemulsao.
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A eficiéncia de encapsulacdo foi de 84,65%. Este valor € considerado
satisfatorio visto que a concentracdo tedrica utilizada de AzA é bastante alta (10
mg/mL) para este tipo de sistema. Este valor foi maior do que o encontrado por Reis
e colaboradores (2013) que foi de 76,27 *+ 3,81%; entretanto o autor avaliou

nanoparticulas poliméricas ao invés de nanoemulséao.

5.5 AVALIACAO MORFOLOGICA DA NANOEMULSAO

A Figura 9 mostra as fotomicrografias obtidas a partir da nanoemulséo
contendo 10 mg/mL de AzA (NAzA). Observa-se a presenca de estruturas esféricas
condizentes com a aparéncia usual de nanoemulsées Oleo-em-agua, com baixa

polidispersao do sistema.

Figura 9 — Ftomicrgrafias obtidas por MET da nanoemulsdo contendo 10 mg/mL de AzA, em
diferentes aumentos (a: 25.000 X, b: 50.000 X, c: 100.000 X e d: 200.000 X)
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5.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE DA NANOEMULSAO (NAzA)

A formulacdo NAzA se mostrou estavel através do teste de centrifugagéo visto
que nao foram observadas alteragcdes macroscoépicas na formulacéo, conforme pode

ser visualizado na Figura 10.

Figura 10 — NAzA apés teste de centrifugacédo (3.000 rpm por 30 minutos)

A Tabela 7 compila os dados monitorados na avaliacdo da estabilidade da

formulacdo NAZzA.

Tabela 7 — Avaliacdo da estabilidade da hanoemulsdo NAzA

Tamanho de Avaliacéo

ica )
Condicdo Amostra Teor (%) particula (nm) Span pH macroscopica

. 101,10 + 5,01+ Nanoemulsédo

0 dias 737 419 + 23 1,41 + 0,04 0.01 esbranquicada

30°C a . 92,35 + 498 + Nanoemulsao

65% 30dias "5 41823 126013 5 eshranquicada

o . 84,92 + 4,95+ Nanoemulsao
4°C 30 dias 174 1996 + 367 8,31+4,31 0.01 amarelada

Verifica-se que quando armazenada a 4°C, a NAzA perde suas caracteristicas
nanomeétricas e o teor de AzA é diminuido consideravelmente. O fenbmeno que mais
desestabiliza nanoemulsées € o amadurecimento de Ostwald, entretanto, neste
fendbmeno a solubilidade da fase dispersa e a difusdo aumentam em temperaturas
mais altas, acelerando o amadurecimento (LERCHE; SOBISCH, 2011). Portanto, as
alteracOes verificadas na armazenagem a 4°C provavelmente ndo sao causadas por
este fendbmeno.

Uma hipotese para a ocorréncia destas mudancas se baseia no fato de que,

segundo o laudo do fabricante (Irgovel Indistria Rio Grandense de Oleo Vegetais
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Ltda), o 6leo de arroz utilizado possui em sua composicdo diversos acidos graxos,
sendo o acido oleico o composto majoritario (34 a 42% - Anexo E). De acordo com
dados do SciFinder (2017), o ponto de fusdo do acido oleico é de 16,3°C. Assim,
este 4cido graxo solidifica em temperaturas mais baixas. Como o 6leo de arroz esta
presente no ndcleo oleoso das particulas da nanoemulsdo, acredita-se que apos a

solidificacdo do acido oleico o tamanho das particulas pode ter aumentado.

5.7 ENSAIO IN VITRO DA INIBICAO DE TIROSINASE DE COGUMELO

O ensaio da inibicdo de tirosinase é baseado na determinacdo colorimétrica
de DOPAchrome quando em presenca da enzima tirosinase e da amostra testada.
Este experimento € amplamente utilizado para avaliar a eficacia despigmentante de
substancias (KOBAYASHI et al.,, 1995; JO et al., 2012; LEE et al.,, 2002;
REBOLLEDA et al., 2015; YOSHIMURA et al., 2005).

Como controle frente & nanoestrutura, utilizou-se a emulsdo contendo AzA na
sua forma livre LAzA, a fim de descartar qualquer influéncia dos excipientes no
experimento. Como controle positivo foi utilizado o ativo arbutin, que € conhecido por
sua acéo inibitoria da tirosinase (DESMEDT et al., 2016).

A Tabela 8 apresenta os valores de ICso para a NAzA, para a emulsdo
contendo o farmaco na sua forma livre e a para o arbutin, calculados através dos

dados de trés experimentos utilizando o software GraphPad Prism® 7.0.

Tabela 8 — Resultados do ICs calculados a partir da inibicdo da tirosinase

Amostra ICs0 (MM)
NAzA 13,97
LAZA 52,74
Arbutin 42,85

Foi verificado que a NAzA teve um ICso menor que o do produto com farmaco
livre (LAzA), demonstrando ter um maior potencial de inibicdo da tirosinase. Além
disso, a nanoemulsdo se mostrou também mais eficaz que o proprio controle
positivo (arbutin), evidenciando ainda mais o quanto a NAzA € promissora para uso
como agente despigmentante.

Este ensaio é considerado um ensaio de eficacia preliminar, entretanto ja

pode ser verificado que a nanoemulsdo permitiu um aumento na capacidade de
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inibicdo da tirosinase. Mesmo assim, para poder entender o efeito do tamanho da
particula na entrega do farmaco na pele, é necesséario realizar o estudo de

penetracdo e permeacao cutanea in vitro.

5.8 ENSAIO DE PERMEACAO CUTANEA IN VITRO

A impermeabilidade relativa da pele € um obsticulo para a absor¢cdo de
farmacos aplicados topicamente considerando que somente uma pequena
porcentagem dos mesmos chega ao seu destino apos a aplicacdo na pele (CONTRI
et al., 2011a). A absorcédo percutanea/dérmica pode ser definida como o termo que
descreve o transporte de substancias da parte externa da pele até a circulacédo
sistétmica. Geralmente ela é dividida em penetracdo, permeacdo e ressorcdo. A
permeacado cutanea se caracteriza pela entrada de uma substancia em uma camada
ou estrutura particular da pele, enquanto a permeacdo € o0 transporte de uma
camada até outra, que possui estruturas e funcbes diferentes. A ressorcdo € a
passagem de uma substancia através da pele, linfa e sistema vascular e, na maioria
dos casos, resulta em uma absorcdo sistémica desta substancia (CONTRI et al.,
2011b; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006).

O ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar a diferenca no comportamento
de penetracdo/permeacdo do AzA em sua forma livre (LAzA), na forma de
nanoemulsdo (NAzA) e na forma de nanoemulsao sem o insumo AH. O AH é um
polissacarideo anidénico encontrado naturalmente na matriz extracelular de certos
tecidos. O AH pode hidratar o estrato corneo, abrindo rotas de penetracdo e, com
isto, facilitar o transporte transdérmico. Além disto, os receptores de AH séo
altamente expressados nos queratinécitos da epiderme e fibroblastos da derme
(HAN et al.,, 2015; JUNG et al.,, 2014). Atrux-Tallau e colaboradores (2014)
realizaram um estudo que analisou a utilizacdo de ligantes auto-organizaveis em
nanoemulsdes. Foi possivel verificar que a nanoemulsdo contendo como ligante o
AH reduziu significativamente a sintese de melanina. Ja que nenhum dos sitios
receptores do AH parece ter envolvimento na melanogénese, o autor concluiu que o
ligante de AH nao afetou o conteido de melanina, mas melhorou a atividade da
nanoemulsdo, aumentando a interacdo com os melandcitos. Por isto, a utilizacao de
AH se mostra interessante para o presente trabalho, pois pode melhorar a eficacia

despigmentante do AzA através do aumento da interacdo com os melandcitos.
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Uma das vantagens do ensaio de permeacao cutanea € permitir a utilizacao
da pele de porco como membrana biolégica devido as suas similaridades com a pele
humana em termos de morfologia e permeabilidade, ao contrario da pele de ratos,
que possui menos camadas no estrato cOrneo e por isto é mais permeavel que a
pele humana (CONTRI et al., 2011a; GODIN; TOUITOU, 2007; LI et al.,, 2012;
OECD, 2004). Apesar da maioria dos autores apoiarem o uso da pele de porco em
estudos de permeacao cutanea, alguns autores ainda levantam a hipotese de que a
pele humana é menos permeavel que a de porco, principalmente devido a diferencas
como a orientacdo lipidica do estrato cérneo e espessura da pele (PROW et al.,
2011). Para este trabalho, optou-se por utilizar a pele da orelha de porco por ela ser
considerada um residuo, ndo sendo destinada ao consumo alimentar humano e,
assim, geralmente é descartada pelos frigorificos, 0 que gera uma grande facilidade
de aquisicdo deste material (FERNANDEZ et al., 2000; WEISS-ANGELI, 2007). O
uso deste tipo de pele € importante para ser usada como um primeiro modelo de
avaliacdo das formulagfes propostas, entretanto, futuramente, seria de grande valia
realizar, também, um experimento utilizando pele humana como membrana
bioldgica.

O método utilizado para extracdo de AzA em células de difusdo de Franz se
mostrou especifico, sem picos interferentes de componentes da pele de orelha de
porco na quantificacdo do farmaco.

A curva-padrao para 0 meio receptor apresentou coeficiente angular igual a
349,74, a interseccdo no eixo y igual a -6578,7 e coeficiente de determinacdo de
0,995. A curva-padrdo para o meio extrator apresentou coeficiente angular igual a
286,35, a interseccdo no eixo y igual a -2291,4 e coeficiente de determinacdo de
0,995. A partir da recuperacédo do farmaco se determinou a exatiddo da metodologia
do método. Os valores apresentados na Tabela 9 demonstram os valores
recuperados, em percentual, de AzA a partir de amostras de pele. Os resultados

ficaram dentro dos intervalos permitidos (ICH, 1996).
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Tabela 9 — Avaliacao da exatiddo do método analitico para doseamento de AzA em pele de
orelha de porco no experimento de permeacdo cuténea in vitro (n=3)
Concentracao teérica de
AzA (pg/mL)

Concentracédo experimental (ug/mL) + DP  Exatiddo (%)

20,00 20,85+ 0,36 104,24
75,00 72,94 + 5,04 97,25
200,00 199,25 + 4,07 99,63

A Figura 11 relaciona a quantidade de AzA no meio receptor nos diferentes
tempos de coleta, em pg/cm?. A formulacdo NAzA-b apresenta uma permeacado mais
rapida do farmaco, ja a partir de 2 h do inicio do experimento enquanto nas outras
duas formulacdes o AzA foi detectado no meio receptor somente a partir de 12 horas
e 16 horas (LAzA e NAZzA, respectivamente). A formulacdo LAzA obteve quantidades
de farmaco estatisticamente iguais a da NAzA-b nos pontos 2 horas e 24 horas,
demonstrando que, apesar do comportamento de permeacdo ao longo do
experimento ter sido diferente, ao final do ensaio a mesma quantidade de AzA foi
detectada. Além disto, verifica-se que a formulacdo NAzA proporcionou uma
liberacdo mais tardia do farmaco quando comparado com o LAzA, de 12 horas para

16 horas.
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Figura 11 — Quantidade de AzA no meio receptor em diferentes tempos de coleta, para a
formulac&o LAzA, NAzA e NAzA-b (n=5)

A Figura 12 demonstra a quantidade total de AzA retida na pele, em
porcentagem. Verifica-se que a NAzA atingiu uma retencdo cutanea de 14,35 *
3,75% enquanto a retencdo da formulacdo sem acido hialurénico (NAzA-b) foi de
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8,66 * 1,44% e a da LAzA foi de 6,77 = 157%. Todos os valores sé&o
estatisticamente diferentes entre si, demonstrando que a presenca do AH melhora a
retencdo cutanea do farmaco, corroborando o dado evidenciado por Atrux-Tallau e
colaboradores (2014) de que o AH pode melhorar a interacdo de uma nanoemulsao
com os melandcitos.

Através da mesma figura pode-se sugerir que, mesmo sem a presenca do AH,
a nanoemulsdo consegue uma maior retencao cutanea de AzA quando comparado

com o farmaco livre o que, provavelmente, se deve ao tamanho nanométrico da
NAZzA-b.
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Figura 12 — Quantidade total de AzA retido na pele (estrato cérneo, epiderme e derme), em
porcentagem *indica diferenca estatistica (p<0,05)

Outro estudo que avaliou a permeacéao cutanea para o AzA, de autoria de Ma
e colaboradores (2015), observou uma retencdo cutanea total de AzA nas
formulacbes testadas (creme comercial, gel contendo AzA e a microemulsdo) de
3,41%, 4,47% e 11,87%, respectivamente. Li e colaboradores (2010) também
avaliaram estes dados para duas formulacdes e obtiveram resultados de até 40% de
retencdo cutanea total, entretanto como membrana biolégica foi utilizada pele de
rato, que é mais permeavel que a pele de porco (GODIN; TOUITOU, 2007). Apesar
de terem utilizados parametros bem diferentes dos utilizados no presente trabalho
(quantidade de AzA de 0,025 mg, pele humana como membrana e tempo de 6

horas), o estudo de Shah e colaboradores (2015) apresentou um maior acumulo de
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AzA no estrato coérneo ao invés da epiderme viavel e derme, enquanto a NAzA
conseguiu atingir estas camadas mais profundas da pele.

O veiculo de uma formulacéo de uso topico é de extrema importancia para
atingir a eficicia terapéutica e, geralmente, o farmaco se torna mais biodisponivel
guando se encontra solubilizado na formulacdo do que quando em forma suspensa
(LI et al., 2012). O veiculo pode alterar o coeficiente de difusdo de um farmaco ou a
sua particdo na pele. Conforme descrito no item 4.2.1.3, neste trabalho foi garantida
a solubilizagdo do AzA na nanoemulsdo através do ajuste de pH. Provavelmente por
causa deste fato, a retencdo cutanea atingida com LAzA e NAzA foi maior do que a
observada por Ma e colaboradores (2015). E importante ressaltar que a formulagéo
com o ativo livre (LAzA) possui exatamente 0S mesmos excipientes que a
nanoemulsdo, a diferenca entre elas € somente o processo de fabricacdo, como ja
descrito anteriormente.

A Figura 13 demonstra que todas as formulacBes conseguiram atingir as
camadas mais profundas da pele e evidencia ainda mais a afinidade do AH pelos
melandcitos ja que é possivel observar que héa diferenca estatistica entre a NAzA e a
NAzA-b na epiderme — local de sintese dos melandcitos.

J& no estrato corneo a quantidade de AzA néo foi diferente estatisticamente.
O “efeito nano” pode ser novamente verificado avaliando a quantidade de AzA na
derme — ndo houve diferenca entre as formulacdes nanométricas (NAzA e NAzA-b)
porém entre NAzA e NAzA-b versus LAzA, a quantidade de farmaco na derme é
estatisticamente menor.

Como no presente trabalho o AzA esta sendo utilizado devido a sua
propriedade despigmentante, este resultado se mostra significante j& que os
melandcitos se encontram na camada mais profunda da epiderme viavel e na sua
juncao com a derme (HABIF, 2012; NAIK; KALIA; GUY, 2000).
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Figura 13 — Quantidade de AzA retido nas camadas da pele (n=5) *indica diferenca estatistica
(p<0,05)

A melhora na retencéo cutanea do farmaco nas formulagées com AH pode ser
explicada visto que o AH hidrata o estrato cérneo, abrindo rotas de penetracdo e
facilitando o transporte transdérmico de farmacos (JUNG et al., 2014). Além disto, o
AH pode agir formando uma matriz mucoadesiva que pode reter o farmaco por mais
tempo no seu sitio de acéo, retardando a permeacédo e aumentando a interagdo com
as ceélulas alvo (BROWN; JONES, 2005).

E sugerido pela literatura que farmacos lipofilicos possuem dificuldade em
passar pela barreira cutanea e costumam ficar retidos no estrato corneo uma vez
gue a epiderme e a derme possuem caracteristicas mais hidrofilicas (LUCCA et al.,
2015). A quantidade de AzA retido na epiderme e na derme foram maiores para
NAzA do que para a LAzA. E provavel que este aumento de retencdo cutanea nas
camadas mais profundas da pele pela nanoestrutura se deva pelo fato de que
nanoemulsdes possuem um menor tamanho de particula e uma alta area superficial,
0 que aumentaria a capacidade de penetracdo e/ou permeacéo na pele (CONTRI et
al., 2011a; LUCCA et al., 2015).

Considerando o exposto, a presenca do acido hialurénico como excipiente na
formulacdo da nanoemulsdo se mostrou vantajosa visto que promoveu uma
permeacdo mais lenta e prolongada do farmaco e conseguiu aumentar a retencéo
cutanea total do farmaco. Além disto, foi evidenciado que o tamanho nanométrico
das formulagcbes NAzA e NAzA-b proporcionou uma retencdo cutanea mais

significativa que o da amostra com o farmaco na sua forma livre (LAzA).
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5.9 ANALISE SENSORIAL DESCRITIVA

Os resultados da analise sensorial descritiva podem ser verificados na Tabela
10, que descreve o valor médio de cada atributo, para a amostra NAzA e para
amostra com o farmaco livre (LAzA), além da variancia dos valores obtidos o valor
de P calculado entre as amostras. O valor-P menor que 0,05 indica que houve

diferenca estatistica entre os valores das amostras.

Tabela 10 — Resultados da andlise sensorial descritiva para NAzA e Azelan®

Atributo Amostra Valor médio  Variancia (%) valor-P
- NAZA 8,34 2,72 )
Espalhabilidade 2,09 x 104
Azelan® 4,20 7,37
NAzA 2,61 6,77 X
Espessura 2,83 x 108
Azelan® 5,78 6,39
NAzA 2,96 9,93
Residuo branco 2,95x 107"
Azelan® 6,68 9,49
NAzA 3,87 9,03
Brilho 0,06
Azelan® 2,81 6,35
o NAZA 2,77 5,71
Pegajosidade 0,01*
Azelan® 4,06 6,19
NAzA 3,30 5,87
Oleosidade 0,052
Azelan® 4,26 5,57
. . NAZA 4,26 8,74 )
Brilho residual 3,06 x 10°%?
Azelan® 0,61 1,23
. . NAZA 2,99 7,16 )
Pegajosidade residual 0,002
Azelan® 1,42 4,79
NAzA 3,39 9,54
Oleosidade residual 5,56 x 10
Azelan® 1,22 3,90

*indica diferenca significativa entre as amostras

Através dos valores obtidos na Tabela 10, foi plotado um gréfico

representando o perfil sensorial das amostras, conforme o Grafico 1.
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Grafico 1 — Perfil Sensorial de NAzA e Azelan®

Os atributos oleosidade e brilho foram os Unicos que nao foram considerados
estatisticamente diferentes pelos voluntarios. Os atributos espessura, residuo
branco, pegajosidade e oleosidade obtiveram escores maiores para o Azelan® ja a
NAzA obteve escores mais altos em espalhabilidade e em todos atributos residuais
(brilho, oleosidade e pegajosidade).

Como o sensorial é diretamente ligado aos componentes da formulacao ja se
esperava uma diferenca entre as amostras. O objetivo deste estudo foi realizar uma
analise comparativa, comparando a hanoemulsao desenvolvida com um produto ja
presente no mercado.

O Azelan® é composto por éster de polioxietileno de acido graxo, cutina,
octanoato cetoarilico, propilenoglicol, glicerol, acido benzoico e agua purificada. Com
isto, verifica-se a presenca de varios componentes cerosos e baixa concentracdo de
fase oleosa na formulacdo. Provavelmente devido a este fato, os atributos
oleosidade e pegajosidade foram considerados mais intensos pelos voluntérios
somente na avaliacdo inicial do Azelan® enquanto na avaliacéo residual eles foram
menores do que os da NAzA, que possui em sua composi¢do 10% de 6leo de arroz.

Ainda, pode-se atribuir as ceras presentes no Azelan® o escore mais alto em
residuo branco e espessura ja que este tipo de material ndo esta presente na NAzA.
Além disto, os voluntarios perceberam uma maior espalhabilidade na nanoemulséo,

possivelmente devido a provavel menor viscosidade da mesma.
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E interessante comentar que em todos os atributos considerados negativos
(oleosidade, brilho, pegajosidade e os residuais), nos quais a NAzA obteve escores
maiores que o Azelan®, os valores foram menores que 5. Ou seja, indicando que
apesar de mesmo com escores maiores quando comparados com o Azelan®, os
escores obtidos pela nanoemulsdo sao considerados baixos visto que ndo passaram
da metade da escala. Entretanto, sugere-se que em uma futura reformulacédo da
nanoemulsdo, poderiam ser incluidos insumos capazes de modificar o sensorial,
diminuindo a oleosidade, pegajosidade e brilho residuais.

Os dados provenientes da andlise sensorial realizada podem preencher a
lacuna resultante dos dados clinicos e de consumidores, podendo ser utilizados para
prever ou interpretar estes ultimos, podendo servir de guia no desenvolvimento de
produtos (ALMEIDA; GAIO; BAHIA, 2008).
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho, foi possivel desenvolver e caracterizar uma formulagao
nanotecnoldgica contendo AzA para fins terapéuticos, com maior enfoque no
tratamento de desordens pigmentarias da pele.

O desenvolvimento farmacotécnico permitiu a obtencdo de uma formulagéao
com tamanho nanométrico utilizando uma combinacdo de tensoativos inédita na
literatura cientifica paraa formacéo de nanoemulséo.

A formulacdo NAzA apresentou tamanho nanométrico com distribuicdo
unimodal, teor total proximo a 100% e uma alta eficiéncia de encapsulamento
considerando a alta carga de farmaco (10 mg/mL).

No ensaio in vitro de inibicAo da tirosinase, a formulagcdo desenvolvida
apresentou maior eficacia despigmente quando comparada a formulacdo com o
farmaco em sua forma livre (LAzA) e até mesmo quando comparada com o controle
positivo (arbutin).

O ensaio in vitro de permeacdo cutdnea atraveés de células de difusdo de
Franz evidenciou que a NAzA conseguiu atravessar o estrato corneo e atingir a
localizacdo do seu alvo terapéutico (melandcitos), que seriam as camadas mais
profundas da pele (epiderme viavel e derme), de forma mais eficaz que o farmaco na
sua forma livre. Deste modo, a NAzA poderia ser utilizada até em melasma dérmico,
que possui poucas opcdes de tratamento disponiveis no mercado. Além disto, foi
demonstrado que a presenca de acido hialurénico na formulacao permitiu uma maior
interacdo com os melandécitos, aumentando a retencao cutanea do farmaco.

A analise sensorial descritiva forneceu dados sobre o perfil sensorial da
NAzA, que foi comparado com um produto j4 disponivel no mercado. A NAzA
apresentou maior espalhabilidade e menor residuo branco que o Azelan®,
demonstrando que poderia ter um bom potencial de aceitagéo pelo mercado.

Sendo assim, sugere-se que a formulacdo desenvolvida possa ser utilizada
como um possivel tratamento despigmentante para doencas hiperpigmentarias da
pele como, por exemplo, 0 melasma, inclusive o dérmico, uma vez que conseguiu
atingir as camadas mais profundas da pele.

As perspectivas deste trabalho incluem a realizagcdo de estudo clinico em
pacientes com melasma (projeto que ja se encontra aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa sob o numero CAAE 57563016.0.0000.5335) e o estudo de
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desenvolvimento de formulagcdes com associacdo de ativos despigmentantes
nanoencapsulados visando o aumento da eficacia no tratamento do melasma

dérmico.
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ANEXO A - Validacdo da metodologia analitica de quantificacdo de AzA em

nanoemulsao

A validacdo de um método analitico é realizada a fim de demonstrar que o
meétodo desenvolvido é apropriado para a determinacédo quantitativa de um farmaco.
A validacdo parcial € definida como uma modificacgdo no método bioanalitico
validado sem a necessidade de uma revalidacéo total (ANVISA, 2003). Os ensaios
de validacéo parcial vdo desde uma pequena determinagédo, como, por exemplo, a
exatidao e precisdo do método.

O método utilizado para quantificacdo do AzA a partir da nanoemulsdo foi
desenvolvido e validado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com
deteccdo no UV. O método foi adaptado de Mansour e Ibrahiem (2002) e o Unico
parametro alterado foi o fluxo (de 1,0 mL/min para 0,8 mL/min). Este mesmo método
também foi utilizado por outros autores (AYTEKIN et al., 2013; LI et al., 2010, 2012,
REIS et al., 2013, SHAH et al., 2015).

O cromatégrafo utilizado foi um Perkin Elmer, com detector UV em 220 nm.
Utilizou-se coluna Waters Nova Pak C18 4 um (3,9 x 150 mm), volume de injecéo de
20 pL e tempo de analise de 8 minutos. A fase mdvel isocratica foi constituida de
metanol:agua (40:60 v/v) com 0,077% (p/v) de acetato de ambnio. O pH da fase
movel foi ajustado a 5,0 £ 0,1 com &cido acético 96%. O fluxo empregado foi de 0,8
mL/min.

Foi preparada uma solucdo estoque contendo 1 mg/mL de AzA, a partir da
qual foram tomadas aliquotas e diluidas na faixa de 50 a 310 pg/mL para a curva
padréo.

A média do coeficiente de correlacdo (r?) referente as trés curvas-padréo
foi de 0,995, superior a 0,99, que € o valor preconizado pelos compéndios oficiais
(ANVISA, 2003; ICH, 1996). A média do coeficiente angular foi de 407,2267 e da
interseccéo no eixo y foi igual a -6312,9.

O meétodo se mostrou especifico, sem picos interferentes de outros
componentes da formulacdo na quantificacdo do farmaco.

A avaliacdo da precisdo do meétodo foi realizada através do coeficiente de
variacdo intra-dia (repetibilidade) e inter-dia (precisdo intermediaria). Para isto, 6
solugcbes-amostras diferentes de 150 pug/mL foram obtidas a partir da nanoemulséo

de AzA e injetadas durante trés dias. Foram determinados os coeficientes de
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variacdo (CV) intra e inter-dia. Tanto na avaliacdo da precisao intra-dia quanto da
inter-dia verifica-se uma variacdo na analise das amostras (Tabela 11), entretanto os
valores estdo dentro do limite preconizado pelos codigos oficiais, que é de 5%
(ANVISA, 2003; ICH, 1996).

Tabela 11 1- Avaliacdo dos coeficientes de variacdo (CV %) intra e inter-dia do método
analitico para determinacédo de AzA em nanoemulséo (n=6)
Precisdo intra- Preciséo intra- Precisdo intra- Preciséo inter-
dia 1 (%) dia 2 (%) dia 3 (%) dia (%)

Solucédo-amostra

Nanoemulsao
contendo AzA 150 2,92 2,67 1,04 2,54
pg/mL

Para determinacédo da exatiddo do método, uma quantidade conhecida de
nanoemulsao foi adicionada a solucdes de AzA nas concentracdes de 85, 160 e 260
pug/mL (concentracdo baixa, média e alta da curva padrdo, respectivamente). As
amostras foram analisadas por CLAE e a partir das concentracdes experimentais e
das concentragfes teoricas determinou-se a exatidao (Tabela 12).

Tabela 12 — Avaliagdo da exatiddo do método analitico para doseamento de AzA em
nanoemulséo (n=3)

Concentracgéo tedrica de AzA Concentracédo experimental Exatidéo (%)
(ug/mL) (ug/mL) £ DP

85,00 83,74 £ 0,77 98,52
160,00 160, 37 £ 1,26 100,23
260,00 257,06 + 1,52 98,86

Sendo assim, o método analitico de detec¢do de AzA em nanoemulsao por
CLAE utilizado se mostrou especifico, linear, preciso e exato, sendo adequado para

as analises realizadas neste trabalho.
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ANEXO B — Parecer consubstanciado do comité de ética em pesquisa

P UNIVERSIDADE FEDERAL DO
? RIO GRANDE DO SUL / PRO- W
CEP REITORIA DE PESQUISA -

DADO2 DO PROJETO DE PESGQUISA

Titulo da Pecquica: Avaliazio Senzorial de Nancemuizdc contendo Acido Azelsico
Pecquicacor: irene Ciemes KJkamp-Guerreiro

Area Tematioa:

Vercldo: 2

CAAE: S0705215.0.0000.5247

Inctitulgdo Proponente: UNIVERCSIDADE FEDERAL DO RO GRANDE DO 2UL
Patrocinador Prinolpal: Financiamento Propric

DADO2 DO PARECER

NOmero do Pareoer: 1202738

Aprecantagdo do Projeto:

Trata-ze o projeto de pesquisa que tem come pesquisador responsavel irene C. KOlkamp Guereiro,
ntituiado 'A‘-'ALI.AQAO SENCSORIAL DE NANOEMUL2AO CONTENDO ACIDO AZELAICO” a ser
executado de 112016 3 1272016 e que pretende avallar © sensorial de nanoemuis§o contende acido
azeiskco em comparago com formulagles contendo o farmaco na sua forma inre, utilizande ansise
sensoral descrigva, discriminativa e afetiva.

Como jus¥fcativa, o3 pesquisadores nformam que “é de grande relevancia anailsar o sensorial das
formulagles e verificar a nfluéncia dd nanoencapsulagio no senzoral de formuagles contendo acido
azelsico.”

Fol apresentada uma fundamentacSo tedrica bem estruturads, considerando aspactos relatives 8 analize
zensoriy & nanoparticuias.

Objefivo da Pecquica:

O ctjetivo da pesguiza ¢ availar o sensorial de nanoemuisdo contende acido azeiaico em comparagdo com
formulaglies contendo © TArmaCco N U3 forma Bvre, utiizando analise sensoral descritiva, discriminatva e
afetha.
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Avallag3o ¢oc Ricocs & Bensfioloc:
Como rzcos, 05 pesquisadores informam que “0s risces para as andiises 580 minimos, se considerados o3
crigrios de Inciuzdo e exchas§o. O tempeo de contato dos produtos com a pele & de nomaximo 50 minutos, e
03 produtos serfo removidos da pele apds 03 ensaios, minimizandc ainda mals 3 ocoméncia de reagles
adversas. Az matérias-primas utilizadas nos produtos s8o aprovadas para uso pels ANVISA, o que
cOmprova 3 seguranga das mesmas. Podem ccomrer reagles de wzo t6pico, como alergla elou
sensbiizacio. Casc ocorra qualquer tipo de reaglo adversa durante o estude, o3 voluntarios serfo
nstruldos 3 avisarem imediatamente 303 pesguisadores & remover © produto com sabonete neutro. Caso
zeja necessarno, 0 volunterio serd 333i5td0 por um médico dermatoiogista, sob a responsablidade dos
pesquizadores, sem custo para o3 voluntarios.

Como beneficios, 03 pesquizadores relatam que “cs voluntarios ndo rSo receber nenhum tpo de beneficio
por participarem da pesquisa, como brindes, lanches, entre cutros. Alnda, eles terfo a possibildade de
utiiizar produtos Inovadorss, formuisdos com Insumos & tecnologla de ponta, & estara ajudando no
desenvolvimento e aperfeiccamento da ciéncla cosmética brasileira.”

Comentarics @ Concideragdec cobre a Pecquica:

No que ze refere 30 tamanho amostra, oz pesquizadores nformam que serfo selecionados £8 voluntsrios
para o estudo de andlize senzoral discriminativa e afetiva, considerando uma marpem de erro de 10% e
nivel de conflanga de S0%, conforme calculadora de 3antos (2015) e, também, perio nimero amostral
superido por Moskowitz (1357). Para anaisze sensorial descritva serSo selecionados 30 paineiistas
conforme sugerido na Iterstura (Fenmse-Lheriier, 2008).

Foram Inciuidos no projeto de pesquiza 03 crddrios de nciusio e exciuzio dos Rdviduos.

Fol aprezentade cartaz de recrutamento dos voluntancs, com ldemﬁa;ﬂodo projeto, cbjetivos e forma de
Corta0.

Para 3 andlize senzorial serd pedido o preenchimento de um quessondrio conforme expilcado peios
pesquisadores nO Momento do convite. Para 3 andlise senzorial descritiva, 05 panelistas receberfo um
treinamento com o cbjetvo de apresenta-ios 305 concelios gerals scbre atributos sensorals. Pars cada
atributo sensorial que sers avaliado serfo apresentados os respectivos
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pacries.

Apos 3 assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, em uma sala climatizads, com
femperatra na fam de 22 3 25 °C, 05 vokntarios lavam oz antebragos com uma sokugic de laurll sulfato
de 30dl0 3 5%. ApOs 3 higienizaclo & secapem doz antebragos, cada voiuntario recebe 0,05 gramas de
amosira para apilcar. Alem da nanoemulzSo de acido azeisico, também sera avalada uma formulagio com
0 atvo Ivre.

Na nowa verz3o do projeto o5 pesquizadores esciarecem gue cada voluntario ¥a avaliar o3 dois produtos,
Tom fAMM3Cco NANCENCapsUado & com © fArMace Na sua forma fvre. Ands, gque A formuiag8o com o farmaco
N3 zu3 forma Ivre que serd 3valiado & o produto Azeian® 200 mgl'g, na apresentagio creme, fabricado pela
empresa Bayer 2 A A formutacSo da nancemuisio sera manipulads na Facuidade de Sarmacia da UFRGS.
A nanoemuizio possul em sua compesicio 1,00% de acido azeidico, 1,00% de etanol, 10,00% de ¢ieo de
amoz, £,57% de monooieato de sortitanc, 2.43% de poicaramer £07, 0,05% de butidroxdioleno, 0.05% de
edetato diszodico, 0,40% de acido hialurdnico, 0,50% de fencxietancl e caprill glicol, 78% de Sgus utrapura
e 0 pH & ajustado com trietanciamina. Todos o3 insumes utilizados na formuagio 80 devidamente
aprovados para usc pels ANVISA. Sallenta-ze, também, que a quantidade de farmaco utlizado na
nanoemuisSc & de 10 mp/g (1% pip) & nc Azelan® & de 200mQ\g (20% pip), ou seja, uma concentraglo 20
vezes menor 0o que este URimo. Neste caszo, a possibilidade de ocoméncia de reazles adverzas 4 ainda
mencr. Por se tratar ainda de apiicagio Onica, com enxague subzequente, considera-se que 03 MsCos sajam
ainda menores. Mesmo 333im, 05 voluntarios receberSo atendimento médico caso ocorra aliguma
sensiblizaglo mdividual, conforme descrito no projeto & no Termo de Conzentimento Livre & Esclarecido.
Conforme zollckado, 3 formulagSo das amostras 3 serem testadas foram adicionadas & metodologls do
projeto. (PENDENCIA ATENDIOA)

Na nova vers&o. foram apresertados instrumentios de coleta de dados gue serd utilzado em campo.
[FENDENCIA ATENDIDA)

Embora o3 pesquisadorss informam que todas as matérias-primas 80 aprovadas pela ANVISA, ha
possibiidade de efeitos adverzos, nclusive previstos no TCLE ("cazo haja algum incdmodo, coceira elou
mitagSo ma pele durante a3 ansizes, o voluntario devera parar imediatamente e lavar a regiio com Sgua
sbundante e sab8o neutro at¢ remoclo do prodto por completo. Oz responsave’s
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acompannario o voluntano & as medidas necessarias serfo providenciadas. Caso seja necessario, ©
voluntsrio serd ressarcido de possivels gastos com tratamento medico em funglo de reagles causadas
comprovadamente pelo produto da pesquisa®). Na nova vers8o, fol acrescentado Formufdrio de Evento
Adverso, (PENDENCIA ATENDIDA)

Na segunds vers80 do projeto ol Inciuide © pesquisador Damié De Vila (PENDENCIA ATENDIDA)

O croncgrama ests apresentado & |3 previsto para ser executado apos WB;’O pelo Sistema
CEPICONEP)

NO que se refers 30 orgamento e fonte de financlamento, o projeto informa em sua segunda vers§o que
“0dos 03 custos do projeto serdo financiados pela pesquizadora responsavel” (PENDENCIA ATENDIDA).

Concideragfec cobre oc Termoc de aprecantagdo obrigatoria:
Foram arexados Folna de Rosto, TCLE, o parecer da Comiszdo de Pesquisa = Projeto de Pesquisa
Detahado.

Em reiag8o 30 TCLE (FENDENCIA ATENDIDA L

<fol identificado nome do projeto especifico

Recomendagdec:

Sem recomendagbes.

Concluctes ou Pencénolac o Licta de Inadequagdec:

O projeto de pesquisa encontra-se em condgles de aprovaclo, de acorde com o3 azpectos aticos (CN2
Resoluglo 458/12).

Concideragfec Finalc a oritério do CEP:
Aprovado.

Ecte pareoer fol slaborado baceado nos dooumentoc abalxo relaclonados:

Tipo Documento Arquivo Fostagem Autor Snuagio]
rfcemaghes Bazica: | PE_INFORMAGOES_BASICAS_DO_F | 25/102015 Azeto
do Frojeto ROJETO_773355.0df 17:48:37
Outros cartaresposta.docy 25/10/2016 | Simone Jacobus Aceitn
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Qutros cantarezposta.docy 17:48:15 |Beritz Aceito

Qutros Ficha_dzcrminasvaafetia docx 25/10/2015 | Simone Jacobus Aceito
174743 |Benitx

Outros Ficha_oezcriva doc 25/10/2015 | Simone Jacobus )
17:47:15 |Beniiz

Qutros Formudaro_EA docx 26/10/2016 | Simone Jacobus Aceito

. _ . 17:46:47 |Beriz

Frojeto Detaihado /| |Censorial_scazsisico_UFRGS_v269020[ 28/102015 |Simore Jacobus Aceito

Srochura 11.docx 17:46:11 Beritz

 investigador

TCLE )/ Termos de | TCLE_sensorbl_UFRGS.docx 26/102016 | Simone Jacobus Aceito

Aszerimento ) 17:45:03 |Beniz

Justficatva de

| Auzéncia

Qutros IMG_S245.JPG 04102015 | Simone Jacobus Aceito
124:51:33  |Beniz

Qutros cartazrecrutamento docx 03102015 | Simone Jacobus Aceito
10:44:13  |Benix

Foha de Rosto FolhaRoszto po* 15092015 | Simone Jacobus Aceito
15:30:50 |Beritz

Huagso do Parscer:

Aprovado

Nececcita Apreolagdo da CONEP:

NSc

PORTO ALEGRE, 03 de Novembro de 2016

Azzinado por
MARIA DA GRACA CORZ0 DAMOTTA
(Coordenador)
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ANEXO C - Termo de consentimento livre e esclarecido

6’ AVALIACAO SENSORIAL DE NANOEMULSAO CONTENDO

UFRGS ACIDO AZELAICO

I.INIVElSIDADE FEDERAL
RIO GRANDE DO SUL

Justificativa: A analise sensorial se faz necessaria para comprovacédo das
propriedades da nova formulacdo proposta e € importante para avaliacdo de
potencialidade de futuros consumidores, preferéncia e aceitagédo do produto.

Objetivo: Analisar o sensorial de duas formulagdes, uma com e outra sem um
farmaco nanotecnoldgico, perceber se ha diferenca entre tais formulacdes e citar
qual julga mais agradavel.

Para participar da pesquisa preciso (critérios de inclusao): ser maior de
18 anos, ser consumidor de produtos farmacéuticos de uso tépico e conhecer o
objetivo da pesquisa.

N&o posso participar da pesquisa caso (critérios de exclusdo): minha
idade nado esteja dentro da faixa estabelecida, ja apresentei alergia a algum dos
componentes da formulacéo, seja fumante e/ou gestante.

Quanto tempo que terei de ficar disponivel e quantas sessfes seréo
necessarias: A analise sensorial terd uma sessao de 60 minutos aproximados. Sera
necessaria apenas uma sessao.

Detalhes sobre todos os procedimentos: Inicialmente os pesquisadores do
projeto irdo aborda-lo apresentando o projeto, 0s objetivos e procedimentos,
conforme convite prévio. Se vocé aceitar participar da pesquisa e atender os critérios
de inclusdo, assinara este documento e em seguida participara da andlise. Todos
participantes analisardo amostras contendo o ativo, ndo havendo amostras placebo
e todos analisardo a amostra controle, que € considerada a amostra com o ativo na
sua forma livre.

Local onde ser& realizado: O local de avaliagcdo dos produtos serd na
Faculdade de Farmacia da UFRGS ou no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da UFRGS. A fim de minimizar as interferéncias dos distintos locais nas
avaliacbes, sera respeitado que o grupo de avaliacdo de cada produto utilize o
mesmo local. O ressarcimento dos custos de deslocamento ndo serd necessario

pois o grupo de voluntarios sera composto da populacao local e/ou transeuntes.
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Equipamentos ou instrumentos que serdo utilizados: Durante a realizacao
da analise sensorial, serdo utilizados como ferramenta metrénomo para controlar a
velocidade de aplicacdo dos produtos e um carimbo para delimitar a area de
aplicacao dos produtos.

E preciso vestir alguma roupa ou sapato apropriado: N&o ha necessidade
de vestimenta especifica, os bracos devem estar & mostra no momento do teste e
serem lavados antes do teste.

Quais as medidas a serem obtidas? As variaveis avaliadas seréo:
espalhabilidade, espessura, residuo branco, brilho, pegajosidade, oleosidade,
percepc¢ao do produto na pele e preferéncia.

Quais os riscos e desconfortos que podem ocorrer? Os riscos sao
minimos, se considerados os critérios de inclusdo e exclusdo. As matérias-primas
utilizadas nos produtos sdo aprovadas para uso pela ANVISA, o que comprova a
seguranca das mesmas. Podem ocorrer reacfes de uso topico, como alergia e/ou
sensibilizacdo. Caso ocorra qualquer tipo de reacao adversa durante o estudo, vocé
deve avisar imediatamente aos pesquisadores e proceder com a limpeza do local
com sabonete neutro. Caso seja hecessario, vocé sera assistido por um médico, sob
a responsabilidade dos pesquisadores, sem custo para voceé.

Quais os meus beneficios e vantagens em fazer parte deste estudo? A
participacdo € voluntéria, vocé nao irA receber nenhum tipo de beneficio por
participar da pesquisa, como brindes, lanches, entre outros. Vocé ter4d a
possibilidade de utilizar produtos inovadores, formulados com insumos e tecnologia
de ponta, e estard ajudando no desenvolvimento e aperfeicoamento da ciéncia
cosmética brasileira.

Quais as pessoas responsaveis e que estardo me acompanhando
durante os procedimentos praticos deste estudo? Uma das pesquisadoras
envolvidas no projeto (Simone Jacobus Berlitz) irA acompanhar durante todo o
procedimento estando a disposicdo para quaisquer esclarecimentos e/ou ajuda
antes, durante e apos as analises.

Existe algum questionario que preciso preencher? Sou obrigado a
responder a todas as perguntas? Para a analise sensorial serd pedido o
preenchimento de um questionario, conforme explicado pelos pesquisadores no
momento do convite. N&o ha obrigatoriedade de resposta. Vocé pode se retirar da

pesquisa sem nenhum prejuizo ou constrangimento.
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Como minha privacidade sera assegurada? Os nomes dos voluntarios nao
serdo divulgados na pesquisa e os dados sdo sigilosos, assegurados pela
Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude. O interesse da pesquisa é 0
namero total de opinides e n&o a opinido individual.

Se eu tiver alguma reacdo a aplicacdo dos produtos, como devo
proceder? Caso haja algum incémodo, coceira e/ou irritacdo na pele durante as
andlises, o voluntario deverd parar imediatamente e lavar a regido com &agua
abundante e sabao neutro até remocao do produto por completo. Os responsaveis
acompanhardo o voluntario e as medidas necessarias serdo providenciadas. Caso
seja necessario, o voluntario sera ressarcido de possiveis gastos com tratamento
médico em funcdo de reacdes causadas comprovadamente pelo produto da
pesquisa.

A coleta de dados em Porto Alegre sera realizada por alunos da Faculdade de
Farmacia da UFRGS. Os dados da pesquisa ficardo guardados sob a
responsabilidade da Prof. Dra. Irene Guerreiro, na Faculdade de Farméacia da
UFRGS, por um periodo de 5 anos. Apds este prazo os mesmos serdo destruidos.
As informacdes coletadas serdo para uso exclusivo no presente projeto de pesquisa.
No caso de davidas ou para mais informacdes o (a) Sr. (a) podera entrar em contato
com a pesquisadora responsavel Professora Dra. Irene Clemes Kilkamp Guerreiro,
pelo telefone (51) 3308 5416 ou com o Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (51) 3308 3738.

Uma via deste Termo é destinada ao participante e outra aos pesquisadores,

apos as respectivas assinaturas.

Assinatura do Participante

Assinatura do Pesquisador(a)

Porto Alegre, de de 2016.







Avaliador n°:
Amostra n®;
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ANEXO D — Questionario da analise sensorial descritiva

AVALIACAD SENSORIAL DESCRITIVA

Siga as instrugBes para realizar a avaliagdo, qualguer divida chame o lider do painel.

Avaliagdo de Aplicacio

Aplique TODA a quantidade determinada no circulo desenhado no antebrago e com o dedo limpo faga rotaces de acordo com o
ritmo do metrdnomo. Apos 1 minuto (60 rotagdes), avalie os seguintes atributos, marcando na reta a intensidade do mesmo:

1. Espalhabilidade - facilidade de movimentagdo do produto sobre a pele
dificil de espalhar facil de espalhar

2. Espessura - quantidade de produto percebido entre o dedo e a pele

fina

espessa

3. Residuo branco - grau de esbranguigamento do produto enguanto é feita a aplicacdo.

nenhum grande quantidade
4. Brilho - quantidade ou grau de luz refletida na pele
fraco brilho brilhante

5. Pegajosidade - intensidade com que o dedo se adere a pele

N30 pegajoso

muito pegajoso

6. Oleasidade - sensacdo de oleo sobre a pele

néo oleoso

muito olecso

Avaliagdo de afributos residuais

Espere 10 minutos e avalie os atributos novamente (avaliacdo pos-aplicacdo residual).

1. Brilho residual

fraco brilho

brilhante

2. Pegaijosidade residual

néo pegajoso

muito pegajoso

3. Oleocsidade residual

ndo oleoso

muito oleoso
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ANEXO E - Ficha técnica do 6leo de arroz

Descrigio do Produto: o Oleo de Amaz Refinado ¢ adequado para utilizagio em cosmdticos, alimentos ou
neutralizado,

apicagdes Industrisls que exfam um Sleo totaimente processado (| descerado, clrfficado ¢

desodorizado), ou sefs, € umn dlkeo vegetal de grau alimenticio.

Compasi¢ao: 100 Gleo de Aoz Refinado.

Addez Bere @powisa wm §030 olice (X) (aocece s Méc 03
Apartnda viial (35°C) Liguido amareic
Cor (5 % " Loviend, varmmuh ) (oo o o s Mix 5.0
Tndice de 1odo (57, NOOR) pom cassa) 99-1c8
Indice de perdnkde (Mg KOH) (aocx ol a1 Méx. 3,0
Tndics de saporificagso (PEKOMY) (Ao i seyes Bi-189
Odor « Sabor Caraclarbtice
Sabdes (ppm) poca o o
Umtidade & voliteis (X) (aocxce wa) Mix 0,05
Dersidade a 35°C ) 2,9% - 0,921
Compelcho de Ackics grueos (%) (Ao e me)

Paimiico (£:0) %-19
Estudrico (18:0) 5-20
Chalco (1841) M-
Unolelco (s83) 30-35
Unolnis (183) 12
Arsgbdeo (20c0) 0-08
i c-as

Embalagem: em tambores de 200 L (180 kg) ou a granel em caminh3o tangue ¢ em embalagem de oo mL.
Armazenamento ¢ Valldade: amazenar em emibalagens originals, 4 temperatura ambiente. Validade de o1 ano a

party da cata de fabricag 30,

Certificagler 0 Gleo de Amoz Refinado ¢ produzido sob Certificacio Kosher pela BOK, SSo Faulo - Brasi e
Certificagio Halal pela Fambrag\Cibal, S30 Paulo - Brasl.

Regulamentagio: seguncdo nommas ¢  padrdes  estabelecicos pela Agéncia Nacional de Vigllncia
Sanitdrta - ANVISA.

Ingredientes: ésteres de 3008 graxos superiores ¢ ghicerol (ndo OGM).
Aergénicos: este produto ¢ Ivre de leite, ovos, pelxes, ousticeos, nazes, amendoim, trigo, sof ¢ ¢ hwe de

Fiten.
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