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RESUMO

Scarpino Barboza Franco, R. Influéncia da formulagdo dermocosmeética na permeagéo
de ativos para o controle de hipercromias cutaneas. 2020. 119 f. Dissertacéo
(Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

No mercado cosmético ha vérias formulacdes disponiveis com propriedades
clareadoras, porém, ainda é pouco estudado a influéncia da formulagéo
dermocosmeética na permeacao e eficacia de substancias ativas clareadoras. Nesse
contexto, o objetivo do presente estudo foi desenvolver e avaliar a influéncia da
composicdo de diferentes formulacbes como creme, gel creme e emulsdo
transdérmica na permeacdo de substancias ativas clareadoras. Para tal, foram
desenvolvidas formulacdes de creme, gel creme e emulsdo transdérmica, acrescidas
ou nao das substancias ativas tetraisoplamitato de ascorbila (TIPA) e hidroxitirosol, as
quais foram submetidas a determinacdo do comportamento reolégico e perfil de
textura. A seguir, foi realizado um estudo de permeacdo com as formulacdes
acrescidas de TIPA utilizando o modelo de células de difusdo de Franz modificada. A
extracdo da substancia ativa foi feita na epiderme viavel + derme e a determinacao
guantitativa por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a
espectrometria de massas (CLAE-EM/EM). Os resultados obtidos mostraram que as
formulacbes apresentaram comportamento reolégico ndo newtoniano do tipo
pseudoplastico, e em relacdo as propriedades de textura e sensoriais a emulsdo
transdérmica apresentou os melhores resultados quando comparada as demais
formulagcbes estudadas. A emulsdo transdérmica permitiu uma maior retencdo da
substancia ativa TIPA no estrato corneo e epiderme viavel + derme quando
comparada com as formulacbes creme e gel creme. Em conclusdo, a emulséo
transdérmica pode ser sugerida como um bom carreador para a substancia ativa TIPA,
pois promoveu uma maior permeacao comparada as outras formulacdes objeto de

estudo. Além disso, mostrou perfil de textura compativel as finalidades propostas.

Palavras-chave: Clareadores, Dermocosmeéticos, Permeacdo, derivado

lipossoluvel de vitamina C, propriedades fisico-mecéanicas



ABSTRACT

Scarpino Barboza Franco, Rodolfo. Influence of the dermocosmetic formulation on the
permeation of whitening substances for the treatment of hyperchromias. 2020. 119 p.
Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —

Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

In the cosmetic market there are several formulations available with whitening
properties, however, the influence of the dermocosmetic formulation on the permeation
and efficacy of whitening substances is still poorly studied. In this context, the aim of
the present study was to develop and evaluate the influence of the composition of
different formulations such as cream, cream gel and transdermal emulsion on the
permeation of whitening substances. For that, formulations of cream, cream gel and
transdermal emulsion were developed, with or without the active substances ascorbyl
tetraisoplamitate (TIPA) and hydroxytyrosol, which were subjected to the determination
of the rheological behavior and texture profile. Next, a permeation study was carried
out with the formulations added with TIPA using the modified Franz diffusion cell
model. The extraction of the active substance was done in the viable epidermis +
dermis and the quantitative determination by means of high performance liquid
chromatography associated with mass spectrometry (HPLC-MS/MS). The results
obtained showed that the formulations showed non-Newtonian rheological behavior of
the pseudoplastic type, and in relation to the texture and sensory properties, the
transdermal emulsion presented the best results when compared to the other studied
formulations. The transdermal emulsion allowed greater retention of the active
substance TIPA in the stratum corneum and viable epidermis + dermis when compared
to the cream and gel cream formulations. In conclusion, the transdermal emulsion can
be suggested as a good carrier for the active substance TIPA, as it promoted greater
permeation compared to the other formulations studied. In addition, it showed a texture

profile compatible with the proposed purposes.

Keywords: Whitening substances, Dermocosmetics, Permeation, vitamin C

liposoluble derivative, physical-mechanical properties
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1. INTRODUCAO

1.1 Contextualizacao

Ha poucos estudos relatados na literatura que descrevem como o veiculo
utilizado em formulacdes dermocosméticas influencia na permeacéo de substancias
ativas clareadoras e, consequentemente, na eficacia e seguranca do tratamento de
hipercromias cutaneas.

Além do mecanismo de acao das substancias ativas clareadoras prescritas nos
tratamentos para hiperpigmentacdo cutanea, a formulacdo desempenha papel
fundamental na eficacia dessas, pois sua liberacdo nas camadas epidérmicas é
promovida por formulagbes com aplicacdo dermocosmética como as emulsdes -
cremes, géis cremes e transdérmicos, ou a partir de polimeros para a formacéao de
géis (MAIA CAMPOS et al., 2014). O desenvolvimento dessas formula¢des busca
melhorar a liberacdo da substancia ativa no alvo desejado, mas este é um processo
complexo que depende de diversos fatores fisico-quimicos e fisiolégicos (ATTWOOD
et. al., 2003; PETRILLI et al., 2016; MARTO et al., 2016).

Neste contexto, estudos de permeacdao cutanea sdo de grande relevancia, uma
vez que as formulacbes necessitam liberar a substancia ativa com propriedades
clareadoras nas camadas mais profundas da epiderme, pois é na camada basal, entre
0s queratindcitos, que estado localizados os melandécitos, responsaveis pela producéo
de melanina (GRANDAHL et al., 2018; PRACA et al., 2018).

O processo de penetracdo do veiculo com a substancia ativa é dependente das
propriedades fisico quimicas das substancias ativas, e, também, da prépria
composicao formulacado veiculo.

Além disso, como citado anteriormente, as caracteristicas da pele sao
importantes no processo de permeacdo cutdnea. Fatores como: espessura e
integridade da epiderme, composicdo de macromoléculas (alta concentracdo de
lipideos no estrato corneo), regiao da aplicacdo, idade, fluxo sanguineo e pH da pele
interferem na liberacdo das substancias ativas carreadas pelos diferentes tipos de
formulagbes. Podemos destacar também a influéncia da hidratacdo da pele, pois, uma
pele mais hidratada promove tumefagdo das estruturas compactas da camada

cornificada da epiderme diminuindo a resisténcia da mesma e aumentando a
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penetracdo de algumas substancias ativas (ATTWOOD et. al., 2003; LANE, 2013;
LOPES et al., 2015; LEMOS et al., 2018). Além da influéncia da composicao do veiculo
na permeacao e eficacia de formulagdes clareadoras, elas também sdo dependentes
de outras caracteristicas como as propriedades fisico-quimicas e fisico-mecanicas,
refletindo no comportamento reologico e nas propriedades de textura de formulacdes
cosmeéticas, respectivamente (CALIXTO & MAIA CAMPOS, 2017; RISALITI et al.,
2018).

Estudos de penetracdo cutanea de formulagbes dermocosméticas sdo de
fundamental importancia, pois a penetracédo cutanea pode influenciar na eficacia dos
produtos dermocosméticos, como o0s clareadores, que contém, dentre outros,
antioxidantes, os quais atuam principalmente na camada basal da epiderme (TSAI et
al., 2010; LU et al., 2019).

Estudos preliminares em pele de orelha de porco por meio da técnica de célula
de Franz séo utilizados para avaliar a penetracdo de diferentes tipos de substancias
ativas, porém a pele humana apresenta caracteristicas fisiologicas diferentes que
influenciam na penetracdo destas formulacbes (CHOE, et al, 2015;
RANAMUKHAARACHCHI, et al., 2016; SILVA MEIRA, et al., 2020).

No Brasil, o uso de pele humana para avaliar a penetracdo de formulacdes
dermocosmeéticas ainda é recente, porém apresenta um crescimento acelerado devido
a necessidade do desenvolvimento de metodologias que nao utilizem animais (cruelty-
free) na avaliacéo de formula¢gBes cosméticas e dermocosméticas.

Além disso, estudos de penetragdo com pele humana obtida de
abdominoplastia, entre outras e com voluntarios sadios (CHOE, et al., 2015;
RANAMUKHAARACHCHI, et al., 2016), por meio de técnicas ex vivo e in vivo, Sao
importantes para obtencdo de resultados mais fidedignos, pois, mimetizam as
condicles reais de aplicacdo das formulacdes e representam, portanto, um avancgo
para a reducao do uso de animais.

Nesse contexto, considerando que a hiperpigmentacdo e outras alteracdes
pigmentares sdo uma das principais queixas em consultérios dermatolégicos no
Brasil, representando grande importancia dermocosmética (SCHAEFER, 2018), o
presente estudo comparou diferentes formulagdes com aplica¢cdes dermocosméticas

em relacdo a permeacdo de substancias ativas clareadoras e as propriedades
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reologicas e de textura, contribuindo para o desenvolvimento de formulacbes

clareadoras mais eficazes.

1.2 Morfologia e fisiologia da pele

A pele é um sistema epitelial que tem como uma de suas principais funcées
isolar as estruturas internas, delimitando e protegendo-as contra agressées do meio
externo. Com isso, a pele atua como uma fronteira limitante entre o organismo e o
ambiente, protegendo-o, assim, frente ao expossoma (MILLER & JONES, 2014;
DENNIS, et. al., 2016; KRUTMANN, et. al., 2017; KABASHIMA, et. al., 2018). Além
disso, a pele, devido a sua composicao e estrutura complexa, exerce fungcdes como a
manutencdo da sua prépria integridade e da integridade do organismo, absor¢céo e
secrecédo de fluidos, controle do pH e temperatura corporal, metabolismo de vitamina
D e funcdes estéticas e sensoriais (DHARADHAR, et al, 2019; PARIKH, et al, 2019).

A camada mais externa é a epiderme e ela ndo possui sistema de irrigacao
sanguinea direta, entéo, os nutrientes sao transportados através da capilaridade. Essa
camada atua como uma barreira protetora, contra 0 ambiente externo e, ao mesmo
tempo, retendo o conteudo interno, principalmente agua, nutrientes e eletrolitos. Um
dos principais componentes da epiderme sdo os queratinécitos, que sao células
especializadas produtoras de queratina e, quando sofrem o0 processo de
estratificacdo, gera os cornedcitos. Além disso, essa camada é composta por outros
tipos de células especializadas como os melandcitos, células de Merkel e as células
de Langerhans. Também, ela é transpassada pelos anexos invaginados na derme,
como os foliculos pilosos, sebaceos e glandulas sudoriparas (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2013; NIKOLAKIS, MAKRANTONAKI, ZAUBOULIS, 2016).

A epiderme é constituida por diversas subcamadas: o estrato corneo, ou manto
hidrolipidico da pele, o qual € composto diferentes lipideos (Tabela 1), estrato ltcido
(presente apenas em peles espessas, como a sola dos pés e das maos), estrato
granuloso, estrato espinhoso e estrato basal. Os queratinOcitos que as compdem
sofrem o processo de maturagdo, quando passam de uma camada para outra, até
serem eliminados (Figura 1) (BRAGAZZI, et al, 2019).



Figura 1. Representacdo esquematica das camadas da pele.
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Fonte: Adaptado de JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013

Tabela 1. Composicao lipidica média da epiderme humana durante o processo de
diferenciacéo e cornificacao.

Estrato basal e Estrato Estrato corneo
Componente espinhoso granuloso Total Externo
% % % %
Lipidios polares 44.5 25.3 49 2.3
Sulfato de colesterol 2.4 5.5 1.5 3.4
Lipideos neutros 51.0 56.5 77.7 68.4
Esterdis livres 11.2 11.5 14.0 18.8
Acidos graxos livres 7.0 9.2 19.3 15.6
Triglicerideos 12.4 24.7 25.2 11.2
Esteres de 5.3 4.7 5.4 12.4
colesterol/graxos
Esqualeno 4.9 4.6 4.8 5.6
N-alcano 3.9 3.8 6.1 5.4
Esfingolipidios 7.3 11.7 18.1 26.6
Glucosilceramidas | 2.0 4.0 Tracgos Tracgos
Glucosilceramidas Il 1.5 1.8 Tracos Tracos
Ceramidas | 1.7 5.1 13.8 19.4
Ceramidas Il 2.1 3.7 4.3 7.2

Fonte: Adaptado de Franz & Lehman, 2000.
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A camada basal € constituida por células proliferativas, cuja funcdo é se
multiplicar gerando novas células diferenciadas ou proliferativas, para dar
continuidade ao ciclo. Ap6s algumas replicacdes, essas células comecam a se
diferenciar, formando a as camadas da epiderme (HOUBEN, DE PAEPE; ROGIERS,
2007). Além disso, é nessa camada onde encontram-se as células de Langerhans,
responsaveis pela defesa imunoldgica da pele, as células de Merkel, que atuam como
receptores mecanicos na percepcao tatili e os melandcitos, que sdo células
dendriticas, produtoras de melanina e responsaveis pela pigmentacdo da pele
(GANDOLFI, IANNELLI, MARINOSCHI, 2020).

O estrato espinhoso é composto por células espinhosas poligonais. E nesse
estagio que se inicia o processo de queratinizacao, onde as células unem-se as suas
vizinhas, através de pequenos filamentos de queratina, os desmossomos. Também,
€ nessa camada que ocorre o inicio da formacdo de granulos de queratohialina e
subestruturas lamelares — os corpos lamelares, os quais serdo, posteriormente,
responsaveis pela formacdo do manto hidrolipidico da pele (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2013; MENON, LEE, & LEE, 2018).

O estrato granuloso é caracterizado pela grande presenca de granulos de
gueratina nas células. Quando acontece a maturacao das células espinhosas, ocorre
perda do nucleo e o achatamento dos queratindcitos, formando as placas de
queratina. Além disso, o estrato granuloso é composto por estruturas filtrantes, os
corpos lamelares. Estes possuem, em sua composi¢do, uma mistura de lipidios —
fosfolipidios, esfingolipidios e colesterol. Essas estruturas liberam, por exocitose, a
mistura de lipidios no espaco intercelular do estrato cérneo, formando o manto
hidrolipidico (ELIAS, et al, 1979; MENON, LEE, & LEE, 2018; USUI, et al, 2019).

O estrato lucido € formado por células mortas, achatadas, ricas em queratina e
anucleadas. E encontrado entre o estrato corneo e o estrato granuloso. Porém, essa
camada esta presente apenas em regifes mais espessas, como as pontas dos dedos,
palma das méaos e sola dos pés. Ela é originada pela friccdo e exerce funcao de
protecdo mecanica (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; BRAGAZZI, et al, 2019).

A camada mais externa, o estrato corneo, € composto por intercalagdes entre
0s cornedcitos e as estruturas lipidicas lamelares. Com isso, as substancias quimicas
gue ndo sdo agua, sO conseguem permear a pele através das camadas lipidicas

intercelulares, ao contrario da agua que, ao passar pelos cornedcitos, ela sera retida
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pelas fibras de queratina que sao altamente hidrofilicas (HOUBEN; DE PAEPE;
ROGIERS, 2007; BRAGAZZI, et al, 2019). Os cornedcitos sao preenchidos por uma
rede amorfa de fibrilas que Ihes confere resisténcia mecanica, principalmente ao
estiramento vertical e menos ao estiramento longitudinal. Em uma pele saudavel, os
cornedcitos apresentam alto fator natural de hidratacdo (NMF - Natural moisturizer
fator), que sdo compostos por moléculas de baixo peso molecular, higroscopicas e
que se ligam a agua. Especificamente, o NMF é composto, principalmente, por &cido
carboxilico da pirrolidona (PCA), &cido urocéanico, lactato, uréia, serina, glicina,
arginina, ornitina, citrulina, alanina, histidina e fenilalanina (HARDING, et al, 2000;
FOWLER, 2012; AREZKI et al., 2016).

Abaixo da epiderme, encontra-se a derme, que € composta por tecido
conjuntivo, vascularizada, e fibroelastica que nutre a epiderme. Nela encontram-se 0s
apéndices da epiderme - os foliculos pilosos e glandulas sudoriparas e sebaceas - e,
também as terminacdes nervosas, vasos sanguineos, entre outros. Além disso, a
derme apresenta células como fibroblastos e fibras de colageno e elastina, onde o
coldgeno é responsavel por fornecer a sustentacdo e prevenir o estiramento
excessivo, enquanto a elastina permite a volta da pele apos o estiramento (MENON E
KLIGMAN, 2009; EDWARDS e MARKS, 1995). A derme pode ser subdivida em derme
papilar - fina e constituida por tecido conjuntivo frouxo e papilas - e derme reticular —
espessa, irregular e constituida por tecido conjuntivo denso que garante a forca e
elasticidade da pele (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Sendo assim, conhecer a biologia e bioquimica da pele € fundamental para o
desenvolvimento de produtos cosméticos de uso topico para que a formulagéo, junto
com a substancia ativa, seja direcionada e atue na manutencdo da homeostase

cutanea, desta forma contribuindo para a saude e beleza da pele.

1.3 Melanogénese e despigmentantes

Os melandcitos sao células dendriticas localizadas na epiderme e na derme e
possuem a funcdo de produzir melanina. Esta € a substancia responsavel pela
pigmentacao da pele, pelos e cabelos e, quando em excesso, originam as manchas
(SERRE et al., 2018; FU et al., 2020).
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Além disso, a melanina é fundamental para a protecéo celular, especialmente
para o DNA nuclear, pois protege as células contra a radiacéo solar (SERRE et al.,
2018). A célula ao receber a radiacao ultravioleta é protegida pela melanina, que
reduz os efeitos deletérios consequentes a exposicdo, pois a melanina sintetizada é
oxidada pela radiacdo, ao invés das outras biomoléculas, assim protegendo todo o
conteudo celular (VIDEIRA et al., 2013; SERRE et al., 2018; FU et al., 2020).

A sintese de melanina (melanogénese) € um processo complexo, que ocorre
nos melandcitos, tendo como principal precursor a L-tirosina. Este aminoécido,
produzido no citosol pela hidroxilacdo da L-fenilalanina, € transportada para dentro
dos melandcitos, dando inicio a melanogénese (VIDEIRA et al., 2013; SERRE et al.,
2018).

Entéo, a L-tirosina é convertida a L-Dopa pela acao da tirosinase (etapa lenta
e determinante da velocidade do processo) e, em seguida € convertida a
dopaquinona pela acdo da mesma enzima, a tirosinase (SIMON et al., 2009). A partir
desse ponto, a reacdo pode seguir dois caminhos. O primeiro, € a conversao da
dopaquinona em cisteinildopa, em seguida forma-se a alanil-hidroxi-benzotiazina e,
por fim, é formado a feomelanina — tons amarelados e vermelhos. O segundo
caminho é a conversao da dopaquinona em dopacromo (OHBAYASHI e FUKUDA,
2020). Neste ponto, o dopacromo se decompbe espontaneamente, por
descarboxilagdo em pH neutro, para formar a eumelanina DHI (di-hidroxi-indol), que
promove tons de preto. Porém, se ha a acdo da dopacromo tautomerase (TRP-2), o
dopacromo sofre tautomerizacédo e ha a formacao da eumelanina DHICA (&cido di-
hidroxi-indol carboxilico), responséavel por tons de marrom (Figura 2) (VIDEIRA et al.,
2013; SERRE et al., 2018; QIAN et al., 2020).

Entdo, as eumelaninas sdo biopolimeros nitrogenados polimorfos, DHI e
DHICA, que apresentam tonalidades do marrom ao preto. Elas sdo o principal tipo
em individuos com pele e cabelos escuros e é mais eficiente na fotoprotecdo que,
por apresentarem uma subunidade semiquinona, participam de reacdes redox
interagindo com espécies reativas de oxigénio (EROS) e radicais livres (SLOMINSKI
et al., 2004; OHBAYASHI e FUKUDA, 2020). Com isso, esses biopolimeros, além de
proporcionar a cor, atuam na protecdo das células basais da epiderme contra a

radiacdo ultravioleta (UV). Consequentemente, os individuos que produzem mais
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melanina sdo menos propensos a queimaduras solares e cancer de pele (SIMON et
al., 2009; VIDEIRA et al., 2013; QIAN et al., 2020).

Por outro lado, a feomelanina apresenta tonalidades do amarelo ao vermelho -

formado pela conjugacdo de cisteina ou glutationa

e ¢é encontrada

predominantemente em individuos com cabelos ruivos e de pele clara. Ao contrario

da eumelanina, ela exibe comportamento pro-oxidante fototoxico nos quais 0s

individuos sdo mais propensos a apresentarem cancer de pele e queimaduras solares
(SIMON et al., 2009; VIDEIRA et al., 2013; QIAN et al., 2020; OHBAYASHI e FUKUDA,

2020).

Figura 2. Rota biossintética da produc¢éo dos pigmentos de eumelanina e feomelanina
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Fonte: Acervo pessoal (SIMON et al., 2009; VIDEIRA et al., 2013; SERRE et al.,

2018).
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Considerando que a melanogénese envolve um processo de oxidacao,
antioxidantes podem ser utilizados para inibir a producéo de melanina. Dessa forma,
alguns antioxidantes como o acido ascorbico e derivados e o hidroxitirosol vem sendo
propostos para aplicacdo em formulagdes dermocosmeéticas com propriedades
despigmentantes

O derivado lipossolavel da vitamina C, tetraisopalmitato de ascorbila, apresenta
atividade antioxidante, protegendo os danos da radiagdo UVA/UVB, bem como atua
sobre os melandcitos reduzindo a atividade da tirosinase (Figura 3) (MAIA CAMPOS
et al., 2012; JEON, et al., 2016; NARDA, et al., 2020; GOLDBERG, et al., 2020).

O hidroxitirosol, de caréater hidrofilico, que possui acdo inibitéria em diversas
etapas na sintese de melanina, promove protecao frente a exposicdo UVA/UVB,
estimula a renovacao celular e atua nos melandcitos, o que resulta em beneficios para
a pele devido ao seu alto potencial antioxidante (Figura 4) (HU et al., 2014; OMAR, et
al., 2018; RODRIGUES, et al., 2018; MAHESH, et al., 2019).

Figura 3. Estrutura quimica do derivado lipossoluivel de vitamina C — tetraisopalmitato
de ascorbila (TIPA).
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Figura 4. Estrutura quimica do hidroxitirosol nos extratos aquoso e seco de oliva.

0
H

1.4 Permeacéo e penetracao cutanea

A permeacao e penetracdo de substancias ativas pode ocorrer por duas vias
sendo a transepidérmica e a transfolicular. Ambas as vias apresentam suas
especificidades, que dentre elas facilitam a permeacédo de substancias ativas de
acordo com a lipofilicidade, tamanho molecular, carga e estrutura destas (LANE, 2013;
ALKILANI, et al., 2015; SILVA MEIRA, et al., 2020).

Substancias lipofilicas devido a sua natureza quimica tendem a penetrar na
pele pelo caminho intercelular, no qual a substancia se difundi na pele por meio da
bicamada lipidica do estrato corneo. J& substancias hidrofilicas e/ou de baixo peso
molecular realizam o caminho intracelular, desta forma, penetrando entre as células e
se difundindo para as camadas mais profundas da pele. Além disso, estas substancias
também apresentam facilidade de penetracéo pelo caminho transfolicular, no qual as
substéancias se difundem diretamente para a derme através do foliculo piloso(LANE,
2013; ALKILANI, et al., 2015; SILVA MEIRA, et al., 2020).

A permeacao e penetracdo de substancias é dependente de diversos fatores
como a integridade do estrato corneo, hidratacdo dos cornedcitos, peso molecular,
solubidade e concentragcédo das substancias, e do sistema de entrega das substancias
0s quais atuam melhorando e otimizando a entrega das substancias ativas a partir da
desestruturacdo do manto hidrolipidico da pele(LANE, 2013; ALKILANI, et al., 2015;
SILVA MEIRA, et al., 2020).
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1.5 Propriedades reoldgicas e de textura

1.5.1 Propriedades reoldgicas

Para garantir a estabilidade de um produto cosmético, € preciso submeté-lo,
durando o processo de desenvolvimento, em condicfes que acelerem seu processo
de degradacdo. Para tal, o acondicionamento desses produtos em temperaturas
extremas, por exemplo, € uma maneira de acelerar a desestabilizacdo quimica da
formulagdo. Além disso, a analise de pH, alteracdo de cor, odor, uniformidade e
viscosidade s@o necessarias para garantir a estabilidade dos cosméticos ao longo do
tempo (ANVISA, 2004).

Diversos motivos podem levar a essa instabilidade, como os componentes de
uma formulacdo ou até mesmo a adicdo de ingredientes ativos, bem como suas
concentracdes. Entdo, essas alteracbes fisicas também podem ser avaliadas pela
analise do comportamento reoldgico (GARBOSA; MAIA CAMPOS, 2016).

Essa analise é definida como estudo o estudo do comportamento de fluxo e
deformacdo da matéria, onde a formulacdo é cisalhada formando uma curva
ascendente composta pelos eixos “Taxa de cisalhamento” versus “Tensdo de
cisalhamento” (CALIXTO E MAIA CAMPOS, 2017). A partir do gréfico, é possivel
determinar o indice de fluxo das formula¢Bes, onde os fluidos, dependendo do valor,
podem ser classificados em newtonianos ou n&o newtonianos (CALIXTO E MAIA
CAMPOS, 2017).

Os fluidos newtonianos apresentam deformacdo de fluxo diretamente
proporcional a tenséao de cisalhamento, sem que haja alteracdo da sua viscosidade.
Por outro lado, os fluidos ndo newtonianos apresentam alteracédo da sua viscosidade
dependendo da tensdo de cisalhamento (MARRIOT, 2008; MAIA CAMPOS, et al,
2012). Os fluidos séo classificados de acordo com o tempo, em reopéticos e
tixotrépicos (MARRIOTT, 2008), onde a viscosidade € alterada em fungédo do tempo
de cisalhamento. Os tixotropicos perdem viscosidade e o0s reopéticos ganham
viscosidade de acordo com o tempo de cisalhamento (SHIROMA, 2012).

Os fluidos ndo newtonianos também podem ser classificados de acordo com
as suas propriedades de fluxo. Quando a viscosidade diminui com a forga aplicada —

cisalhamento, o fluxo é plastico ou pseudoplastico e quando ele aumenta, o fluxo é
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dilatante (Figura 5). Os materiais plasticos sdo aqueles que precisam de uma tensao
inicial para comecarem a fluir, apresentando curva de fluxo com inicio em um ponto
diferente da origem, esse ponto € denominado ponto de cedéncia (Figura 5)
(CALIXTO E MAIA CAMPQOS, 2017; Eudier, et al.,, 2019; Faucheux, et al., 2020),
enquanto que os materiais pseudoplasticos apresentam em geral curva de fluxo
passando pela origem (Figura 5). Também, o fluxo pseudoplastico € o mais comum e
0 mais aplicado para produtos cosméticos, pois apresentam viscosidade compativeis
com a grande maioria das preparacbes cosméticas, como geéis, emulsdes e
shampoos, além de permitirem um bom espalhamento, formando uma cobertura sobre
a pele (MAIA CAMPOS, et al, 2012).0 mesmo resultado ndo ocorre com fluidos
newtonianos devido ao rapido escoamento sobre a pele, formando uma distribuicéo
nao uniforme (MARTIN; BUSTAMANTE; CHUN, 1993, Eudier, et al., 2019).

Além disso, o fluxo pseudoplastico pode apresentar a tixotropia, o que facilita
ainda mais a espalhabilidade e até mesmo a penetracdo de substancias ativas. A
tixotropia é calculada por meio da é&rea formada entre a curva ascendente e
descendente do reograma. Esse resultado indica a capacidade de uma formulacéo

cosmeética de reconstituir sua estrutura apés a aplicacao de uma forca.
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Figura 5. Comportamento de fluidos ndo newtonianos
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1.5.2. Propriedades de textura

A textura, que pode ser definida como a resposta tactil a um estimulo fisico
gerado por meio de um contato entre a pele e um produto (BOURNE, 2012). Essa
analise permite avaliar parametros como a consisténcia, firmeza, espalhabilidade,
coesividade, entre outros, que podem ser relacionados e predizer as caracteristicas
sensoriais de uma formulagdo. Durante o desenvolvimento de novos produtos
cosmeticos, o sensorial € um parametro que deve ser fortemente considerado a fim
de obter um produto que seja agradavel ao toque e, consequentemente, fidelizando o
consumidor. Entdo, em paralelo ao desenvolvimento, a avaliagdo sensorial deve ser
executada em conjunto (PENSE-LHERITIER, 2015; CALIXTO E MAIA CAMPOS,
2017).

Nesse contexto, a analise do perfil de textura pode predizer as caracteristicas
sensoriais de uma formulacao, facilitando, assim, o desenvolvimento de cosmeéticos
com o sensorial desejado. Entdo, a analise back extrusion consiste na aplicacdo de
uma forca sobre a formulacéo, de forma que esta seja deformada e escorra para as
laterais da célula de extruséo (Figura 6).

No caso do perfil de textura, o Embolo, que aplica a for¢a, € um disco plano e a
célula de extruséo, onde a formulagéo é acondicionada € um copo cilindrico. Ao iniciar
a analise, o ponto mais alto da curva durante a compressao, indica o grau de firmeza
da formulacdo e a area sobre essa curva, indica seu indice de consisténcia. Quando
o0 émbolo inicia 0 movimento inverso, ou seja, de descompressado da formulacéo, o
ponto mais alto da curva inversa indica a coesividade e a area sob essa curva indica
o indice de viscosidade (Figura 7). Entdo, a firmeza é a forca maxima que o émbolo
precisa fazer para penetrar na formulacéo e a coesividade é a forca que ele executa
para romper a forca de coesdo entre a formulacdo e o fundo da célula de extrusédo
(TAI et al, 2014; CALIXTO E MAIA CAMPOS, 2017).
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Figura 6. Representacao esquematica da analise do perfil de textura — back extrusion.
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Figura 7. Representacdo esquematica do grafico obtido pelo software Texture

Exponent 3.0.5.0 na analise de textura.
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A analise de espalhabilidade segue o mesmo principio de back extrusion, a
diferenca esta no formato da extremidade do émbolo, que no outro teste era um disco
e nesse € cbnico — sonda conica - com angulo de 45° e a célula de extrusao
acompanha esse formato conico, para que se encaixe com o émbolo perfeitamente
(Figura 8 e 9). Com isso, 0 parametro obtido por essa técnica € o trabalho de
cisalhamento. Este é obtido durante a deformacéo da formulacdo quando o émbolo
aplica uma forca sobre ela (Figura 10), sendo que esse parametro € inversamente
proporcional a espalhabilidade, ou seja, quanto menor trabalho de cisalhamento,
melhor € a espalhabilidade de uma formulacéo (CALIXTO E MAIA CAPOS, 2017).

Assim, podemos dizer que a analise do perfil de textura determina um conjunto
de propriedades fisicas de uma formulacéo - gerados pela estrutura interna do material
que é determinado pelas intera¢cdes moleculares dos seus constituintes - que podem
ser correlacionadas com o sensorial (CALIXTO & MAIA CAMPOS, 2017). Sendo
assim, a importancia desse teste esta em poder caracterizar e predizer as
propriedades sensoriais que deverao ser apresentadas na formulagao final, de acordo
com a finalidade proposta.

Figura 8. Representacdo esquematica da andlise de espalhabilidade — back extrusion.
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Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 9. Representacdo pratica da andlise de espalhabilidade da formulacéo

emulsao transdérmica (T1) — back extrusion

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 10. Representacdo esqueméatica do gréafico obtido pelo software Texture

Exponent 3.0.5.0 na analise de espalhabilidade.
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2. OBJETIVO
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da composicao de formulagbes
dermocosmeéticas creme, gel creme e emulsdo transdérmica, na permeacdo de

substancias ativas clareadoras.

Os objetivos especificos foram:

a) Desenvolver formulacbes dermocosmeéticas creme (emulsdo O/A), gel
creme (emulséo estabilizada por coloide hidrofilico) e emulsdo transdérmica contendo
3 e 10% da substancia ativa clareadora tetraisopalmitato de ascorbila e o extrato
natural de oliva, seco e hidroglicolico, padronizados em hidroxitirosol a 3% e 20%,
respectivamente.

b) Avaliar as propriedades reologicas das formulacdes desenvolvidas;

c) Avaliar as propriedades de textura e sensoriais das formulagdes;

d) Avaliar o potencial de citotoxicidade e fototoxicidade das substancias
ativas objeto de estudo;

e) Avaliar a permeacdo e penetracao cutanea das formulacdes creme, gel
creme e emulsdo transdérmica contendo 10% do derivado lipossolivel da vitamina C
— tetraisopalmitato de ascorbila pelo modelo de célula de Franz modificada utilizando
o0 modelo de pele de orelha de porco e pele humana,;

f) Validacdo do método analitico empregado para quantificacdo de

tetraisopalmitato de ascorbila em matriz biolégica — pele humana e orelha de porco.
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3. MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Desenvolvimento das formulacdes

Inicialmente foi realizada uma pesquisa na literatura sobre informacbes e
especificacdes técnicas referentes as substancias ativas objeto de estudo afim de
identificar possiveis incompatibilidades em relagdo a adicdo das mesmas em
diferentes tipos de formulagdes de aplicagdo cosmética. Desta forma, avaliou-se o pH
de estabilidade das substancias ativas, incompatibilidade com outras matérias-primas
e 0 processo de incorporacao nos veiculos.

As matérias-primas utilizadas no presente estudo foram:

- Substancias ativas: Tetraisopalmitato de ascorbila (TIPA) (NIKKOL GROUP,
JAPAO), Olea Europaea Fruit Extract — extrato seco padronizado em 3% de
hidroxitirosol (HN) (Nexira Health, Franca) e Olea Europaea Fruit Extract — extrato
hidroglicélico padronizado em 20% de hidroxitirosol (HC) (Cobiosa, Espanha).

- Composicao do veiculo creme e gel creme: Cetearyl Alcohol, Dicetyl Phosphate e
Ceteth-10 Phosphate (Crodafos CES); C13-15 Alkane (Neossance® Hemisqualane);
Carbomer (Carbopol® Ultrez 10 Polymer); ButylhydroxyToluene (BHT); Disodium
Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA); Parfum (Naticide®); Glycerin e Aqua.

- Composigéo do veiculo transdérmico comercial - VersaPro™ (Medisca, Canada):
Aloe Barbadensis Leaf Juice, Cyclopentasiloxane, Disodium EDTA, Emulsifying Wax
NF, Ethylhexyl Stearate, Methychloroisothiazolinone, Methylisothiazolinone, Sorbitol,
Tocopheryl Acetate.

Os certificados de andlises das substancias ativas objeto de estudo e da
emulsdo transdérmica encontram-se disponiveis no apéndice A.

A sequir, foram desenvolvidas duas formulacdes dermocosméticas na forma
de creme, sendo a primeira uma emulséo do tipo 6leo em agua, e a segunda um gel
creme. Essas formulagbes foram adicionadas ou néo (veiculo) das substancias ativas
objeto de estudo separadamente e em diferentes concentragdes, totalizando 12
formulacbes (Figura 11 e Tabela 2). Em uma terceira formulacdo de aplicagéo
transdérmica incorporou-se, separadamente, apenas as substancias ativas em
diferentes concentracdes, totalizando a preparagéao de 6 formulagbes (Figura 11). A
tabela de composicéo das formulagdes desenvolvidas esta disponivel no apéndice B.
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Figura 11. Fluxograma das formulacdes desenvolvidas

Legenda: Creme veiculo (C1), creme contendo 3% de TIPA (C2), creme contendo 10% de TIPA (C3),
Creme contendo 0,5% de HC (C4), Creme contendo 1% de HC (C5) e Creme contendo 1% de HN (C6);
Gel creme veiculo (GC1), gel creme contendo 3% de TIPA (GC2), gel creme contendo 10% de TIPA
(GC3), gel creme contendo 0,5% de HC (GC4), gel creme contendo 1% de HC (GC5) e gel creme
contendo 1% de HN (GC6); emulsdo transdérmica (T1), emulsdo transdérmica 3% de TIPA (T2),
emulsdo transdérmica contendo 10% de TIPA (T3), emulsdo transdérmica contendo 0,5% de HC (T4),
emulsdo transdérmica contendo 1% de HC (T5) e emulsdo transdérmica contendo 1% de HN (T6).
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3.2 Avaliacéo sensorial

Foi realizada uma analise sensorial com 20 participantes do sexo feminino para
avaliar os seguintes descritores: espalhabilidade, suavidade, hidratacéo, oleosidade e
sensacao ao toque durante e apds 5 minutos da aplicagéo das formulacées (MARCON
et al., 2014; FOSSA; MAIA CAMPOS, 2015; CALIXTO; MAIA CAMPOS, 2017).

A referida anélise sensorial foi realizada por meio da aplicacdo do questionario
CATA (Check All That Apply), o qual consiste de diversas questdes de multipla escolha
- constituindo uma lista-, onde as participantes assinalaram todos os parametros que
melhor caracterizam o produto (DOOLEY et al., 2010; VALENTIN et al., 2012). O

guestionario sensorial aplicado encontra-se disponivel no apéndice B.

3.3 Avaliagéo da estabilidade das formulacdes

3.3.1 Centrifugacéo, pH e Caracterizagcdo organoléptica

Centrifugacdo

Durante 30 dias, 3 g das formulagcbes desenvolvidas foram submetidas a 3
ciclos de centrifugacdo a velocidade de 800 G (equivalente a 3000 rpm), por 30
minutos nos tempos 24 horas e 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a formulacdo das mesmas.
Utilizou-se a centrifuga Excelsa Baby Il modelo 206-R.

Determinacdo do pH

A medida de pH foi realizada em todas as formulagdes desenvolvidas
utilizando-se amostras diluidas em agua destilada (10%), realizadas 24 horas apés a
formulacdo das mesmas e também nos tempos 7, 14, 21 e 28 dias, em peagametro
Tecnal modelo TEC3-MPq.

Caracterizacdo organoléptica

Para este estudo foram avaliadas as seguintes alteracfes das formulacdes
desenvolvidas: cor, odor, ocorréncia de coalescéncia e homogeneidade, durante 24
horas, 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a formulacéo das mesmas. (GIANETI, 2013; ANVISA,
2004; GARBOSSA; MAIA CAMPOS, 2016).
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3.4 Determinacao do comportamento reoldgico e estabilidade das formulagcfes

Para este estudo foi utilizado o reébmetro Brookfield DV3T (Brookfield, EUA) tipo
cone e placa equipado com um spindle CP-52 e acoplado ao software RHEOCALCTe.
Em cada andlise, 0,50 £ 0,01 g de formulacéo foi depositada na placa. A velocidade
de rotacao foi progressivamente aumentada de 0 a 10 rpm com 5 segundos entre cada
velocidade, formando uma curva ascendente composta pelos eixos “Taxa de
cisalhamento” versus “Tensdo de cisalhamento”, e em seguida uma curva
descendente foi gerada com a diminuicdo inversa da velocidade (CALIXTO; MAIA
CAMPOS, 2017).

Apbs o preparo das formulacdes as mesmas foram mantidas a 25,0+ 2,0°C por
24 horas para a determinacdo do comportamento reolégico. Posteriormente, foram
separadas em aliquotas de 30,00 = 0,01 g e acondicionadas em frascos separados e
hermeticamente fechados para avaliar a estabilidade das mesmas nas seguintes
condi¢bes de armazenamento: a 25,0+ 2,0°C - ambiente, 37,0 e 45,0 + 2,0°C (estufa
com controle de umidade relativa a 70%) para consequente avaliacdo dos parametros
reologicos apés 7, 14, 21 e 28 dias. (SOUZA; MAIA CAMPQOS, 2017).

A integracdo numeérica das curvas dos reogramas assim obtidos foi realizada
no Software Microcal Origin e a area sob a curva foi obtida para o calculo da area de
histerese. A viscosidade minima aparente foi obtida a partir do reograma adquirido e
as curvas foram ajustadas de acordo com o modelo de Ostwald para obtencdo do
indice de fluxo e indice de consisténcia (CALIXTO; MAIA CAMPOS, 2017).

Para melhor visualizacdo dos resultados obtidos ao longo dos experimentos
referentes aos seguintes parametros reologicos os valores de viscosidade aparente,
indice de consisténcia e indice de fluxo, foram plotados em graficos com auxilio do

software GraphPad Prism5. Todas as afericdes foram realizadas em triplicata.

Equacédo Modelo de Ostwald: t = K (y)

Onde, t = tensao de cisalhamento (D/cm?2); y = gradiente de cisalhamento (1/Sec);

K = indice de consisténcia; n = indice de fluxo
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3.5 Determinacéao do perfil de textura das formulacdes

A analise de textura foi realizada utilizando o analisador de textura TA.XT plus
(Stable Microsystems, Reino Unido). As andlises foram realizadas 24h ap0s
desenvolvimento das formulacdes e as propriedades de textura das formulacdes
foram calculadas através do software do instrumento Texture Exponent 3.0.5.0
(VITORINO, et al., 2013; CALIXTO et al., 2018).

A andlise de espalhabilidade foi realizada com a sonda TTC HDP/SR e avaliou
o trabalho de cisalhamento (Work of shear) das formulacfes, obtido a partir da area
sob a curva positiva. Para isso, a distancia de retorno utilizada foi de 25 mm, a
velocidade de retorno foi de 20 mm/seg e a forga de contato foi de 30g. A quantidade
de formulacéo utilizada na avaliacao foi entre 30g a 40g (CALIXTO; MAIA CAMPOS
2017).

O segundo teste avaliou textura das formulacées com auxilio da sonda de
extrusdo A/BE 35 mm com base nos parametros: indice de viscosidade, consisténcia
(forca necessaria para atingir uma determinada deformacéao), firmeza e coeséo (razao
da area sobre o tempo de forca em curva produzida por uma segunda compressao)
(TAl et al., 2014; CALIXTO; MAIA CAMPQOS, 2017).

Os dados obtidos da curva negativa foram analisados como valores absolutos.
Em um recipiente de 125 mL com 50 mm de diametro e preenchido em 75% de sua
capacidade. As condicdbes da sonda foram: distancia de retorno de 100 mm,
velocidade de retorno de 20 mm/seg e forca de contato de 30 g (BASU, et al, 2010;
CALIXTO; MAIA CAMPOS, 2017). Todas as afericbes foram realizadas em triplicata.

3.6 Avaliacdo do potencial de citoxicidade e fototoxicidade das substancias

ativas

O teste de fototoxicidade foi realizado em cultura de fibroblastos (3T3 NRU) por
determinacdo da viabilidade celular, por meio da determinacdo da captacdo do
corante vital vermelho neutro, conforme protocolo OECD n° 432 (2004). Apos a
avaliacdo da sensibilidade dos fibroblastos a radiacdo UVA, foram utilizadas 2
microplacas de 96 pocos para cada série de diferentes concentra¢des das substancias
ativas do presente estudo, uma para a determinacdo da citotoxicidade e a outra para

a determinacao da fototoxicidade. Para tal, apds a incubacao de uma suspenséo dos
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fibroblastos no meio de cultura, foram adicionadas em sextuplicata, 8 diferentes
concentracfes de cada substancia ativa. Apos periodo de incubacdo, uma das
microplacas foi submetida a radiagdo UVA por 31 minutos e outra foi mantida em uma
caixa escura (controle para a determinagao da citotoxicidade).

Apoés, o periodo de incubacéo foi adicionado uma solucdo do corante vital
vermelho neutro e apés a extracdo do corante das células, foi calculada a viabilidade
celular relativa. Para tal, foi realizada a leitura das solugbes resultantes das
microplacas, submetidas e ndo submetidas a radiacdo UVA, a 540 nm e os dados
analisados por meio do Software Phototox verséo 2.0 (obtido pelo ZEBET, Alemanha)
para o calculo do PIF (“photo irritation factor” - fator de fotoirritacéo) - e do MPE (“mean
photo effect” - fotoefeito médio), para previsédo do potencial fototdxico. Uma substancia
que apresenta PIF entre 2 e 5 ou MPE entre 0,1 e 0,15 pode ser classificada como
“provavelmente fototéxica” (KAWAKAMI; GASPAR, 2015).

3.7 Analise estatistica

3.7.1 Comparacdo multipla dos resultados

Os dados experimentais obtidos nos estudos foram submetidos a analise
estatistica com o auxilio dos softwares Prism 8 e Oringin 8.

De acordo com os resultados dos testes de normalidade, foram aplicados os
testes ANOVA com o pOs-teste de Tukey para os dados que aderiram a curva normal
e o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis com poés teste de Dunns, para os dados
gue nédo aderiram a curva néo.

Além disso, os resultados foram apresentados em forma de tabelas e figuras e

com discussao baseada nos dados da literatura.

3.7.2 Andlise dos componentes principais (PCA)

A analise por componentes principais (PCA) é um dos métodos estatisticos de
multiplas variaveis mais simples (AMIGO et al., 2008), sendo muito utilizada pela sua
capacidade de reconhecimento de padrdes e suas correlacdes. A PCA analisa inter-
relacdes de muitas variaveis e as explica em termos de suas dimensdes inerentes
(componentes). Com isso, 0 objetivo dessa técnica é condensar a informagéo contida

nessas variaveis originais em um conjunto menor de varidveis estatisticas
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(componentes) com minima perda de informacgéo (SABIN et al., 2004; QUINTELAS et
al., 2019).

Neste estudo, foi utilizado o aplicativo Chemoface® para avaliar a relacdo entre
0s parametros obtidos pela determinagdo do comportamento reoldgico e analise do
perfil de textura de todas as formulagdes em estudo.

Muitos aplicativos utilizam a técnica de decomposicao do valor singular (SDV)
para obtencdo das componentes principais, sendo, neste caso, a primeira
componente principal (CP1) definida na direcdo (eixo) de maior variancia do conjunto
de variaveis originais. As demais componentes, sdo decrescentes em termos de
variagdo, porém, elas serdo ortogonais a CP1l e entre si (AMIGO et al.,, 2008;
SHAHDOOSTI e GHASSEMIAN, 2016; QUINTELAS et al.,, 2019). Nesse caso, 0
sistema foi reduzido a 3 componentes principais, sendo elas CP1, CP2 e CP3. Elas
se assemelham ao sistema cartesiano de coordenadas, onde o0s trés eixos sao

linearmente independentes entre si.

3.8 Estudo in vitro e in vivo da permeacdao e penetracdo do derivado lipossoluvel

da vitamina C —tetraisopalmitato de ascorbila — TIPA

Avaliou-se a permeacdo das formulacdes desenvolvidas compostas pela
TIPA (C3, GC3, T3) (Figura 12) (CAAE: 00669818.7.0000.5403). O estudo in vitro foi
realizado por meio de células de difusdo de Franz modificadas utilizando pele de
orelha de porco nao escaldada e pele humana obtida por abdominoplastia (Figura 13).
E para o estudo in vivo realizou na pele de antebraco de participantes sadios avaliando

a permeacao no estrato cérneo por tape-stripping test (Figura 14).
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Figura 12. Fluxograma do estudo permeacao e penetracdo In vitro e In vivo do TIPA

nas formulacdes C3, CG3 e T3
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A pele de orelha de porco foi fornecida pelo abatedouro Fribordogue (Bariri,

SP) e a pele de abdomén obtida por abdominoplastia em parceria com o laboratorio

coordenado pela Prof* Maria José Vieira Fonseca.

Ambas as foram cuidadosamente dissecadas com auxilio de bisturi e tesoura

para a remoc¢do do tecido subcutdneo. As amostras de pele, livres do tecido

subcutaneo, foram armazenadas a — 80°C e utilizadas dentro do periodo de 60 dias.

No dia do experimento a pele foi descongelada, limpa para retirada eventual de tecido

adiposo, pelos cortados manualmente e posicionada nas células de Franz com a
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regido da derme voltada para a solucdo receptora e o estrato corneo voltado para o
compartimento superior com area de difuséo de 1,77 cm?.

A integridade da membrana foi determinada pelas medidas de resisténcia
elétrica por meio da membrana da pele de orelha e porco e medida da perda
transepidérmica de agua (TEWL) para pele humana. Em seguida, as formulacdes
objeto de estudo foram pesadas, e aplicadas sobre a pele.

O compartimento receptor (12mL) foi preenchido com solu¢cdo composta por
agua e etanol na proporcdo 50:50. Aplicou-se sobre elas 250 mg das formulacdes
contendo ou ndo a substancia ativa objeto de estudo — C1, C3, GC1, GC3, T1 e T3.
O experimento foi conduzindo em réplicas de acordo com a quantidade de pele
disponivel, sob agitacdo constante de 300 rpm por um periodo de 4 ou 8 horas a 32,0
+ 0,5°C. ApOs esse periodo a camada mais externa da epiderme, correspondente ao
estrato corneo, foi retirada utilizando 20 fitas adesivas do tipo durex, com éarea de
aproximadamente 3 cm?, em seguida as peles remanescentes (epiderme viavel +
derme) passaram por um processo de extracao para a quantificacao do ativo por meio
da cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a espectrometria de massas
(CLAE-EM/EM).

Figura 13. Amostra de pele humana obtida por abdominoplastia. A esquerda pele
composta por todas as camadas, ao centro processo de limpeza manual, e a direita

pele previamente limpa para armazenamento em freezer — 80°C.

Acervo pessoal
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3.8.2 Estudo in vivo de permeacéao - Tape-stripping test

O Tape-stripping test foi realizado em 13 participantes — 8 mulheres e 5 homens,
fototipos 1l e Il (Pathak e Fitzpatrick, 1993), com idade entre 20 a 30 anos e com
TEWL entre 10 a 15 g.m2.h'! para monitorar a integridade da fungdo barreira. E os
critérios de nao inclusdo: gravidas, fumantes, lactantes, individuos em uso de
medicamentos controlados ou passiveis de produzir resposta cutdanea anormal,
individuos com presenca ou histérico de doencas de pele, irritacdo e sensibilidade aos
componentes da formulacéao.

Os testes se iniciaram ap6s 20 minutos de aclimatagdo em ambiente com controle
de temperatura (20-22°C) e de umidade relativa do ar (45-55%) (Dal'Belo, et. al.,
2006). Apos aclimatacao foram aplicadas 250 mg das formula¢des C1, C3, GC1, GC3,
T1 e T3 (Figura 14).

Figura 14. Representacdao ilustrativa da aplicacao das formulacbes objeto do estudo

para o tape-stripping test

A\ Aplicag3o de 250mg
\_ce3 /

Acervo pessoal

Os patrticipantes permaneceram por 4 horas no ambiente controlado, e em seguida
nas regides de aplicacao foi realizado o tape-stripping test, no qual aplicou-se fita
adesiva (48 mm x 100 mm — DurexMR 3M) por 20 vezes para a retirada do estrato

corneo (Figura 15).
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A aplicacdo da fita € um procedimento minimamente invasivo para a retirada do
estrato corneo via aplicacdo e remocao sequencial de uma fita adesiva na superficie
da pele permitindo a coleta de camadas microscopicas - 0,2 - 1um do estrato corneo
(Figura 15) (LADEMANN et al., 2008; PAILLER-MATTEI et al., 2011).

Figura 15. Representacao do tape-stripping test

Filme adesivo
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— .‘(\ /-
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I

Camadas inferiores Epiderme

Adaptado: PAILLER-MATTEI et al., 2011

3.8.3 Extracdo das substancias ativas da epiderme viavel e derme

Para a avaliacdo da permeacdo da substancia ativa TIPA foi realizado o
seguinte procedimento de extracdo: 1. Adicdo de 2 mL de acetato de etila; 2.
Trituracdo da pele remanescente (epiderme viavel + derme); 3. Vértex durante 1
minuto e em seguida banho de ultrassom por 10 minutos; 4. Dilui¢do 1:10 em metanol
acidificado a 0,5% de acido férmico seguida de diluicdo 1:10 em &cido férmico a 0,5%,

filtracdo e injecdo no sistema CLAE-EM/EM.

3.8.4 Método analitico para a quantificacdo da TIPA

Equipamentos:

As analises foram realizadas em um cromatografo liquido de alta eficiéncia
acoplado a um espectrémetro de massas (CLAE-EM/EM). O sistema cromatografico
utilizado é formado por duas bombas LC10AD, um sistema controlador SLC 10A, um
forno de coluna CTO 10AS e um injetor automatico modelo SIL-20A, ambos equipados
pela Shimadzu (Japéo). O espectrobmetro de massas utilizado é um triplo quadrupolo

Quattro LC, Micromass (Reino Unido), enquanto a fonte de ionizagéo € o Electrospray
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(ESI). A aquisicdo e o processamento de dados foram realizados pelo software

Micromass Mass Lynx versao 4.1.

Configuracdo do sistema CLAE-EM/EM:

No sistema cromatogréafico foi utilizada uma coluna analitica LiChroCART®

125-4 (15 cm x 4,6 mm, 5 um). A fase mével foi composta pela fase A: 0,5% de acido
férmico em agua ultrapurificada e pela fase B: 0,5% de acido formico em metanol, em
modo de gradiente de concentracéo, e com vazéo de 0,40 mL min1. A temperatura do
forno da coluna foi mantida em 40 °C. No espectrometro de massas, a fonte de
ionizacdo foi operada em modo positivo (ESI+), com temperatura de 100 °C e a
temperatura do gas de solvatacdo em 350 °C. O nitrogénio foi utilizado como gés de
nebulizacdo e dessolvatagdo, com vazdes de 60 L hte 390 L h, respectivamente.
Como gas de coliséo, foi utilizado o argénio. Por meio do modo de monitoramento de
reacoes multiplas (MRM) dos ions das moléculas protonadas [M+H]* e seus
respectivos fragmentos, as transicdes monitoradas do tetraisopalmitato de ascorbila
(TIPA) foram 1130>636 para quantificagao e 1130>891 para confirmagao, a voltagem

do cone empregada foi de 32 V e a energia de colisédo foi de 20 eV (Tabela 2).

Tabela 2. Gradiente utilizado na metodologia de determinacdo de TIPA. Legenda:

Solucdo A: Ac. Férmico 0,5% e Solucao B: 0,5% de acido férmico em metanol.

Tempo (min) % Solucéao A % Solucao B
0,0 60 40
2,5 0 100
6,0 0 100
7,0 60 40

13,0 60 40
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Validagéo:

O método analitico foi validado seguindo as orientacdes da RDC 166 e Guia
para validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos da ANVISA.

Especificidade / Seletividade: A especificidade / seletividade do método foi
confirmada pela auséncia de pico interferente na pele amostra branco no tempo de
retencdo do tetraisopalmitato de ascorbila.

Linearidade: A linearidade foi avaliada atraveés do céalculo do coeficiente de
correlacdo (r) da curva trabalho em matriz com cinco pontos de concentragdo em
triplicata, no intervalo de 50; 100; 200; 400 e 800 ng mL™! que representa as seguintes
concentracfes de TIPA na amostra analisada 5,65; 11,30; 22,60; 45,20 e 90,40 ug de
TIPA / cm? de pele.

Preciséo: Os resultados da precisao intradia e interdia foram expressos através
do coeficiente de variacédo (CV, %) dos resultados obtidos com 3 réplicas, sendo cada
réplica injetada em triplicata, em 3 niveis de concentracdo (50, 100 e 150%, em
relagdo ao ponto intermediario da curva). Os niveis de concentragdo analisados
foram: 100; 200 e 400 ng mL* que representa as seguintes concentracdes de TIPA
na amostra analisada 11,30; 22,60 e 45,20 ug de TIPA / cm? de pele.

Exatidao: A exatiddo do método foi avaliada mediante o ensaio de recuperagao
utilizando-se racgbGes fortificadas com TIPA em 3 niveis de concentracao
correspondentes a 100; 200 e 400 ng mL™* que representa as seguintes concentracées
de TIPA na amostra analisada 11,30; 22,60 e 45,20 ug de TIPA / cm? de pele.

Eficiéncia de extracdo: A eficiéncia de extracdo foi avaliada através das
respostas encontradas entre solucdes de TIPA puro diluido em solvente e solucdes
de TIPA em matriz fortificada, visto que foi avaliado a inexisténcia de efeito matriz.
Os niveis de concentracdo analisados foram: 100; 200 e 400 ng mL™* que representa
as seguintes concentracdes de TIPA na amostra analisada 11,30; 22,60 e 45,20 ug
de TIPA / cm? de pele.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento das formulacdes

Foram desenvolvidas formulagcdes minimalistas, ou seja, formulacdes
compostas apenas com as matérias-primas essenciais para o preparo das mesmas
em suas diferentes formas farmacéuticas como o creme e o gel creme. A formulagao
emulsdo transdérmica utilizada no presente estudo foi de origem comercial, pois
formulac6es com aplicacdo transdérmica apresentam uma maior complexidade de
composicao.

Além disso, as matérias-primas utilizadas foram previamente escolhidas
considerando uma boa compatibilidade das mesmas com a pele e que nao fossem
comedogénicas ou irritantes para assim assegurar o desenvolvimento de formulacées
biocompativeis.

Neste contexto, utilizou-se preferencialmente matérias-primas de origem
natural, adequando-se ao atual direcionamento do desenvolvimento de produtos
cosmeéticos que buscam por formulacées minimalistas, naturais e menos agressivas
para a pele e meio ambiente.

As formulacdes compostas pelos veiculos creme e gel creme foram
desenvolvidas com a mesma composicdo de matérias-primas, variando apenas a
concentracdo de cada matéria-prima, com o propésito de restringir interferentes nas
medidas realizadas e para avaliar uma possivel correlacdo da permeacdo das
substancias ativas objeto de estudo com as propriedades reolégicas e de textura

delas.
4.2 Avaliacéo da estabilidade das formulagdes

4.2.1 Centrifugacao, pH e caracterizacdo organoléptica

Centrifugacdo: Todas as formulagdes desenvolvidas ndo apresentaram o

fenbmeno de coalescéncia, cremacédo ou floculacdo durante 24 horas, 7,17,21 e 28
dias apds o preparo, uma vez que ndo mostraram separacdo de fases no teste de
centrifugagao.

pH: Todas as formulacfes desenvolvidas apresentaram valores de pH entre 4,8
a 5,5 durante 24 horas, 7,17,21 e 28 dias apds o preparo, valores compativeis com o
pH da pele que é na faixa de 4,5 — 6,5 (PROKSCH, 2018).
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Caracterizacdo __organoléptica: As formulagcbes desenvolvidas nao
apresentaram alteracbes como cor, odor, ocorréncia de coalescéncia e
homogeneidade, durante 24 horas, 7, 14, 21 e 28 dias apés o preparo das mesmas.

De acordo com os resultados obtidos nos testes preliminares de estabilidade
as formulacdes desenvolvidas foram estaveis, pois ndo ocorreu separacao de fases

nao apresentaram variacées no pH.

4.3 Propriedades sensoriais

As formulacbes desenvolvidas apresentaram propriedades sensoriais
consideradas muito boas, pois, foram bem avaliadas nos parametros sensacao ao
toque, espalhabilidade e suavidade, fundamentais para aceitabilidade durante a
aplicacdo bom como apdés 5 minutos de aplicacdo das mesmas (CALIXTO; MAIA
CAMPQOS, 2017).

Dentre os parametros analisados observou-se uma maior preferéncia das
participantes nos parametros sensoriais: facil de espalhar, facilmente absorvida,
suavidade, sensacéo de pele macia e pele hidratada.

Algumas das formulacdes desenvolvidas apresentaram caracteristicas
pontuais que poderiam diminuir a aceitacdo das mesmas, porém quando avaliada a
intenc@o de compra obteve-se resultados favoraveis.

A formulagédo C1 apresentou segundo os participantes um sensorial oleoso
durante a aplicacdo e também, residuo oleoso apds cinco minutos da aplicacdo. Essa
caracteristica é resultante da composicdo da formulacdo, pois a mesma é uma
emulsdo 6leo em agua com uma concentracdo de componentes graxos elevada,
porém a adicdo das substancias ativas nessa formulacdo ndo aumentou esta
percepcao de oleosidade da formulacéao.

Ao comparar as formulacdes C1 e GC1 observa-se que a diminui¢do da carga
oleosa resulta na reducdo da percepcéo de oleosidade, em razédo de a formulacéo
GC1 apresentar um carbdmero em sua composicao e reducédo da concentracao de
componentes graxos (Figuras 16 e 17) (JAMSHIDIAN, et al., 2014; TERESCENCO,
et al., 2018).

Porém, ao avaliarmos os resultados referentes a percepcéo de oleosidade das
formulagcbes GC1, GC2 e GC3, observa-se que GC2 e GC3 apresentam melhores

resultados, especialmente a GC3 (Figura 18). Dessa maneira, a adicdo da substancia
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ativa TIPA ocasionou alteracdo na percepcao sensorial, ou seja, a adicdo da TIPA,
lipossoluvel, aumentou a sensacao de oleosidade e a percepcéo de residuo oleoso
para a formulacdo GC3, a qual apresenta uma maior concentragao de TIPA (GORE,
et al., 2018).

Em relacdo as formulacbes desenvolvidas com o veiculo transdérmico, as
formulacbes T3 e T6 apresentaram melhores resultados no parametro pegajosidade
quando comparado as outras formulagbes compostas pelo mesmo veiculo. Além
disso, os participantes relataram a presenca de residuo oleoso apés a aplicacdo da
formulacdo T3, o que é devido presenca das substancias ativas. A formulacdo T3
apresenta uma concentracéo elevada de TIPA, a qual apresenta carater lipofilico. A
formulacdo T6 foi acrescida de uma substancia ativa na forma de p6 altamente
higroscépico, o que alterou a percepcdo sensorial quando comparada as outras
formulac6es do mesmo veiculo (Figura 19).

Considerando as formulacdes desenvolvidas observa-se que a emulsdo
transdérmica apresentou resultados melhores em comparacéo as outras formulacdes
objeto de estudo, pois a adicdo das substancias ativas impactou menos nas
propriedades sensoriais. O melhor desempenho das propriedades sensoriais da
emulsado transdérmica esta intimamente relacionado com as propriedades de textura
e do comportamento reolégico. O que influencia na estabilidade e performance da
formulacdo durante sua aplicagdo. (CALIXTO; MAIA CAMPQOS, 2017; EUDIER, et al.
2019; FAUCHEUX, et al., 2020).



39

Figura 16. Propriedades sensoriais (a) Frequéncia dos resultados obtidos durante a
aplicacao das formulacdes C1, C2, C3, C4, C5 e C6, (b) a frequéncia dos resultados
apos cinco minutos da aplicacdo Legenda: Veiculo creme (C1), C1 com 3% de TIPA
(C2), C1 com 10% de TIPA (C3), C1 com 0,5% de HC (C4), C1 com 1% de HC (C5)
e C1 com 1% de HN (C6).
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Figura 17. Propriedades sensoriais (a) Frequéncia dos resultados obtidos durante a
aplicacao das formulacbes GC1, GC2, GC3, GC4, GC5 e GC6, (b) frequéncia dos
resultados referentes apdés cinco minutos da aplicagdo das mesmas.
Legenda:.Veiculo gel creme (GC1), GC1 com 3% de TIPA (GC2), GC1 com 10% de
TIPA (GC3), GC1 com 0,5% de HC (GC4), GC1 com 1% de HC (GC5) e GC1 com 1%
de HN (GC6);
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Figura 18. Propriedades sensoriais (a) frequéncia dos resultados obtidos durante a
aplicacado das formulacbes T1, T2, T3, T4, T5 e T6, e em (b) a frequéncia dos
resultados referentes apos cinco minutos da aplicacdo das mesmas. Legenda: Veiculo
transdérmico (T1), T1 contendo 3% de TIPA (T2), T1 contendo 10% de TIPA (T3), T1
contendo 0,5% de HC (T4), T1 contendo 1% de HC (T5) e T1 contendo 1% de HN
(T6).
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4.4 Determinacao do comportamento reoldgico e estabilidade das formulacdes

As formulacdes desenvolvidas apresentaram comportamento reoldgico do tipo
nao newtoniano pseudoplastico e tixotropico, ou seja, com 0 aumento da taxa de
cisalhamento a viscosidade minima aparente diminui. Além disso, todas as
formulag6es contendo a substancia ativa, quando comparadas com suas respectivas
bases — veiculos, apresentaram semelhanca no perfil reoldgico (Figura 19), mostrando
que a adicdo das substancias ativas nao influenciou de forma consideravel o
comportamento reolégico da formulacdo. A alteracdo na estrutura organizacional do
veiculo poderia resultar na instabilidade fisica da mesma levando a sua coalescéncia
imediata, ou a longo prazo (KIM et al., 2003; LEE, 2009; RISALITI et al., 2018).

E descrito na literatura que as propriedades de fluxo das formulacdes
farmacéuticas podem impactar na eficacia das mesmas, pois, contribui no tempo de
interacao entre a pele e formulagdo (SAMCZEWSKA et al., 2006; LEE et al., 2009).
De acordo com estudos relatados na literatura, o perfil reol6gico de uma formulacao,
especialmente as tixotropicas com uma elevada area de histerese, aumentam a
estabilidade fisica de substancias ativas, consequentemente, refletindo na eficacia das
mesmas (LEE et al., 2009, LUCERO et al., 2016).

Em relacéo a area de histerese, as formulagdes creme e emulsdo transdérmica
apresentaram os maiores valores (Figura 20), sinalizando novamente para um
possivel melhor desempenho das mesmas em relacdo a permeacado cutanea (LEE,
2009; RISALITI et al.,, 2018). No presente estudo avaliou-se o comportamento
reolégico das formulagbes desenvolvidas entre os periodos 24 horas, 7, 14, 21 e 28
dias e foi observado uma semelhanca nos parametros reoldgicos das mesmas nos
diferentes tempos avaliados, desta forma predizendo que as formulacdes
desenvolvidas sao estaveis (apéndice C) (GIANETI et al., 2012; RISALITI et al., 2018).

Nas formulacdes fotoprotetoras a area de histerese pode influenciar no FPS —
Fator de Protecéao Solar, em funcao da formagéao de um filme mais homogéneo sobre
toda area da pele de forma uniforme (HEWITT; DAHMS, 1996; HERZOG,;
OSTEWALDER, 2015; TAMPUCCI et al., 2018). Assim a protecao UV promovida por
uma formulagdo fotoprotetora depende também do seu perfil reoldgico, pois,
formulaces com altos valores de tixotropia em geral possuem valores mais baixos de
FPS e formulagbes com baixa area de histerese tendem a apresentar valores maiores

de FPS. Além disso, pode ocorrer uma menor penetragdo dos ingredientes ativos da
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formulacdo, aspecto esperado para os filtros solares, e um melhor rearranjo da
microestrutura da formulacdo de forma mais homogénea sobre a pele (HERZOG;
OSTEWALDER, 2015).

Além disso, as propriedades de fluxo das formulacdes, em destaque as
cosmeéticas, estdo intimamente relacionadas com as propriedades sensoriais das
mesmas, especialmente a influéncia da viscosidade e do indice de consisténcia
(CALIXTO; MAIA CAMPQOS, 2017).

Dessa forma, uma vez que a emulséo transdérmica (T1 a T6) e emulséo a base
de fosfato (C1 a C6) apresentaram maiores valores de tixotropia, e valores
semelhantes no indice de fluxo, consisténcia e viscosidade minima aparente em
relacdo aos seus respectivos veiculos, ha uma melhor organizagdo da microestrutura
da formulacdo, o que pode influenciar nas propriedades sensoriais e, também, na
permeacao, pois modulam a interacéo entre pele e formulacéo, a qual é resultante da
homogeneidade da formulacao sobre a pele.

As formulac¢des transdérmica e creme apresentaram menores variacées do
indice de fluxo e de consisténcia ap0s a adicao das substancias ativas nas diferentes
concentracbes quando comparadas as formulacdes gel creme (Figura 21). A
estabilidade frente as substancias ativas com diferentes caracteristicas fisico-
qguimicas pode auxiliar na permeacdo das mesmas, pois, favorece a interacéo pele e
formulacdo, o que influencia na permeacdo das substancias ativas e também na
estabilidade das mesmas.

As formulacdes transdérmica apresentaram os menores valores de indice de fluxo
e 0s maiores de consisténcia, demonstrando que as mesmas necessitam da aplicacédo
de uma for¢ca maior para a desestruturacado da microestrutura, a qual apresenta uma
maior coesividade (CALIXTO; MAIA CAMPOS, 2017). Essa diferenca entre as
formulacbes objeto de estudo é resultante da interacdo entre os componentes da
formulacdo, alterando a microestrutura e influenciado nas propriedades de fluxo
(Jamshidian, et al., 2014; Terescenco, et al., 2018). Dessa forma, uma vez que a
emulsao transdérmica mostrou menores variagcdes nos parametros com a adi¢cao das
substancias ativas, essa formulagédo apresenta estabilidade fisica, especialmente em
longo prazo, demonstrado que a microestrutura da formulagcédo se mantem semelhante

durante o tempo.
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Figura 19. Taxa de cisalhamento em funcdo da tensdo de cisalhamento das
formulacdes desenvolvidas na formulacéo creme (a), gel creme (b) e transdérmica (c)
24 horas ap0s o preparo e armazenadas a temperatura ambiente (valores plotados
correspondentes a média sendo n=3). Legenda: Veiculo creme (C1), C1 com 3% de
TIPA (C2), C1 com 10% de TIPA (C3), C1 com 0,5% de HC (C4), C1 com 1% de HC
(C5) e C1 com 1% de HN (C6). Veiculo gel creme (GC1), GC1 com 3% de TIPA (GC2),
GC1 com 10% de TIPA (GC3), GC1 com 0,5% de HC (GC4), GC1 com 1% de HC
(GC5) e GC1 com 1% de HN (GC6); Veiculo transdérmico (T1), T1 contendo 3% de
TIPA (T2), T1 contendo 10% de TIPA (T3), T1 contendo 0,5% de HC (T4), T1 contendo
1% de HC (T5) e T1 contendo 1% de HN (T6).
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Figura 20. Area de histerese das formulaces desenvolvidas. Ndo foi observado
diferenca significante entre elas. (Kruskal Wallis; P < 0,05); n=3. Legenda: Veiculo
creme (C1), C1 com 3% de TIPA (C2), C1 com 10% de TIPA (C3), C1 com 0,5% de
HC (C4), C1 com 1% de HC (C5) e C1 com 1% de HN (C6). Veiculo gel creme (GC1),
GC1 com 3% de TIPA (GC2), GC1 com 10% de TIPA (GC3), GC1 com 0,5% de HC
(GC4), GC1 com 1% de HC (GC5) e GC1 com 1% de HN (GC6); Veiculo transdérmico
(T1), T1 contendo 3% de TIPA (T2), T1 contendo 10% de TIPA (T3), T1 contendo
0,5% de HC (T4), T1 contendo 1% de HC (T5) e T1 contendo 1% de HN (T6).
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Figura 21. (a) indice de fluxo das formulagcbes em relacdo a concentracdo das
substancias ativas. Diferenca significante entre as formulagcfes creme e transdérmica.
(b) indice de consisténcia das formulacdes em relacdo a concentracdo das
substéancias ativas. Diferenca significante entre a formulacéo gel creme e formulacéo
(c) viscosidade minima aparente das formulagbes em relacdo a concentragdo de
substéancias ativas. Diferenca significante entre a formulacdo creme e a formulagéo
gel creme (Kruskal Wallis; P < 0,05) n=3.

Legenda: Veiculo creme (C1), C1 com 3% de TIPA (C2), C1 com 10% de TIPA (C3),
C1 com 0,5% de HC (C4), C1 com 1% de HC (C5) e C1 com 1% de HN (C6).Veiculo
gel creme (GC1), GC1 com 3% de TIPA (GC2), GC1 com 10% de TIPA (GC3), GC1
com 0,5% de HC (GC4), GC1 com 1% de HC (GC5) e GC1 com 1% de HN (GC6);
Veiculo transdérmico (T1), T1 contendo 3% de TIPA (T2), T1 contendo 10% de TIPA
(T3), T1 contendo 0,5% de HC (T4), T1 contendo 1% de HC (T5) e T1 contendo 1%
de HN (T6).
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b) Comportamento do indice de consisténcia
das formulacbes desenvolvidas
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4.5 Determinacdo do comportamento de textura

A andlise de textura é definida como uma combinacdo de caracteristicas
mecanicas, geomeétricas e superficiais de um produto percebido por meio de
receptores mecanicos. Trata-se de uma ferramenta Gtil para a analise de formulacdes
topicas, pois possibilita que o formulador entenda qual a contribuicdo de determinados
componentes na formulagdo quanto a suas propriedades fisicas para a escolha da
formulacdo com menores valores tanto de consisténcia quanto de trabalho de
cisalhamento, o que € desejavel para formulacdes cosmeéticas com sensorial
agradavel (BAYARRI et al., 2012; TAl et a.l, 2014, CALIXTO; MAIA CAMPQOS, 2018).

A analise de textura é relevante e adequada para a caracterizacdo mecéanica
de formulacbes semi-sélidas farmacéuticas, a fim de determinar interacdes entre
componentes de formulacdo, sendo um bom complemento para as informacdes
reolégicas (MARTO et al.,, 2016). Deste modo, as caracteristicas de rigidez
(parametros de firmeza e consisténcia) e adesividade (parametros de coesividade e
indice de viscosidade) podem ser comparadas entre si e com os dados obtidos da
analise sensorial (LUKIC et al., 2011; TAI et al., 2014; SHIRATA; MAIA CAMPOS,
2016).

E importante destacar que o sensorial esta intimamente relacionado com os
parametros fisico-mecéanicos. A coesividade, por exemplo, nos mostra o quao
estruturada uma formula esta. Quanto maiores seus valores, maior a viscosidade que
ela apresentara e, desta forma, mais dificil sera sua aplicacédo correta e agradavel do
produto cosmético, assim consequentemente durante a analise sensorial os valores
referentes a espalhabilidade serdo maiores (CALIXTO; MAIA CAMPQOS, 2017).

E descrito na literatura que os parametros de textura como indice de
viscosidade, consisténcia, coesividade e trabalho de cisalhamento apresentam uma
correlacdo linear proporcional, porém sao inversamente proporcionais quando
comparadas ao parametro de espalhabilidade obtido em analises sensoriais.

A formulacdo C3 mostrou diferencgas significantes (Kruskal Wallis; P < 0,05)
guando comparada com as formulagdes creme, no qual a C3 apresentou menores
valores em relagcdo a C1 nos parametros de firmeza, indice de viscosidade, e
especialmente a coesividade, este resultado pode ser consequente da adicdo da
substancia ativa TIPA, a qual aumenta a propor¢cdo graxa da formulagcdo C3

desestruturando a mesma em relacdo a C1, especialmente devido a disposicdo
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espacial e o volume eletrbnico da TIPA, assim, consequentemente alterando 0s

parametros citados anteriormente (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros avaliados nos testes de textura e espalhabilidade das
formulagBes creme apods 24 horas do preparo das formulagdes (n=3).

CREME )
Lo Indice de Trabalho de
Firmeza (g) Cons(:lssnma Coesividade (g) viscosidade cisalhamento
o (g.5) (g.5)
C1 185.3+0.9 699.9 + 3.9 1246+1.1 1031.1+5.1 101.2+1.4
Cc2 157.7 £ 0.3 623.6 £ 2.0 109.8+ 0.4 903.9+0.5 98.8+ 3.0
C3 147.8+1.7 591.4+5.4 100.2+2.5 823.0+4.2 105.4+1.4
C4 150.0+1.4 571.0+4.2 102.9+1.5 861.1+4.0 102.6 £ 3.7
C5 149.3+ 0.6 594.0 + 3.7 102.8+1.3 837.3+3.5 96.5+2.6
C6 160.8 £ 0.9 658.9+1.4 110.6 + 1.7 909.6 + 1.9 99.7+1.6

A formulacdo GC5, apresentou diferencas significantes (Kruskal Wallis; P <
0,05) quando comparada com as formulacdes gel creme, no qual a GC5 apresentou
menores valores em relacdo a GC1 nos parametros de firmeza, consisténcia,
coesividade e indice de viscosidade.

A substancia ativa HC apresenta-se na concentracdo maxima (1%) em CG5 e
por ser um extrato glicélico favoreceu uma possivel desestruturacdo da formulagéo
devido & complexidade de metabolitos secundarios presentes no extrato reduzindo,
consequentemente, os parametros de textura citados anteriormente. Porém, ao se
analisar a formulacdo CG4 que apresenta a substancia ativa em uma concentracao
intermediéaria (0,5%) a mesma ndo apresentou diferencas significantes, mostrando
gue o aumento da concentracédo da substancia ativa HC modifica as propriedades de
textura da formulacéo (Tabela 3).

Estas alterac6es promovidas pela adicdo de HC em uma maior concentracao
corroboram com os dados obtidos na andlise sensorial, pois nos parametros
espalhabilidade e sensacdo de absorcdo a formulagcdo CG5 apresentou menor
frequéncia quando comparada com as outras formulagdes gel creme (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros avaliados nos testes de textura e espalhabilidade das
formulag@es gel creme apds 24 horas do repara das formulacdes (n=3).

GEL CREME
indice de Trabalho de
Firmeza (g) Consisténcia (g.s) Coesividade (g) viscosidade (g.s) cisalhamento
i (9.s)

GC1 101.9+0.6 424.5 + 08 68.1 + 3.0 5415+1.1 98.4+44
GC2 99.5+0.3 4174 +1.1 66.5+2.2 531.4+2.2 101.8+1.1
GC3 93.2+1.1 381.9+1.8 60.4+2.1 478.3+2.1 106.1 +6.9
GC4 958+ 0.4 403.11+1.0 62.5+0.8 502.1 £ 0.8 101.1+1.0
GC5 80.9+0.6 349.4+1.0 51.1+1.3 383.6 £ 0.5 105.0+ 2.8
GC6 92.6 + 0.6 387.0+1.6 60.7+£1.2 4865+ 1.2 105.7 + 7.8

As formulacdes transdérmicas ndo apresentaram diferencas significativas
(Kruskal Walllis; P < 0,05) quando adicionadas de substancias ativas. Houve alteracao
significativa apenas quando comparado a formulacdo T2 com T6, as quais
apresentam as substancias ativas TIPA (3%) e HN (1%), respectivamente, nos
parametros de coesividade e indice de viscosidade. No entanto, a alteracdo conjunta
nesses dois parametros corroboraram com a alta correlagcdo de ambos como descrito
na literatura (CALIXTO; MAIA CAMPOS, 2017), uma vez que, apresentaram um
coeficiente de correlacdo préximo a 1 no ranking de Spearman’s e Pearson

Além disso, todas as formulacdes ndo apresentaram diferenca significativa no
parametro trabalho de cisalhamento. Esse parametro é inversamente proporcional ao
pardmetro espalhabilidade na analise sensorial e, como os valores de trabalho de
cisalhamento sédo proximos ao resultado da espalhabilidade na andlise sensorial, nas

formulacdes transdérmicas esses valores também foram préximos (Figura 22).

Tabela 5. Parametros avaliados nos testes de textura e espalhabilidade das
formulacdes do transdérmica ap0s 24 horas do repara das formulacdes (n=3).

TRANSDERMICA

indice de Trabalho de
Firmeza (g) Consisténcia (g.s) Coesividade (g) viscosidade (g.s) cisalhamento
' (9-s)

T1 171.2+2.8 564.0 + 3.9 108.2 + 6.6 816.6 + 4.9 95.1+3.4
T2 164.8 + 0.7 610.2 +4.4 1135+ 2.7 902.3+ 3.8 946+ 2.6
T3 162.4+1.0 607.3+1.9 1109+ 2.5 875.0+1.0 97.7+1.6
T4 150.7 + 3.1 575.2+5.2 103.3+4.0 829.6 + 3.2 87.7+6.6
5 150.2+1.1 553.5+4.2 105.1+1.8 786.6 +4.1 945+29
T6 127.0+0.9 532.7+1.2 87.0+1.38 698.0 £ 0.7 93.2+22
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Figura 22. (a) Parametro firmeza das formulacdes em relacdo a concentracdo das
substéancias ativas. Diferenca significante entre as formulacfes creme e transdérmica.
(b) Parametro consisténcia das formulagcdes em relacdo a concentracdo das
substancias ativas (c) Parametro coesividade das formulagcbes em relacdo a
concentracdo de substancias ativas. (d) indice de viscosidade das formulacfes em
relacdo a concentracdo de substancias ativas. (e) Trabalho de cisalhamento das
formulagcbes em relacdo a concentragédo de substancias ativas. Diferenca significante
entre a formulagéo creme e a formulacéo gel creme (Kruskal Wallis; P < 0,05) n=3. .
Legenda: Veiculo creme (C1), C1 com 3% de TIPA (C2), C1 com 10% de TIPA (C3),
C1 com 0,5% de HC (C4), C1 com 1% de HC (C5) e C1 com 1% de HN (C6).Veiculo
gel creme (GC1), GC1 com 3% de TIPA (GC2), GC1 com 10% de TIPA (GC3), GC1
com 0,5% de HC (GC4), GC1 com 1% de HC (GC5) e GC1 com 1% de HN (GC6);
Veiculo transdérmico (T1), T1 contendo 3% de TIPA (T2), T1 contendo 10% de TIPA
(T3), T1 contendo 0,5% de HC (T4), T1 contendo 1% de HC (T5) e T1 contendo 1%
de HN (T6).
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4.6 Analise PCA entre as propriedades de textura e reologia

Os resultados obtidos nos parametros de textura e reologia avaliados foram
submetidos a analise estatistica PCA para compilar os dados em componentes
principais, assim identificando quais fatores mais influenciam e se inter-relacionam
em relacdo as propriedades te textura e reologia das formulagdes objeto de estudo.

A partir dos resultados obtidos observou-se que as 3 primeiras componentes
principais representam mais de 95% da variabilidade das amostras, na qual PC1
representa 68,43%, PC2 20,72% e PC3 7,68% (Figuras 23 e 25).

A partir do loading plot podemos observar que PC1 e PC2 representam mais
de 50% da variabilidade dos dados — aproximadamente 89%, desta forma, possuem
alta influencia e intercorrelacdo nos resultados obtidos. Pode-se verificar que o0s
parametros de textura coesividade, firmeza, consisténcia e indice de viscosidade séo
fortemente influenciaveis e se inter-relacionam com o0s parametros tixotropia e
viscosidade minima aparente obtidos a partir da analise de reologia. Ou seja, dada a
disposicéo destes elementos no plano cartesiano do loading plot quando ocorre uma
alteracdo em alguns destes parametros todo o conjunto também sofrera alguma
alteracao, devido a sua correlagéo positiva.

A andlise PCA também nos permite avaliar a semelhanca das amostras, desta
forma, de acordo com o score plot (Figura 24) de PC1 e PC2, observa-se como as
alteracdes nas formula¢des influenciam nas propriedades de textura e reologia das
formulacbes veiculos, porém em um aspecto geral cada tipo de formulacdo se
mantém agrupada, desta forma demonstrando que as formulac6es apresentam
alteracOes pontuais de acordo com a substéancia ativa presente conforme discutido
no item 4.5.

Em relacdo a PC1 e PC3, a relacdo de ambas representa aproximadamente
76 % da variabilidade dos dados, desta relacdo podemos destacar a inter-relacao
entre os paradmetros de textura coesividade, consisténcia, firmeza e indice de
viscosidade, pois estes aparecem agrupados corroborando com os dados obtidos na
analise de PC1 e PCA (Figura 26).
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Figura 23. Loading plot da PC1 X PC2 das amostras de C1, C2, C3, C4, C5, C6, GC1,
GC2, GC3, GC4, GC5, GC6, T1, T2, T3, T4, T5 e T6 em relacdo aos parametros de

textura e

reologia.

Legenda: Veiculo creme (C1), C1 com 3% de TIPA (C2), C1 com 10% de TIPA
(C3), C1 com 0,5% de HC (C4), C1 com 1% de HC (C5) e C1 com 1% de HN
(C6).Veiculo gel creme (GC1), GC1 com 3% de TIPA (GC2), GC1 com 10% de TIPA
(GC3), GC1 com 0,5% de HC (GC4), GC1 com 1% de HC (GC5) e GC1 com 1% de
HN (GC6); emulsdo transdérmica (T1), T1 contendo 3% de TIPA (T2), T1 contendo
10% de TIPA (T3), T1 contendo 0,5% de HC (T4), T1 contendo 1% de HC (T5) e T1
contendo 1% de HN (T6).
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Figura 24. Score plot PC1 X PC2 das amostras das amostras de C1, C2, C3, C4, C5,
C6, GC1, GC2, GC3, GC4, GC5,GC6, T1, T2, T3, T4, T5 e T6.
Legenda: Veiculo creme (C1), C1 com 3% de TIPA (C2), C1 com 10% de TIPA
(C3), C1 com 0,5% de HC (C4), C1 com 1% de HC (C5) e C1 com 1% de HN
(C6).Veiculo gel creme (GC1), GC1 com 3% de TIPA (GC2), GC1 com 10% de TIPA
(GC3), GC1 com 0,5% de HC (GC4), GC1 com 1% de HC (GC5) e GC1 com 1% de
HN (GC6); emulsao transdérmica (T1), T1 contendo 3% de TIPA (T2), T1 contendo
10% de TIPA (T3), T1 contendo 0,5% de HC (T4), T1 contendo 1% de HC (T5) e T1
contendo 1% de HN (T6).
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Figura 25. Loading plot da PC1 X PC3 das amostras de C1, C2, C3, C4, C5, C6, GC1,
GC2, GC3, GC4, GC5, GC6, T1, T2, T3, T4, T5 e T6 em relacdo aos parametros de
textura e reologia.
Legenda: Veiculo creme (C1), C1 com 3% de TIPA (C2), C1 com 10% de TIPA
(C3), C1 com 0,5% de HC (C4), C1 com 1% de HC (C5) e C1 com 1% de HN
(C6).Veiculo gel creme (GC1), GC1 com 3% de TIPA (GC2), GC1 com 10% de TIPA
(GC3), GC1 com 0,5% de HC (GC4), GC1 com 1% de HC (GC5) e GC1 com 1% de
HN (GC6); emulsao transdérmica (T1), T1 contendo 3% de TIPA (T2), T1 contendo
10% de TIPA (T3), T1 contendo 0,5% de HC (T4), T1 contendo 1% de HC (T5) e T1
contendo 1% de HN (T6).
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Figura 26. Score plot PC1 X PC3 das amostras das amostras de C1, C2, C3, C4, C5,
C6, GC1, GC2, GC3, GC4, GC5,GC6, T1, T2, T3, T4, T5 e T6.
Legenda: Veiculo creme (C1), C1 com 3% de TIPA (C2), C1 com 10% de TIPA
(C3), C1 com 0,5% de HC (C4), C1 com 1% de HC (C5) e C1 com 1% de HN
(C6).Veiculo gel creme (GC1), GC1 com 3% de TIPA (GC2), GC1 com 10% de TIPA
(GC3), GC1 com 0,5% de HC (GC4), GC1 com 1% de HC (GC5) e GC1 com 1% de
HN (GC6); emulsao transdérmica (T1), T1 contendo 3% de TIPA (T2), T1 contendo
10% de TIPA (T3), T1 contendo 0,5% de HC (T4), T1 contendo 1% de HC (T5) e T1
contendo 1% de HN (T6).
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4.7 Avaliacdo do potencial de citoxicidade e fototoxicidade das substancias

ativas

Foram determinados o potencial de citotoxicidade e fototoxicidade das
substancias ativas HC, HN e TIPA. A substancia ativa HC n&do apresentou potencial
de fototoxicidade, obtendo-se um valor de MPE (fotoefeito médio) equivalente a 0,007.
O valor de MPE ¢é obtido a partir da comparacdo das curvas de dose-resposta
referentes a faixa de concentracdo da substancia analisada quando UV irradiadas e
ndo irradiadas. N&o foi possivel determinar o IC50, e consequentemente o potencial
de citotoxicidade, da substancia ativa HC nas concentracfes avaliadas, pois na faixa
de 10 — 100 mg/L da substancia ativa ndo foi observado diminuicdo da viabilidade
celular (Figura 28), ou seja, na concentragao avaliada HC néo apresenta potencial de
citotoxicidade.

Em relacéo a HN obteve-se um MPE equivalente a -0,013. Assim, HN também
nao apresentou potencial de fototoxicidade, e também para HN, ndo foi possivel
determina o IC50 dela, dessa forma n&o apresentando potencial de citotoxicidade na
faixa e concentragdo avaliada (Figura 29).

Por fim, em relacdo a TIPA obteve-se um MPE equivalente a -0,008. Assim, a
TIPA ndo apresentou potencial de fototoxicidade, e também, ndo foi possivel
determina o IC50 dela, dessa forma néo apresentando potencial de citotoxicidade na
faixa e concentracao avaliada (Figura 30).

Neste tipo de experimento valores entre 0,1 e 0,15 para MPE indicam um
potencial de fototoxicidade da substancia avaliada. Como controle positivo utilizou-se
a substancia norfloxacina - NOR que apresentou um MPE de 0,390 ( Figura 27)
(KAWAKAMI, GASPAR; 2015).

Os resultados obtidos mostraram que as substancias ativas objeto de estudo
nao apresentam potencial de citotoxicidade ou fototoxicidade, o que é fundamental
para a aplicacao segura dessas substancias, as quais precisam permear na epiderme

viavel para atuar sobre os melandcitos.
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Figura 27. Curva dose-resposta do controle NOR quando exposta — pontos amarelos

e ndo exposta — pontos azuis a radiacdo UV
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Figura 28. Curva dose-resposta da substancia ativa HC quando exposta — pontos

amarelos e ndo exposta — pontos azuis a radiagdo UV
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Figura 29. Curva dose-resposta da substancia ativa HN quando exposta — pontos

amarelos e ndo exposta — pontos azuis a radiacao UV.
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Figura 30. Curva dose-resposta da substancia ativa TIPA quando exposta — pontos

amarelos e ndo exposta — pontos azuis a radiagao UV.
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4.8 Validacao metodologia analitica

O método de espectrometria de massas aplicado na metodologia analitica é inédito

para a quantificacdo do derivado lipossoluvel de vitamina C.

A metodologia aplicada foi seletiva para a quantificacdo de TIPA na matriz biolégica
pele de orelha e porco e pele humana. Além disso, a faixa de concentracdo avaliada
apresentou correlagdo linear, exata e precisa. Assim, o método analitico foi validado
e, desta forma, garantindo uma maior confianca dos resultados obtidos no estudo de
permeacao.

Os resultados da validagcao do método analitico estdo apresentados nas Figuras 31 a

34 e nas Tabelas 6 a 9.

4.8.1 Seletividade

A especificidade / seletividade do método foi confirmada pela auséncia de pico

interferente nas diferentes matrizes no tempo de retencéo da TIPA.

Figura 31. Cromatogramas representando a seletividade do método analitico
desenvolvido para a identificagdo do analito tetraisopalmitato de ascorbila. O
cromatograma superior sinaliza a analise da amostra sem a presenc¢a do analito e o
seguinte o analito presente na matriz. Tempo de retencéo do analito 7,94 minutos.
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Figura 32. Espectro de massas do analito tetraisopalmitato de ascorbila,
representando M/Z 1130 > 891 e 636, para as moléculas filho de identificacdo e

guantificacdo, respectivamente.
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4.8.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada através do calculo do coeficiente de correlacao (r) da curva
na matriz construida com 5 pontos de concentracéo, no intervalo de 50; 100; 200; 400
e 800 ng mL? que representa as seguintes concentracdes de TIPA na amostra
analisada 5,65; 11,30; 22,60; 45,20 e 90,40 pug de TIPA / cm? de pele. O valor obtido
foide r = 0,99 e r2 = 0,99, o qual atende ao critério minimo aceitavel recomendado
pela ANVISA (r = 0,99). O teste estatistico F (Fisher-Snedecor) foi utilizado para
verificagdo do comportamento homocedastico dos dados observando-se um F

calculado menor que o F critico (tabelado).
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Figura 33. Curva analitica plotado para avaliacdo da linearidade, sendo Y = resposta

e X = concentragcao

Curva Analitica 1 v=73,045x+322,370

R? = 0,9991
80000
60000
®
(%]
S 40000
(%]
Q
[a's
20000
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Concentracdo (ng mL1)
Curva Analitica 2 y =71,492x- 12,419
R2 = 0,9997
80000
60000
®
wv
S 40000
(%]
&
20000
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Concentracdo (ng mL1)
Curva Analitica 3 y=72/682x - 797,884
R2=0,9993
80000
60000
(%]
S 40000
wv
(]
& 20000
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Concentracdo (ng mL?)



66

Figura 34. Graficos de distribuicdo de residuos.
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4.8.3 Precisao

Os resultados da preciséo intradia e interdias foram expressos através do coeficiente
de variacdo (CV, %) dos resultados obtidos com 3 réplicas em 3 niveis de
concentracdo (50, 100 e 150%) para a precisédo intradia e do coeficiente de variacao
(CV %) dos resultados obtidos com 3 réplicas em 3 niveis de concentracédo (50, 100 e
150%) realizados em 3 dias consecutivos para a precisao interdia. O guia de validagao
de métodos bioanaliticos recomenda que em condi¢des de precisdo intradia e interdia

do coeficiente de variacdo (%CV) nao exceda 5%.

Tabela 06. Resultados de precisao intradia da TIPA

Concentracao média (ng

Analito CV (%
mL-1) tedrica 0)

100 2,76

TIPA 200 3,92

400 1,16
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Tabela 07. Resultados de precisao interdia da TIPA.

Concentragdo media (ng

Analito n CV (%)
mL1) tedrica
100 3,61
TIPA 200 4,83
400 4,05

4.8.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada mediante o ensaio de recuperacao utilizando-
se matriz com TIPA em 3 niveis de concentracdo correspondentes a 50, 100 e 150 %
do valor esperado, o que correspondeu a concentracdes de 100; 200 e 400 ng mL
que representa as seguintes concentracdes de TIPA na amostra analisada 11,30;
22,60 e 45,20 ug de TIPA / cm? de pele. De acordo com o guia de métodos
bioanalitico, esses valores estdo dentro da faixa de aceitacédo preconizada para este
teste (95%-105%).

Tabela 08. Resultados do teste de exatidao para quantificacao de TIPA

Concentracao .
, _ Fator de Recuperacéao
Analito média (ng mL™1) %) CV (%)
0
tedrica
100 97,33 3,30
TIPA 200 96,49 4,12
400 104,10 3,62

4.8.5 Eficiéncia do processo de extragao

Comparando amostras de analito puro diluido em solugéo diluente e analito em
amostra de matriz fortificada, em trés niveis de concentracéo, a eficiéncia de extracao
meédia para a TIPA é de 99,59%.
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Tabela 09. Resultados obtidos na eficiéncia de extracéo.

Concentracao
Analito média (ng mL™1) Eficiéncia de Extracao (%) Média (%)
tedrica
100 97,81
TIPA 200 101,32 99,59
400 99,65

4.9 Estudo de permeacao e penetragdo de TIPA

4.9.1 Estudo In vitro — Modelo pele de orelha de porco

Avaliou-se a permeacdo da substancia ativa TIPA presente nas seguintes
formulacdes C3, GC3 e T3, todas apresentando 10% de TIPA na formulacéo (Tabelas
10 e 11).

Tabela 10. Quantificacdo da TIPA na epiderme viavel + derme resultante da aplicacéo
das formulagbes C3, GC3 e T3. (n=5)

Formulacdo []ug/cm? CV (%)
T3 28,9 9,3
C3 12,1 0,6
GC3 12,7 7,8

Tabela 11. Quantificacdo da TIPA no estrato cérneo — tape-stripping resultante da
aplicacao das formulacées C3, GC3 e T3. (n=5)

Formulacdo []ug/cm? CV (%)
T3 18,3 7,1
C3 11,4 2,3
GC3 10,7 3,8

A formulacdo T3 apresentou uma maior concentracdo de TIPA no estrato
corneo e epiderme viavel + derme quando comparada com as formulacdes C3 e GC3.

A composicao da formulagéo T3 facilitou a permeacédo da TIPA, esta maior penetragédo
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pode ser consequente da combinacao sinérgica das matérias-primas que compdem
ela, especialmente o agente emulsificante presente na mesma.

Agentes emulsificantes apresentam em sua composi¢ao tensoativos, as quais
sao substancias que possuem a capacidade de diminuir a energia termodinamica do
sistema coloidal e influenciam na penetracdo e permeacdo de substancias pois,
aumentam a fluidez das bicamadas lipidicas do estrato cérneo, a interacdo com
proteinas intercelulares, promovem a ruptura ou extracao de lipidios intercelulares,
aumento da atividade termodinamica da droga e aumento na hidratagdo do estrato
corneo (LANE, 2013; ALKILANI, et al., 2015).

Em T3 observa-se a presenca do agente emulsificante Emulsifying Wax NF
sendo este composto pelo tensoativo néo idnico Polysorbate 60 e pelo agente de
consisténcia/coemulsificante Cetearyl Alcohol, entretanto nas formulagdes C3 e GC3
sdo compostas pelos tensoativos Dicetyl Phosphate e Ceteth-10 Phosphate ambos
aniénicos, e a mesma também apresenta o Cetearyl Alcohol. Na literatura € descrito
que tensoativos anionicos provocam danos na funcdo barreira da pele e,
consequentemente, favorecem a permeacao de substancias ativas, ja os ndo idnicos
possuem a capacidade de desestruturar o manto lipidico de uma forma menos
agressiva quando comparados aos tensoativos idnicos (LANE, 2013; ALKILANI, et al.,
2015).

Assim nas presentes condi¢des de estudo utilizando o modelo de pele de orelha
de porco o tensoativo ndo ibnico em sinergia aos outros componentes da formulagao
T3 promoveu de forma mais eficiente a permeacdo da substancia ativa TIPA quando

comparada as outras formulacdes.

4.9.2 Estudo In vitro e In vivo — Modelo pele humana

Ao se avaliar a permeacao e penetracao da substancia ativa TIPA presente nas
formulagcbes C3, GC3 e T3 utilizando o modelo de pele humana in vivo e in vitro,
observa-se resultados que corroboram com o modelo de orelha de porco, porém com
algumas observacoes.

A formulacdo GC3 apresentou resultado semelhante na retencédo da TIPA no

estrato cérneo no modelo de pele de orelha de porco e humana, desta forma,
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demonstrado que a reducao da concentracao do sistema emulsionante e a presenca
do polimero de acrilato impactaram na permeacao da TIPA quando comparada a C3
e T3.

Este menor desempenho pode ser resultante da ineficiéncia da formulacdo em
desestabilizar o estrato cérneo e, além disso, associado as propriedades de textura e
reologia desta formulacdo, pois parametros como a espalhabilidade, indice de
viscosidade e coesividade influenciam na distribuicdo e deposicdo uniforme da
formulacéo sobre a pele, assim influenciando na permeacédo da TIPA pela alteragéo
da interacao entre a pele e formulacéo (LANE, 2013; ALKILANI, et al., 2015; EUDIER,
et al. 2019; FAUCHEUX, et al., 2020).

Figura 35. Quantificacdo da TIPA no estrato corneo — tape-stripping resultante da

aplicacdo das formulagdes C3 e T3. (n24)
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Figura 36. Quantificacao da TIPA na epiderme viavel + derme resultante da aplicacao

das formulagdes C3 e T3. (n24)
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Figura 37. Quantificacdo da TIPA no estrato cérneo — in vivo tape-stripping resultante
da aplicacao das formulagcbes C3, GC3 e T3. (n=13). ** Significante em relacdo a GC3
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A formulacdo C3 no modelo de pele humana apresentou maior permeacao nos
testes in vivo e in vitro quando comparado com o modelo de orelha de porco. A pele
de orelha de porco estruturalmente é semelhante a pele humana, sendo amplamente
utilizada como de modelo de permeacao e retencdo (KHIAO, et al., 2019). Porém em
relacdo a composicdo a pele humana apresenta diferencas que influenciam na
penetracdo de substancias ativas. Diversos estudos demonstram que
qualitativamente o estudo de permeacdo em ambas sdo iguais, porém
guantitativamente os resultados s&do diferentes (CHOE, et al, 2015;
RANAMUKHAARACHCHI, et al., 2016). Além disso, estudos com pele humana
mimetizam melhor as reais condicbes de aplicacdo de formulacbes topicas,
especialmente, dermocosmeéticas e contribuem para a reducdo do uso de animais.

Andega e colaboradores (2001) demonstraram que substancias alcodlicas com
cadeia alifaticas longas apresentaram maior permeacdo em pele humana quando
comparada a pele de orelha de porco. Desta forma, a presenca de longas cadeias
alifaticas na TIPA (isopalmitato) podem influenciar na maior permeacéo no modelo de
pele humana comparado ao modelo de pele de orelha de porco.

Em relacdo a formulacdo T3, observa-se que em ambos 0s modelos o0s
resultados mostraram que a emulsdo transdérmica apresentou um melhor
desempenho como veiculo para a permeacéo da TIPA, tanto no estrato corneo como
na epiderme viavel e derme, o que pode ser resultante do sistema emulsionante
composto pelo tensoativo ndo ibnico Polysorbate 60 e pelo agente de
consisténcia/coemulsificante Cetearyl Alcohol. Além disso, as propriedades de textura
e reoldgicas influenciam na homogeneidade da formulacdo sobre a pele
(RODRIGUES, et al.,, 2016; TAKAHASHI, et al.,, 2018; EUDIER, et al. 2019;
FAUCHEUX, et al., 2020).

As formula¢des T3 e C3 apresentaram um bom desempenho na permeacao da
TIPA comparadas com GC3 e com T3, mostrando uma performance levemente
superior a C3, o que pode ser devido as propriedades de textura e reologicas
semelhantes, pois, esses parametros influenciam na interacdo entre pele e
formulag&o. Essa interagdo é resultante da homogeneidade da formulacdo sobre a
pele, uma vez que, parametros como espalhabilidade, tixotropia e indice de
viscosidade modulam a distribuicdo e deposi¢cdo da formulacdo no microrrelevo da
pele (EUDIER, et al. 2019; FAUCHEUX, et al., 2020).
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5. CONCLUSAO
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5. CONCLUSOES

De acordo com as condigfes experimentais desse estudo foi possivel concluir que:

As substancias ativas objeto de estudo ndo apresentam potencial de citotoxicidade e
fototoxicidade, sendo consideradas seguras.

As formulagBes desenvolvidas foram estaveis e apresentaram comportamento

reologico ndo newtoniano do tipo pseudoplastico.

As formulacdes com maior carga oleosa — emulsdo transdérmica e creme,
apresentaram resultados de perfil de textura e propriedades sensorias semelhantes,

porém a emulséo transdérmica obteve melhores resultados nos parametros avaliados.

O método analitico proposto apresentou conformidade para a quantificacdo do

derivado lipossoluvel de vitamina C.

O modelo de pele humana apresentou resultados de permeacao no estrato cérneo e
epiderme viavel + derme, os quais mimetizam melhor as reais condi¢des de aplicacao

das formulac6es dermocosméticas contendo o derivado lipossolavel de vitamina C.

A emulsao transdérmica apresentou os melhores resultados no estudo de permeacéo
tanto no modelo de pele de orelha de porco e pele humana in vivo e in vitro sendo,
portanto, sugerida como uma nova abordagem no tratamento de hipercromias

cutaneas.
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- ENTERDBACTERIAS (0] Man mals que 1000 LIFCY Manor que 10 UFCY
iafaréncias:
) Confome Matodologla Propa do Fabelcante;
Jbasrvagdes
- AnAlses de 3Coro COm O certificado oe analse oo fabrcams.
AE demals anallses foram realizadas no Laboraiano oe Conirole da Qualkdade Galena.
05 resultados presentes nests Cenficado de Anallse fem seus valones restitos 3 este loke.
zondiges de Armazenamento: Ammazenar em femp. amo. controlada, emb. fechada, profegida da luz & umidads
figroscoplco: (X)Sm | (Mo Fodoessnabiel: [ ) SIm [ X )Mo
Zonclusao: (X ) Aprovado { ) Reprovado Data de emissao do Certif: 23/08/2020

U5 - Unkdadd da Qualidade Gakena

find | el Feai ] Feponchvel pela Unidade da Cjealidsdy

i

T I T Faiguorn s San-ligs

- Licia £ Scargh’ Ragina Caila Santers
Farmacd uika resparearssl Farmacuticd Oo-e0s DoTtides
CRF)SP 16. 14K CFF 5P 2E136
tazdo Soclal: Galena Quimica e Fammaceutica Lida CMIP.J; 57442 774/0001-50
Indarego: Fua Pedm Stancato, 660, Camginas, SP, Grasll - CEP: 13.082-030
one; +55 19 3746770 sAC: 0500771 4270 E-Mall; sacifgalena cumior

Hid: o WAW. Jalena.comor




€ alera

VERSAPRO CREAM BASE® (MEDISCA) - 0,500 KG
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Certificado de Analise

Mr.Cirl.: D001 003201502 G03 1355000

Pagina: 01

Jata de Fabricagdo: 18/04/2012
Jata de Validade: 21/03/2021
-ote Galena (CIQ): 2003028801
AS: -

“ormula Molecular: -

Lote de Fabricagdo: 158887
Pais de Origem: CAMADA
OrdemiData de Fracionamento: 03021001001/ 25082020

DCE: -

Peso Molecular: -

dome Guimico: -
nfermagoes Complementares: -

ENSAI0S ESPECIFICAGOES RESULTADOS
LABORATORIO FISICO-GUIMICO

-pH (0} 495 3530 4,38

- ASPECTO (0) Creme viscosn lIs Creme wWscoso liso
-COR {0 Branco bellnantz Branco brilmante

- ODOR (D) Inodang Ingdan

- GRAVIDADE ESPECIFICA (T) 0,86 a 1,10 0,37 gimL

LASORATORIO MICROBIOLOGICO

- CONTAGEM DE AEROBICOS
TOTAIS (O]

Mao mals que 10 UFCig

Menor que 10 UFCig

- BOLORES E LEVEDURAS ()

Mao mals que 10 UFCig

nanor que 10 UFCHg

-E.COL {0) Ausenia Ausanta
- P. AERUGINCSA, (0] Ausenia Ausanta
- 5. AUREUS [0) Ausenia Auganta
- SALMDNELLA SP (0] Ausenia Auganta

iatardnclas:
) Conforme Metodologla Propa do Fabrcanie;

Jbesrvagiss

Ag andlises foram reallzadas no Laborabinie de Confrole da Qualidate Galena.
5 resultados presenies neste CaMiicado de Anallse tam seus walones nesTiios 3 este ok,

Iondigles de ArMAazenamento. Ammazenar em temp. amd. cominiada, emb. fechiada, profeghta dauz & umisage

figroscoplco: | §Sm (K] Mao

Fofosasnaivel: | | Sim

[ %) N

sonclusao: i X ) Aprovado

tardo Soclal:  Galena Gulmica e Famaceutica Lida

{ ) Reprovado

Data de emissac do Certif: 25/08/2020

CMP.J: 57442 7T74/0001-50

3 Fua Pedm Stancato, 60, Campinas, 5P, Bracll - CEP: 12.082-050

|

+55 18 3746-T70
Hil-n wWaW.galena.com.or

SAC: 0500 771 4270

E-Mall; S3Cil5aana comuor
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alema Certificado de Anélise

MNr.Cin.: D001 D030 1502 GO3 1355000

VERSAPRO CREAM BASE® (MEDISCA) - 0,500 KG
Paginar 02

UGG - Unidade da Gualidade Gaksna

Eeportdae] pel o Fad onamaslo Feponcivel peis Unidade da CjeaBiads
i L .-f.;u--u:"'-u, WFierrs Samedugd-
& Ldcia :.lhru'pr"" “Haging Caila Sanleng
Farmacd i restarsasal Farmaobuti ca oo-ens paitesl
CRF/SP 16, 14K CRF/SP 2E.136

Razfo Soclal: Galena Quimica e Famaceutica Lida CMIP.J: 57.442 774/0001-50 :" -5
Endaregio: Fua Pedm S@ncato, B0, Campinas, 5P, Brasll - CEP: 12.082-050
Fone: +35 18 3746-T70 sac: 0800771 4270 E-Mall: sacigalana com.or

Slta: Waw.galena.comor




APENDICE B. Composicao (%) das formulacdes
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INCI Name NomE c1 c2 c3 c4 c5 c6 ©C GC geg € G6C CGC 1 1 13 T4 15 T6
comercial 1 2 4 5 6
ButylhydroxyToluene ~ BHT 001 001 001 001 001 o001 %0 %% o1 00 00 00 . - - . . .
Disodium
Ethylenediaminetetraacet EDTA 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0.0 00 0,05 00 00 00 - - - - - -
. . 5 5 5 5 5
ic Acid
Parfum Naticide® 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 063 063 0,30 0(’)3 0(’)3 0(’)3 - - - - - -
Carbopol®
Carbomer Ultrez 10 - - - - - - 0(’)8 0(’)8 0,80 0(’)8 0(’)8 0(’)8 - - - - - -
Polymer
Propylene Glycol (F)’lr"p"enog"c 2,00 2,00 2,00 2,00 200 200 260 260 2,00 260 260 260 2,00 200 200 200 200 200
Neossance®
C13-15 Alkane Hemisqualan 500 500 500 500 500 5,00 5(')0 5(')0 5,00 560 560 560 - - - - - ;
e
. Glicerina 50 50 50 50 5,0
Glycerin Vegetal 500 5,00 500 5,00 5,00 5,00 0 0 5,00 0 0 0 - - - - - -
Cetearyl Alcohol, Dicetyl
Crodafos 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 5,0 5,0 50 50 5,0
Phosphate e Ceteth-10 CES 0 0 0 0 0 0 0 0 5,00 0 0 0 - - - - - -
Phosphate
Aloe Barbadensis Leaf
Juice,
Cyclopentasiloxane,
Disodium EDTA,
Emulsifying Wax NF, qsp gsp gsp qsp qsp gsp
™ - - - - - - - - - - - -
Ethylhexyl Stearate, VersaPro 100 100 100 100 100 100

Methychloroisothiazolino
ne,
Methylisothiazolinone,
Sorbitol, Tocopheryl
Acetate.



Aqua

Tetraisopalmitato de
ascorbila

Olea Europaea Fruit
Extract — extrato seco
padronizado em 3% de
hidroxitirosol

Olea Europaea Fruit
Extract - extrato
hidroglicélico
padronizado em 20% de
hidroxitirosol

A asp
Agua 100
NIKKOL VC-

IP®

OLI-OLA™ -

HydrOlive* -

asp
100

3,00

asp
100

10,0
0

asp  gsp
100 100
0,50 1,00

asp
100

gsp gsp gsp Qsp Qqsp Qsp
100 100 100 100 100 100

3,0 10,0
0 0

3,00

10,00

0,50

1,00

93

1,00




APENDICE C. Ficha de avaliacdo sensorial

Nome:
Sexo:

AVALIAGAO SENSORIAL

Data:
Idade:

94

FORMULACAO ( C1 )

FORMULACAO ( C2 )

FORMULACAO ( C3 )

Apo6s a aplicagao:

Apo6s a aplicagao:

Apo6s a aplicagao:

() Oleosa/gordurosa ( ) Oleosal/gordurosa () Oleosalgordurosa

( ) Pegajosa ( ) Pegajosa ( ) Pegajosa

( ) Suave ( ) Suave ( ) Suave

() Fécil de espalhar () Facil de espalhar () Fécil de espalhar

() Facilmente absorvida () Facilmente absorvida () Facilmente absorvida
Apoés 5 minutos: Apoés 5 minutos: Apoés 5 minutos:

() Residuo oleoso () Residuo oleoso () Residuo oleoso

( ) Pelemacia () Pelemacia () Pelemacia

() Pelehidratada () Pelehidratada () Pelehidratada

() Residuo branco () Residuo branco () Residuo branco

() Intencdo de compra (__ ) Intencdo de compra () Intencdo de compra

FORMULACAO ( C4 ) FORMULACAO ( C5 ) FORMULACAO ( C6 )

ApOs a aplicacao: Ap0s a aplicacao: ApO6s a aplicagao:

( ) Oleosa/gordurosa () Oleosa/gordurosa () Oleosa/gordurosa

( ) Pegajosa ( ) Pegajosa () Pegajosa

( ) Suave () Suave () Suave

() Fécil de espalhar () Facil de espalhar () Fécil de espalhar

() Facilmente absorvida () Facilmente absorvida () Facilmente absorvida
Apo6s 5 minutos: ApOs 5 minutos: Apo6s 5 minutos:

() Residuo oleoso () Residuo oleoso () Residuo oleoso

( ) Pelemacia () Pelemacia () Pelemacia

( ) Pelehidratada () Pelehidratada () Pelehidratada

() Residuo branco () Residuo branco () Residuo branco

() Intengdo de compra () Intencdo de compra () Intencdo de compra




( ) Oleosa/gordurosa () Oleosa/gordurosa () Oleosa/gordurosa

( ) Pegajosa ( ) Pegajosa () Pegajosa

( ) Suave () Suave () Suave

() Facil de espalhar () Facil de espalhar () Facil de espalhar
Facilmente absorvida Facilmente absorvida Facilmente absorvida

() Residuo oleoso () Residuo oleoso () Residuo oleoso

( ) Pelemacia ( ) Pelemacia () Pele macia

() Pelehidratada () Pelehidratada () Pelehidratada

() Residuo branco () Residuo branco () Residuo branco

() Intengdo de compra () Intencdo de compra () Intencdo de compra

95

( ) Oleosa/gordurosa () Oleosa/gordurosa () Oleosa/gordurosa

( ) Pegajosa ( ) Pegajosa () Pegajosa

() Suave ( ) Suave () Suave

() Facil de espalhar ( ) Facil de espalhar () Facil de espalhar
Facilmente absorvida Facilmente absorvida Facilmente absorvida

() Residuo oleoso () Residuo oleoso () Residuo oleoso

() Pele macia ( ) Pele macia () Pele macia

() Pelehidratada () Pelehidratada () Pelehidratada

() Residuo branco () Residuo branco () Residuo branco

() Intencdo de compra () Intencdo de compra () Intencdo de compra




Ap0s a aplicagao:

Apds a aplicacao:

ApO6s a aplicagao:
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I~ A~ A~~~

e N N N N

Oleosa/gordurosa
Pegajosa

Suave

Facil de espalhar
Facilmente absorvida

I~ A~ A~~~

N

Oleosa/gordurosa
Pegajosa

Suave

Facil de espalhar
Facilmente absorvida

b~ A~ o~~~

N N N

Oleosa/gordurosa
Pegajosa

Suave

Facil de espalhar
Facilmente absorvida

Apoés 5 minutos:

Apoés 5 minutos:

Apo6s 5 minutos:

b~ ~ ~ ~ ~

h— ~ ~ ~ ~—

Residuo oleoso
Pele macia

Pele hidratada
Residuo branco
Intencdo de compra

b~ ~ ~ ~ ~

h— ~ ~ ~ ~—

Residuo oleoso
Pele macia

Pele hidratada
Residuo branco
Intencdo de compra

b~ ~ ~ ~ ~

h— ~ ~ ~ ~—

Residuo oleoso
Pele macia

Pele hidratada
Residuo branco
Intencdo de compra

ApoOs a aplicagao:

Ap0s a aplicagao:

Apo6s a aplicagao:

P~ A~ o~~~

N N N ~— ~—

Oleosa/gordurosa
Pegajosa

Suave

Facil de espalhar
Facilmente absorvida

P~ A~ o~~~

N N N~ ~— ~—

Oleosa/gordurosa
Pegajosa

Suave

Facil de espalhar
Facilmente absorvida

P~ A~ A~~~

N

Oleosa/gordurosa
Pegajosa

Suave

Facil de espalhar
Facilmente absorvida

Ap6s 5 minutos:

Apo6s 5 minutos:

Apds 5 minutos:

I~ ~ ~ ~ ~

M ~—~ ~ ~ ~—

Residuo oleoso
Pele macia
Pele hidratada
Residuo branco

Intenc&o de compra

I~ ~ ~ ~ ~

M ~—~ ~ ~ ~—

Residuo oleoso
Pele macia
Pele hidratada
Residuo branco

Intencdo de compra

I~ ~ ~ ~ ~

e ~ ~ ~ ~—

Residuo oleoso
Pele macia
Pele hidratada
Residuo branco

Intenc&o de compra




Tensdo de cisalhamento (dyn/cm?)

Tensdo de cisalhamento (dyn/cm?)

Tensdo de cisalhamento (dyn/cm?)
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APENDICE D. Reograma das formulaces creme entre os tempost =0 e t = 28 dias,
nas temperaturas T = amb, T =37° C e T = 45° C. Sendo a formulagdo C1 = Veiculo,
C2 = formulacdo com 3 % de TIPA, C3 = formulagcdo com 10% de TIPA, C4 =
formulacdo com 0,5% de HC, C5 = formulacdo com 1,0% de HC e C6 = formulacéo
com 1,0% de HN.

- t=0, T=amb -~ t=0, T=amb
C1 - t=7,T=amb -~ Cc2 - t=7 T=amb
1500- - t=7,T=37C § 1500, - t=7,T=37C
¥ t=7,T=45C = ¥ t=7,T=45C
1200+ - t=14, T=amb o 1200+ - t=14, T=amb
© t=14,T=37°C = © t=14,T=37°C
9001 8 t=14 T=45C £ 907 & t=14, T=45°C
’ < ’
6004 A t =21, T=amb §=_£ 6004 A t =21, T=amb
% t=21,T=37°C 3 % t=21, T=37°C
300+ t=21, T=45°C 3 300 t=21, T=45°C
-« t=28T=amb & - t=28 T=amb
"o B a0 m o IBTEMC O NTTE L 5 s o IBTESTC
Taxa de cisalhamento (1/s) t=28, T=45°C Taxa de cisalhamento (1/s) t=28,T=45°C
-~ t=0, T=amb - t=0, T=amb
C3 = t=7 T=amb = C4 = t=7,T=amb
1500- =+ t=7,T=37°C 5 1500- -+ t=7,T=37°C
+ t=7,T=45C % - t=7,T=45C
1200+ < t=14, T=amb 7 1200 - t=14,T=amb
o t=14,T=37°C © o t=14, T=37°C
9001 5 t=14 T=45C £ 907 & t=14, T=45°C
’ I ’
6004 A t=21,T=amb ‘Em" 6004 A t=21,T=amb
% t=21,T=37°C o % t=21, T=37°C
300- t=21, T=45C S 3004 t=21, T=45C
-+ t=28T=amb ¢ - t=28 T=amb
o 5w s IBTIEC B N L & % s lDBTETC
Taxa de cisalhamento (1/s) t=28, T=45°C Taxa de cisalhamento (1/s) t=28, T=45C
- t=0,T=amb - t=0,T=amb
C5 = t=7,T=amb — Cé = t=7,T=amb
1500- - t=7,T=37°C  § 1500- - t=7,T=37°C
¥ t=7,T=45C = ¥ t=7,T=45C
1200+ -~ t=14, T=amb Z 1200+ -~ t=14, T=amb
© t=14,T=37°C = © t=14,T=37°C
9001 8 t=14 T=45C £ 907 & t=14, T=45°C
’ < ’
6004 A t =21, T=amb §=_£ 6004 A t =21, T=amb
% t=21,T=37°C 3 % t=21, T=37°C
3004 t=21,T=45C 3 3004 t=21, T=45°C
-« t=28T=amb & - t=28 T=amb
W5 w5 m s T IIRITIECF T n § om m  TATEIC
t=28, T=45°C t=28, T=45°C

Taxa de cisalhamento (1/s) Taxa de cisalhamento (1/s)



Tensdo de cisalhamento (dyn/cm?) Tensdo de cisalhamento (dyn/cm?)

Tensdo de cisalhamento (dyn/cm?)

=
o
o
5

12004

900+

600+

300+
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APENDICE E. Reograma das formulacdes gel creme entre os tempost=0 et = 28

dias, nas temperaturas T =amb, T =37° C e T = 45° C. Sendo a formulacdo GC1 =
Veiculo, GC2 = formulacdo com 3 % de TIPA, GC3 = formulagdo com 10% de TIPA,
GC4 = formulagcéo com 0,5% de HC, GC5 = formulagédo com 1,0% de HC e GC6 =

formulacdo com 1,0% de HN.

GC1

o
o £

15001

12004

900+

600+

300+

Taxa de cisalhamento (1/s)

GC3

25

1500+

12004

900+

600+

300+

5 10 15 20
Taxa de cisalhamento (1/s)

GC5

25

5 10 15 20
Taxa de cisalhamento (1/s)

25

IR N

b4

IR

b4

IR N

b4

t=0, T=amb

t=7, T=amb

t=7,T=37°C
t=7, T=45°C
t=14, T=amb
t=14,T=37°C
t=14, T=45°C
t =21, T=amb
t=21, T=37°C
t=21, T=45°C
t=28, T=amb
t=28, T=37°C
t=28, T=45°C

t=0, T=amb

t=7, T=amb

t=7,T=37°C
t=7, T=45°C
t=14, T=amb
t=14,T=37°C
t=14, T=45°C
t =21, T=amb
t=21, T=37°C
t=21, T=45°C
t=28, T=amb
t=28, T=37°C
t=28, T=45°C

t=0, T=amb

t=7, T=amb

t=7,T=37°C
t=7, T=45°C
t=14, T=amb
t=14,T=37°C
t=14, T=45°C
t =21, T=amb
t=21, T=37°C
t=21, T=45°C
t=28, T=amb
t=28, T=37°C
t=28, T=45°C

Tensao de cisalhamento (dyn/cm?) Tensao de cisalhamento (dyn/cm?)

Tensao de cisalhamento (dyn/cm?)

=
al
o
5

1200+

900+

600+

300+

15001

1200+

900+

600+

300+

15004

1200+

900+

600+

300+

GC2
0 5 10 15 20 25
Taxa de cisalhamento (1/s)
GC4
25
Taxa de cisalhamento (1/s)
GC6
0 5 10 15 20 25

Taxa de cisalhamento (1/s)

Ped ot i tae

e

Prd ot ad

e

Ped ot i tae

e

t=0, T=amb

t=7, T=amb

t=7,T=37°C
t=7,T=45°C
t=14, T=amb
t=14, T=37°C
t=14, T=45°C
t =21, T=amb
t=21, T=37°C
t=21, T=45C
t=28, T=amb
t=28, T=37°C
t=28, T=45C

t=0, T=amb

t=7, T=amb

t=7,T=37°C
t=7,T=45°C
t=14, T=amb
t=14, T=37°C
t=14, T=45°C
t =21, T=amb
t=21, T=37°C
t=21, T=45C
t=28, T=amb
t=28, T=37°C
t=28, T=45C

t=0, T=amb

t=7, T=amb

t=7,T=37°C
t=7, T=45°C
t=14, T=amb
t=14, T=37°C
t=14, T=45°C
t =21, T=amb
t=21, T=37°C
t=21, T=45C
t=28, T=amb
t=28, T=37°C
t=28, T=45C



Tensdo de cisalhamento (dyn/cm?) Tensdo de cisalhamento (dyn/cm?)

Tensdo de cisalhamento (dyn/cm?)

15001

12004

900+

600+

300+

1500+

12004

900+

600+

300+
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APENDICE F. Reograma das formulacdes transdérmica entre os tempost=0et =

28 dias, nas temperaturas T =amb, T=37° C e T = 45° C. Sendo a formulacéo T1 =
Veiculo, T2 = formulagdo com 3 % de TIPA, T3 = formulacdo com 10% de TIPA, T4 =

formulacdo com 0,5% de HC, T5 = formula¢cdo com 1,0% de HC e T6 = formulac&o

com 1,0% de HN.

T1

15001

12004

900+

600+

300+

5 10 15 20
Taxa de cisalhamento (1/s)

25

5 10 15 20
Taxa de cisalhamento (1/s)

T5

25

5 10 15 20
Taxa de cisalhamento (1/s)

25

IR

b4

IR N

b4

IR N

b4

t=0, T=amb

t=7, T=amb

t=7,T=37°C
t=7, T=45°C
t=14, T=amb
t=14,T=37°C
t=14, T=45°C
t =21, T=amb
t=21, T=37°C
t=21, T=45°C
t=28, T=amb
t=28, T=37°C
t=28, T=45°C

t=0, T=amb

t=7, T=amb

t=7,T=37°C
t=7, T=45°C
t=14, T=amb
t=14,T=37°C
t=14, T=45°C
t =21, T=amb
t=21, T=37°C
t=21, T=45°C
t=28, T=amb
t=28, T=37°C
t=28, T=45°C

t=0, T=amb

t=7, T=amb

t=7,T=37°C
t=7, T=45°C
t=14, T=amb
t=14, T=37°C
t=14, T=45°C
t =21, T=amb
t=21, T=37°C
t=21, T=45°C
t=28, T=amb
t=28, T=37°C
t=28, T=45°C

Tensdo de cisalhamento (dyn/cm?) Tensdo de cisalhamento (dyn/cm?)

Tensdo de cisalhamento (dyn/cm?)

15001

12004

900+

600+

300+

T2

g T T T T

0 5 10 15 20

1500+

12004

900+

600+

Taxa de cisalhamento (1/s)

T4

3009 4

O:J T T T T

0 5 10 15 20

15001

12004

900+

600+

300+

25

Taxa de cisalhamento (1/s)

T6

25

g T T T T

0 5 10 15 20

Taxa de cisalhamento (1/s)

25

LR N

b4

IR IR N

b4

IR N

b4

t=0, T=amb

t=7, T=amb

t=7,T=37°C
t=7, T=45°C
t=14, T=amb
t=14, T=37°C
t=14, T=45°C
t =21, T=amb
t=21, T=37°C
t=21, T=45°C
t=28, T=amb
t=28, T=37°C
t=28, T=45°C

t=0, T=amb

t=7, T=amb

t=7,T=37°C
t=7, T=45°C
t=14, T=amb
t=14, T=37°C
t=14, T=45°C
t =21, T=amb
t=21, T=37°C
t=21, T=45°C
t=28, T=amb
t=28, T=37°C
t=28, T=45°C

t=0, T=amb

t=7, T=amb

t=7,T=37°C
t=7, T=45°C
t=14, T=amb
t=14, T=37°C
t=14, T=45°C
t =21, T=amb
t=21, T=37°C
t=21, T=45°C
t=28, T=amb
t=28, T=37°C
t=28, T=45°C
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