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Resumo

As nanocapsulas sao estruturas coloidais constituidas por vesiculas de um fino
involucro de polimero biodegradavel e uma cavidade central com nucleo oleoso. Sao
consideradas como sistemas reservatorios de farmacos lipofilicos, capazes de
prolongar e controlar a sua liberacao percutanea podendo aumentar a adesividade e
o tempo de permanéncia do farmaco na pele, além de estabilizar substancias labeis.
A vitamina K1 atua como uma coenzima durante a sintese de varias proteinas
envolvidas na coagulacao sangiinea e no metabolismo ésseo. Pode ser empregada
topicamente no tratamento de lesbes purpuricas e equimoses. Estudos
demonstraram que a vitamina K1 ¢é responsavel por um aumento da
hipersensibilidade na pele e que tem alto indice de fotoinstabilidade. O objetivo do
presente trabalho foi a obtencéo e caracterizacao fisico-quimica de nanocapsulas de
vitamina K1, bem como a determinagéo da influéncia do revestimento polimérico na
permeacdo cutanea desta substancia. A avaliacdo da interferéncia/efeito da
nanoencapulacdo sobre a estabilidade desta substancia frente a exposicdao a
radiacdo UVA, assim como a verificacdo da potencialidade da nanoencapsulagcao
em reduzir a irritabilidade da vitamina K1 também foram objetivos da tese. Os
resultados demonstraram que as nanocapsulas de vitamina K1 foram desenvolvidas
com sucesso e caracterizadas apropriadamente. Os parametros fisico-quimicos
avaliados (tamanho das particulas, indice de polidispersdo, pH, potencial zeta)
indicaram sua adequabilidade para uso em produtos dermatoldgicos. O revestimento
polimérico das nanocapsulas foi determinante para a liberagdo controlada e
gradativa da vitamina K1 ao longo do estudo de permeacdo cutdnea. Apds
exposicao a radiacdo UVA, foi possivel observar por mais tempo quantidades
maiores de vitamina K1 quando esta foi encapsulada em relacédo as formulacdes que
estavam na forma livre (controles). No estudo de irritabilidade foi possivel observar
que o revestimento polimérico impediu a irritacdo da vitamina K1 quando esta foi
exposta a membrana céreo-alantéide. Na avaliacdo de permeacgdo e penetracio
cutdnea, os resultados indicam que a formulagdo com nanocapsulas de nucleo
lipidico de 1 mg/mL apresenta seguranga porque a vitamina K1 ndo permeou
através da pele, o que indica um baixo potencial para a distribuicdo sistémica.
Palavras-chaves: nanocapsulas, vitamina K1, permeacado, penetracao,
fotoestabilidade, irritabilidade.






Abstract

Nanocapsules are vesicular colloidal structures formed by a thin shell of
biodegradable polymer and a central core containing the oil core. They are
considered reservoir systems for lipophilic drugs capable of prolonging and
controlling their percutaneous release and of increasing the adhesion and residence
time of the drug in the skin as well as able to stabilize labile substances. Vitamin K1
acts as a coenzyme in the synthesis of several proteins involved in blood coagulation
and bone metabolism. It can be used topically to treat bruises and purpuric lesions.
Studies have demonstrated that vitamin K1 is a photo-unstable substance and is
responsible for increased skin hypersensitivity. Thus, the objective of this study was
to prepare and characterize vitamin K1-loaded nanocapsules as well as to determine
the influence of polymer coating on skin permeation of this substance. The evaluation
of the effect of nanoencapsulation of vitamin K1 on the stability against to UVA
radiation exposure, and the capability nanoencapsulation to reduce the irritability of
vitamin K1 were also goals of the thesis. The results showed that nanocapsules
containing vitamin K1 have been successfully developed and characterized
appropriately. The physico-chemical properties (particle size, polydispersity index,
pH, zeta potential) indicated their suitability for use in dermatological products. The
polymeric coating of the nanocapsules was decisive for the gradual and controlled
release of vitamin K1 along the skin permeation study. After exposure to UVA
radiation, it was observed larger amounts of vitamin K1 when it was encapsulated
compared to the controls. In the irritability study it was observed that the polymeric
coating was able to prevent the irritative effect of vitamin K1 when the formulation
was applied on choreo-allantoic membrane. In the skin penetration and permeation
study, the results indicate that the formulation of nanocapsules at 1 mg / mL of
vitamin K1 presents safety because the drug was not permeated through the skin,
which suggests a low potential for systemic distribution.

Keywords: Nanocapsules, vitamin K1, permeation, penetration, photostability,
irritability.
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Introducao







Introducao

Inseridos dentro da grande area da nanotecnologia, 0s nanocosméticos tém
sido particularmente estudados nos ultimos anos. Como se tratam de formulagdes
de uso externo foram os primeiros produtos na area de nanotecnologia a transporem
a barreira dos laboratérios de pesquisa, tendo sido introduzidos no mercado ja na
década de 90. Na atualidade, ha uma grande variedade de formulagbes de
nanocosméticos disponiveis comercialmente contendo diferentes tipos de
nanoestruturas como o0s lipossomas, as nanoemulsdées, as nanocdpsulas, as
nanoparticulas poliméricas e as lipidicas sélidas, ou, ainda, nanoparticulas
inorganicas como as de 6xidos metalicos.

Como estratégia de formulacdo, a nanoencapsulacao propicia uma série de
vantagens, varias delas de interesse para a administragdo cutanea (GUTERRES et
al., 2007). A incorporacao de substancias em nanocarreadores pode modular e/ou
controlar seus perfis de entrega (imediata ou sustentada) e permeacéo através da
pele (WISSING, S. A. & MULLER, R. H., 2002). A entrega imediata (rapida
dissolucdo) é interessante para melhorar a penetracdo de uma substancia na
epiderme, e a sustentada € util para a administracdo de substancias ativas irritantes
por contato direto ou aquelas cuja entrega na pele necessite ocorrer por um periodo
prolongado de tempo. Por conseqiéncia, um tratamento tépico a base de ativos
nanoencapsulados pode reduzir a absorcao sistémica do mesmo. Outros beneficios
decorrentes da nanoencapsulacdo sdo o aumento da estabilidade de moléculas
labeis e a melhoria das caracteristicas oclusivas de formulacdes (efeito hidratante)
devido ao tamanho nanométrico dos sistemas (WEISS-ANGELI et al.,, 2008,
MULLER et al. 2002). Além disso, a compartimentalizacdo dos farmacos nas
nanoparticulas pode contribuir para a reducdo de efeitos irritantes cutaneos,
sobretudo aqueles decorrentes do contato direto substancia/pele.

Os nanocarredores preparados através da técnica de deposicao interfacial de
polimeros pré-formados (nanoprecipitacdo) e emulsificacdo espontanea sao,
respectivamente, as nanocapsulas poliméricas, nanoesferas e as nanoemulsées. Os
trés tipos de formulagdes tém sido amplamente estudados como carreadores de
farmacos e ativos cosméticos e apresentam organizacées moleculares distintas, o
que conduz a arquiteturas especificas para cada tipo, influenciando o
comportamento in vivo e, conseqlentemente, a aplicabilidade de cada sistema. As
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nanocapsulas sao formadas por um involucro polimérico disposto ao redor de um
nucleo lipofilico, podendo o farmaco estar disperso ou dissolvido no nucleo lipofilico
e/ou adsorvido a parede polimérica. As nanoesferas, por sua vez, ndo possuem 6leo
em sua composicao, estando o farmaco retido e/ou adsorvido a matriz polimérica. As
nanoemulsdées sdo emulsées submicrométricas, nas quais uma dispersao liquido-
liquido é estabilizada por agregados de tensoativo (GUTERRES et al., 2007).

Recentemente, em nosso grupo de pesquisa foi realizado um estudo
comparativo em relacdo ao comportamento de permeacao cutanea in vitro (pele
humana) da nimesulida a partir de formulacbes de nanocapsulas, nanoesferas e
nanoemulsdo (ALVES et al, 2007). Foi demonstrado que as nanocapsulas
apresentam um efeito de depoésito do farmaco na epiderme, enquanto que a
nanoemulsao possibilitou a permecdo direta do mesmo para a derme. Assim, foi
claramente evidenciado o papel da organizagdo molecular das particulas sobre o
comportamento dos sistemas.

Considerando o exposto, o presente trabalho esta focado no desenvolvimento
de formulacbes a base de nanocapsulas poliméricas para a adminstracao cutanea
da vitamina K1. Trata-se de um ativo de grande relevancia dermatolégica, porém
que apresenta certas limitagdes, como a elevada instabilidade frente a luz e os
intensos efeitos irritantes a pele. O racional da proposta considera que a
nanoencapsulagcao podera se apresentar como ferramenta viavel para melhorar as

limitacdes de uso supra-citadas da vitamina K1.

22



Objetivo







Objetivos

O presente trabalho tem como obijetivo inicial a obtencéo e a caracterizacao
fisico-quimica de nanocapsulas de vitamina K1, bem como a determinacdo da
influéncia do revestimento polimérico na permeacdo cutanea desta substancia.
Também constituem objetivos especificos da presente tese, a avaliacdo da
interferéncia/efeito da nanoencapulacao sobre a estabilidade desta substancia frente
a exposicao a radiacdo UVA, assim como a verificagdo da potencialidade da

nanoencapsulagao em reduzir a irritabilidade da vitamina K1.
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Revisao de literatura

1.1.Nanocapsulas

O prefixo “nano” vem do grego e significa “ando” Um nanémetro é a medida
correspondente a bilionésima parte do metro ou a milionésima parte do milimetro. A
nanotecnologia refere-se as tecnologias nas quais a matéria € manipulada em
escala atdbmica e molecular para criar novos materiais e processos com
caracteristicas funcionais diferentes. A nanotecnologia néo trata apenas do estudo
dessas entidades tdo pequenas, mas da aplicagdo desse conhecimento.

Carreadores coloidais de farmacos, incluindo nanoemulsées, nanoesferas,
nanocapsulas, lipossomas e complexos lipidicos, apresentam-se como veiculos
interessantes para administracdo intravenosa de farmacos lipofilicos, bem como
para a administracdo oral e cutadnea, possibilitando a otimizagdo da velocidade de
cedéncia e do regime de dosagem das substancias. As nanoparticulas (10 a 1000
nm), constituidas por polimeros biodegradaveis, possuem vantagens em relacao aos
lipossomas devido as suas potencialidades terapéuticas, a maior estabilidade in vivo
e durante o armazenamento (ALVAREZ-ROMAN et al., 2001; SCHAFFAZICK et al.,
2003; WISSING e MULLER, 2003).

As nanocapsulas sao constituidas por um invélucro polimérico disposto ao
redor de um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou
adsorvido a parede polimérica (WEISS, 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003).
Corroborando com a definicdo anterior, nanocapsulas poliméricas sao particulas
vesiculares menores do que 1 um, composto basicamente de um nucleo oleoso
rodeado por uma parede polimérica ultrafina. Estes dispositivos sdo estabilizadas
por tensoativos e a distribuicdo de tamanho monomodal e estreita € fundamental
para garantir a sua qualidade nanotecnolégica (POLETTO et al., 2011).

Recentemente 0 nosso grupo de pesquisa desenvolveu as nanocapsulas de
nucleo lipidico, que sdo nanocapsulas com com nucleo composto por uma dispersao
nanométrica de lipideos sélidos e liquidos (JAGER et al., 2009).

Existem varios métodos para a preparacdo de nanoparticulas descritos na
literatura, dentre os quais se destaca o método de deposicdo do polimero pré-
formado, proposto por Fessi e colaboradores (1989), no qual o polimero
biodegradavel é dissolvido em um solvente organico juntamente com o componente

oleoso, o tensioativo lipofilico e o farmaco ou ativo a encapsular. Esta fase oleosa é
29



injetada, sob agitacdo moderada, sobre a fase aquosa, a qual é composta de agua e
o tensioativo hidrofilico. Esta mistura origina, de forma espontanea, as nanocapsulas,
com diametros médios situados entre 200 e 500 nm (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Algumas caracteristicas fisico-quimicas sao fundamentais para a estabilidade
dos sistemas, como o tamanho de particula, um importante parametro utilizado no
controle de qualidade do sistema disperso que, particularmente, auxilia na garantia
de qualidade, pois a estabilidade fisica das dispersdes depende do tamanho da
particula e de sua distribuicdo (MULLER-GOYMANN, 2004). O potencial zeta reflete
o potencial de superficie das particulas, o qual é influenciado pelas mudancas na
interface com o meio dispersante, em razado da dissociacado de grupos funcionais na
superficie da particula ou da adsorcdo de espécies ibnicas presentes no meio
aquoso de dispersdo. Este parametro é determinado utilizando-se técnicas de
eletroforese. O pH também se apresenta como uma caracteristica fisico-quimica
importante a ser avaliada, pois alteracoes de seus valores podem estar associados a
degradacao do polimero ou de outros componentes pertencentes a formulagcao
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nos produtos cosméticos e dermatoldgicos, as suspensdes coloidais aquosas
podem aumentar a estabilidade do ativo cosmético, retardar e controlar a libertagao
destes, e aumentar a sua adesividade na pele (POLETTO et al, 2011). As
nanoparticulas tém sido utilizadas nas formulacées dermatolégicas com o objetivo
de aumentar a eficacia de substancias ativas, proporcinar melhores resultados na
pele e no caso dos antioxidantes, aumentar a protecdo oxidativa destes ativos na
pele dos pacientes (DRAELOS, 2012).

1.2. Pele

A pele abrange uma superficie de cerca de 2 m? em adultos e ela é a primeira
linha de defesa entre o corpo e o meio ambiente, protegendo de produtos toxicos,
radiacao ultravioleta, microorganismos e traumas mecanicos. Ela representa um
papel extremamente importante, impedindo a perda de agua e eletrélitos (HWA et al.,
2012).

As trés camadas principais da pele incluem a epiderme, a derme e o tecido
subcutaneo subjacente, sendo que dentre estas a epiderme desempenha um
importante papel de barreira O estrato cérneo é uma barreira altamente resistente, o
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que limita a penetracdo de inumeras substancias ativas na pele. Exerce através de
sua estrutura uma funcdo de barreira para a perda de agua transepidermal e
proteger a pele contra agentes externos (FORSTER et al., 2009; HWA et al., 2012).

1.3. Envelhecimento cutaneo

O envelhecimento ou senescéncia cutanea é caracterizado por uma série de
alteracoes estruturais da pele, decorrentes de fatores préprios do individuo
(envelhecimento intrinseco) e fatores externos ao mesmo, decorrentes da acao de
radiacoes UV (envelhecimento extrinseco) (GARCIA et al., 2006).

O envelhecimento pode ser definido como sendo um conjunto de alteracées
morfolégicas, fisioldégicas e bioquimicas inevitaveis que ocorrem progressivamente
no organismo ao longo de nossas vidas. Essas alteracdes levam a perda gradativa
das fungdes dos varios 6rgaos que formam o organismo humano, entre eles a pele,
aumentando a vulnerabilidade ao meio ambiente e diminuindo a sua capacidade de
homeostasia (RIBEIRO, 2006).

1.4. Hiperpigmentacao peri, infra ou suborbital

Olheiras ou hiperpigmentacgao peri, infra ou suborbital sdo denominagdes para
o0 escurecimento da regidao ao redor dos olhos, em forma de semicirculos, que
afetam principalmente a regiao palpebral inferior (ROH et al., 2006).

Sabe-se que a pele da regido palpebral € muito delgada, fator que, na regiao
inferior, contribui para uma maior transparéncia nessa area, levando a facil
visualizagcdo de vasos sanguineos e da melanina. Sua fisiopatologia permanece
desconhecida, porém, acredita-se que alteracbes na microcirculacao local levariam
a processos inflamatérios crénicos, que culminariam com o aumento da producao
de melanina local (GARCIA et al., 2006).

O tratamento das olheiras é variavel e consiste de varias técnicas: uso de
cremes e ativos clareadores; substancias com atividade vasoprotetora; cuidados
com o edema podem ajudar, peeling quimicos, Ressurfacing com laser de CO, ou
mesmo Rubi. Além destes, o uso de cosméticos corretivos pode ser uma solucao
temporaria para a melhora do aspecto das olheiras; a correcao cirargica pode ser
realizada na presenca de flacidez cutanea ou de bolsas infraoculares, para permitir
a melhora do aspecto da pele a ser tratada. (GARCIA et al., 2006).
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1.5. Vitamina K1

A vitamina K1 ou fitonadiona (2-metil-3-fitil-4-naftoquinona) foi descoberta em
1930 por Henrik Dam, o qual a denominou de vitamina K (Koagulation Vitamin)
(CRANENBURG et al.,, 2007; DORES et al., 2001). Atualmente, sabe-se que a
vitamina K1 esta presente em plantas verdes folhosas e verduras. Esta vitamina foi
considerada essencial para o funcionamento normal da hemostasia. Além disso, um
certo numero de condigdes clinicas em que a deficiéncia de vitamina K foi
considerado o problema de base fisiopatoldgica foram descobertos. Estas condi¢des
incluem a doenga hemorrdgica do recém-nascido, ictericia obstrutuiva, além da
sindrome de ma absor¢ao (MERLI et al., 2008).

A vitamina K1 €& wuma vitamina lipofilica (Peso molecular: 451;
estimado log de P: 11,7) (LOPES et al.,, 2007) e apresenta-secomo um liquido
viscoso, amarelo, praticamente insoluvel em agua, soluvel em solventes organicos
(acetona, éter, cloroférmio, hexano), 6leos e gorduras. Deve ser conservada em
recipiente hermeticamente fechados e ao abrigo da Iluz, devido a sua
fotoinstabilidade. A vitamina K1 é decomposta por radiacao UV, acidos, bases fortes
e agentes redutores, porém é estavel sob condigdes oxidantes e aquecimento
(PENTEADO, 2003). A aplicagdo tdépica de vitamina K1 tem sido utilizada para o
tratamento de olheiras, supressdao de pigmentacdo e reducdo de hematomas
(MITSUISHI, 2004; LOPES et al., 2007, HUANG et al., 2009).

Entre as substancias utilizadas para o tratamento, encontra-se a vitamina K1
por apresentar acdo vasoprotetora, reparadora de vasos sangiineos e clareadora
(GARCIA et al., 2006). A vitamina K1 pode ser associada a outras substancias ativas.
Para o tratamento de olheiras um estudo foi feito utilizando um gel tépico contendo a
vitamina K1 a 2%, retinol a 0,1%, 0,1% de vitamina C e vitamina E a 0,1% o qual se
demonstrou moderadamente eficaz em reduzir as olheiras abaixo dos olhos,
principalmente nos casos de hemostasia, durante um periodo de tratamento curto
em pacientes japoneses adultos saudaveis. Este tratamento também diminuiu
ligeiramente as rugas (MITSUISHI, 2004).

Os cosméticos destinados a esta regido devem ser seguros ao usuario, uma
vez que as formulacdes podem penetrar nos olhos causando irritagcdo ou problemas
mais graves. Convém ressaltar que algumas alteracoes estéticas nesta regidao nao

sao eliminadas, mas apenas atenuadas. Por este motivo a Camara Técnica de
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Cosmeéticos (CATEC), em seu parecer técnico n° 8, de 28 de junho de 2002, diz que:
“Produtos cosméticos que apresentem indicacdes para olheiras, bolsas e inchagos
ao redor dos olhos devem ser referidos como suavizantes, clareadores ou
atenuadores de bolsas, inchacos e olheiras. Os mesmos devem ter eficacia e
seguranca devidamente comprovadas.” (ANVISA, 2002).

A vitamina K1 é comercializada em varios cosméticos indicados para a
reducao de hematomas e para a prevencao e correcao do aparecimento de olheiras
e bolsas dos olhos, um exemplo é o produto Fluidbase K® (Genové, S.A.).
Igualmente, existe disponivel no mercado um creme de vitamina K1, chamado Pro-
K®, indicado para o tratamento das telangiectasias. Entretanto, existem na literatura
relatos de hipersensibilidade causada apés a aplicagdo de vitamina K1, tanto na
forma de aplicacdo injetavel, como aplicacao topica, na forma de creme de uso
cosmético (FIMKELSTEIN, 1987; VENEZIANO, 2005; RUIZ-HORNILLOS, 2006).

Em 2006, a revista Contact Dermatitis relatou um caso de dermatite de
contato alérgica devido a presenca de vitamina K1 em um creme cosmético. De
acordo com os autores, a tendéncia € aumentar o numero de relatos de casos
devido ao grande numero de pessoas que utilizam cremes que contenham a
vitamina K1 em sua formulacdo (RUIZ-HORNILLOS et al., 2006). Adicionalmente, o
Instituto Nacional da Farméacia e do Medicamento (INFRAMED, Portugal) teve
conhecimento, através do Instituto do Consumidor, da emissdo de um alerta
referente ao recolhimento dos produtos cosméticos Ekyced (lotes M103, M104) e
Auriderm (Auridermic Corpo, Auridermic K2 gel) no mercado internacional, na
sequéncia da notificacdo de casos de sensibilizagdo a vitamina K1 por via tépica
(INFRAMED, 2005).

No Brasil, a ANVISA emitiu um parecer técnico n°1, em 4 de janeiro de 2010
com o assunto “Proibicdo do uso de vitamina K em cosméticos”. Este parecer teve
como embasamento os poucos artigos da literatura, os quais relatam ocorréncia de
dermatite de contato alérgica e dermatoses ocupacionais alérgicas relacionadas a
vitamina K. Considerando que a vitamina K se encontra na lista de substancias que
ndao devem fazer parte da composicdo de produtos cosméticos da Diretiva
2009/6/EC da Comunidade Européia, a Camara Técnica (CATEC) recomendou
proibicao de vitamina K em todas as suas formas para produtos cosméticos. O uso

desta vitamina permanece no ambito farmacéutico, como medicamento.

33



Esta tese estd apresentada sob a forma de duas publicagdes, a primeira
intitulada  “Vitamin K1-Loaded Lipid Core Nanocapsules: Physicochemical
Characterization and in vitro Skin Permeation” aceito no periddico Skin Research and
Technology e a segunda intitulada “Influence of the polymeric coating of
nanocapsules on photostability, irritability and skin permeation of vitamin K1 in a
topical formulation” a ser submetida em periddico indexado.
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Publicacao 1: Vitamin K1-loaded Lipid Core Nanocapsules: Physicochemical,

Characterization and in vitro Skin Permeation

Publicado na Skin Research and Technology
Skin Res Technol. 2013 Feb;19(1):e223-30. doi: 10.1111/}.1600-
0846.2012.00631.x. Epub 2012 Jun 7.
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Publicacao 2: Influence of the polymeric coating of nanocapsules on photostability,
irritability and skin permeation of vitamin K1 in a topical formulation

A ser submetido
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Discussao

Para o desenvolvimento das nanocépsulas de vitamina K1 foi selecionado o
polimero poli(e-caprolactona). Como nao existe relato na literatura da formagao de
nanocapsulas poliméricas com esta vitamina foi necessario realizar o teste de
inchamento do polimero, de acordo com metodologia desenvolvida por Guterres e
colaboradores (2000). Ap6s 30 dias de estudo da massa do filme polimérico
observou-se que nao ocorreu interacdo da vitamina K1 com o polimero escolhido
para o desenvolvimento das nanocapsulas de nucleo lipidico.

Assim, as nanocapsulas de nucleo lipidico contendo vitamina K1 foram
desenvolvidas de acordo com Jagger e colaboradores (2009). Para obter uma
formulagdo com caracteristicas fisico-quimicas nanométricas e baixo indice de
polidispersdo foi necessario fazer variacbes na fase oleosa [concentracOes de
monoestearato de sorbitano (Span 60%) e de triglicerideos caprico-caprilico]. A
seguranca desta etapa de desenvolvimento foi possivel através avaliacdo do perfil
granulométrico através de difratometria de laser (Masterziser®) logo apés a
preparacdo de cada formulagdo. Inicialmente, ndo foi observada a presenca de um
pico monomodal na regido de tamanho nanométrico e, sim, a presenca de um pico
nanométrico e um pico micrométrico. Para resolver esta questdo, foi necessario
fazer novamente modificacdo na formulacdo. Optou-se por retirar da fase oleosa os
triglicerideos caprico-caprilico e manter o monoestearato de sorbitano (0,038 g) e
vitamina K1 (0,1 g) para obter uma concentracdo final de vitamina K1 a 1% na
formulacdo de volume final de 10 mL, assim como para observar um pico
monomodal na regido de tamanho nanométrico. Quando se obteve a formulagcao
com particulas nanométricas, exclusivamente, o estudo das caracteristicas fisico-
quimicas da formulacao foi aprofundado. Foi realizada uma analise de tamanho de
particula, indice de poidispersdo e potencial zeta no equipamento Zetasizer®.
Adicionalmente, levando-se em consideracao a importancia e interferéncia do pH
para aplicacao cutanea a analise deste parametro também foi efetuada. O pH obtido
para a formulacao de nanocapsulas lipidicas contendo vitamina K1 foi inferior a 7,
sendo este valor considerado ideal para aplicagéo cutanea.

O estudo de reologia também foi considerado essencial para a andlise das
nanocapsulas de vitamina K1 em virtude da interferéncia da viscosidade do produto
ao ser aplicado na pele, sendo também um fator importante capaz de influenciar na
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estabilidade do produto, bem como a sua permeacédo na pele. A estabilidade da
formulacdo foi avaliada através do Turbiscan®. A quantificagdo da vitamina K1 foi
realizada por de cromatografia liquida de alta pressao. As condicoes cromatograficas
foram baseadas e adaptadas de Lopes e colaboradores (2007). O tempo de
retencdo da vitamina K1 para este método validado foi de aproximadamente 5,5
minutos. O pico apresentou boa simetria. O método analitico validado foi
considerado linear na faixa de 0.5 - 20 pg/mL (R? = 0.9999), preciso (1.1 + 0.7 %),
exato (96 %) e especifico. A suspensao de nanocapsulas apresentou um teor de
vitamina K1 de 10 mg / mL, o que corresponde a 102,1% em relacdo ao valor
adicionado. O método proposto foi também adequado para a quantificagcdo de
vitamina K1 retida nas camadas da pele e na fita adesiva e solubilizado no meio
receptor, nos estudos de permeacao cutanea.

Apés o desenvolvimento e caracterizacao fisico-quimica, as nanocapsulas de
nucleo lipidico contendo vitamina K1, o método de quantificacdo do farmaco nas
diferentes camadas extraidas da pele: estrato corneo, epiderme e derme, assim
como no meio receptor foi validado O estudo de permeacdo cutanea das
nanocapsulas de vitamina K1 foi realizado comparando-se com um controle
[dispersdo de vitamina K1 (100 mg) em &gua (10 mL), preparada com Ultra Turrax®
(IKA®)]. Como as nanocapsulas de vitamina K1 sdo suspensdes aquosas, optou-se
por utilizar o aparato diferenciado na célula de Franz, especialmente projetado para
amostras liquidas. Apds 8 horas, as peles foram retiradas cuidadosamente das
células de Franz e foi realizada a técnica de tfape stripping, com objetivo de
quantificar a vitamina K1 nas camadas da pele. As amostras coletadas do meio
receptor do controle e das nanocapsulas foram analisadas por cromatografia liquida
a alta pressdo e somente do controle foi quantificada a vitamina K1 e nas
suspensdes de nanocapsulas de vitamina K1 ndo foi quantificado, pois a
concentracdo situava-se abaixo do limite de quantificacgdo do método. Isto é
importante, pois préximo a regido da derme existem pequenos vasos que irrigam a
regiao, o que & de suma importancia para acao desta vitamina. Além disso, o fato
dela n&o ter sido quantificada no meio receptor demonstra o papel do revestimento
polimérico, contribuindo para a liberacdo gradativa do farmaco nas camadas viaveis

da pele.
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Buscando explorar mais a importadncia do revestimento polimérico das
nanocapsulas de vitamina K1 foi realizado, no segundo artigo o estudo de
fotoestabilidade das nanoparticulas frente a radiacdo UVA. A motivacdo deste
estudo foi a instabilidade desta substancia na presenca da luz (Trissel, 2009) e o
fato de nao haver relatos na literatura sobre a aplicacao de nanocarreadores como
ferramentas para a sua estabilizacdo. Igualmente, se julgou importante realizar um
estudo de irritabilidade, tendo em vista os relatos de casos de pacientes que
apresentaram algum tipo de irritagdo e/ou dermatitie de contato na pele apoés a
aplicagdo da vitamina na forma livre. Para tanto foram estudadas as nanocépsulas
de vitamina K1 em comparacao com as formulagdes controles com vitamina K1.

Com o objetivo de avaliar as nanocapsulas de nucleo lipidico contendo
vitamina K1 frente a exposicdo forcada de radiacdo ultravioleta (UVA), a sua
capacidade de reduzir a irritabilidade da vitamina K1, comportamento de penetracédo
e permeacao cutanea ap6s aplicacdo in vitro em pele abdominal de porco, o
segundo artigo foi proposto nesta tese de doutorado.

Inicialmente testou-se a formulacdo do primeiro artigo, nanocapsulas de
nacleo lipidico de vitamina K1 na concentracdo de 10 mg/mL. Entretanto, os
resultados ndo foram satisfatérios, possivelmente devido a grande concentracao de
vitamina K1 na formulagdo. Através de um estudo de desenvolvimento de
formulacdo duas novas concentracdes foram testadas uma com nanocapsulas de
nucleo lipidico de vitamina K1 na concentracdo de 5 mg/mL e outra com
nanocapsulas de nucleo lipidico de 1 mg/mL. Ambas foram avaliadas frente a
radiacao UVA, sendo selecionada a formulacdo com menor concentracao, pois esta
demonstrou proteger melhor a vitamina K1 frente a exposi¢ao a radiagao.

Apébs encontrar a concentracdo da formulacdo para os experimentos, foram
produzidos dois controles. O controle | foi constituido de uma emulsdo contendo
vitamina K1 e o controle Il uma solucdo etandlica de vitamina K1i. Tanto as
nanocapsulas de nucleo lipidico como os controles | e Il foram preparados na
mesma concentragdo, 1 mg/mL.

As nanocapsulas de nucleo lipidico de vitamina K1 foram caracterizadas
quanto ao pH (5,7 £ 0,15), tamanho de particula (123.2 nm + 0,05) e indice de
polidispersdo (0,1 + 0,06) e doseamento (1,05 mg/mL £ 1,45). As formulagdes

apresentaram pH adequado, levando em consideracdo na estabilidade fisico-
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quimica da formulacdo e na aplicacao cutanea (Alves et al., 2007), assim como
tamanho de particula e indice de polidispersao esperados para uma formulacao em
escala nanométrica (Almeida et al., 2010). Por fim, o doseamento nos assegurou a
concentragdo de formulagdo a ser utilizada nos experimentos de fotoestabilidade e
penetragdo/permeacao cutanea.

No estudo de fotoestabilidade, as nanocapsulas de nucleo lipidico de vitamina
K1, a emulsdo de vitamina K1 (controle |) e a solucido etandlica de vitamina K1
(controle Il) foram expostas primeiramente a radiagdo UVA por um periodo de 10
horas, durante os intervalos de tempo (0, 2, 4, 6, 8, 10 h). Aliquotas das amostras
foram coletadas, diluidas em acetonitrila, filtradas para vials e analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Na analise dos resultados, foi observado que
este estudo deveria ser realizado em uma faixa menor de tempo. Neste sentido, foi
proposto o estudo de fotoestabilidade durante 1 hora tendo os tempos de coletas de
amostras realizados em espacos curtos de tempo (0, 5, 10, 15, 20, 30 e 60 minutos).
Avaliando os resultados, estatisticamente foi observado que as nanocapsulas de
nucleo lipidico protegeram de forma mais significativa a vitamina K1 quando
comparada com os resultados obtidos no controle | e controle Il.

Diante dos resultados promissores de fotoestabilidade da vitamina K1 pela
nanoencapsulagao, foi proposto o estudo de irritabilidade usando a técnica de HET-
CAM (membrana cério-alantéide). Para tanto, além de testar a formulagédo no tempo
zero (sem a exposicao a radiacdo UVA), também foram analisadas as formulagdes
apods 2 e 8 horas de exposicao a radiacao UVA, com o objetivo de demonstrar que o
revestimento polimérico protegeria a membrana corio alantéide do ovo embrionado
do contato direto com a substancia, contribuindo para a reducado de seu efeito
irritante. Este estudo também permitiu analisar se substancia pura degradada
apresentaria potencial de irritabilidade. As nanocépsulas de nucleo lipidico de
vitamina K1 a 1 mg/mL ndo apresentaram irritacdo quando em contato com a
membrana cério-alantdide, pois ndo foi observada nenhuma modificagcao vascular na
regido aplicada. Para o controle | (emulsdo contendo vitamina K1 a 1 mg/mL) no
tempo zero foi verificada uma ligeira irritacdo e apds a exposicao em 2 e 8 horas foi
observado um aumento de irritagdo, chegando a irritacdo moderada e irritantacao
intensa, respectivamente. Para o controle Il (solucdo etandlica de vitamina K1 a 1

mg/mL) foi verificado que ele € muito irritante desde o tempo zero, assim como nos
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demais tempos de analise (2 e 8 horas). Com base nestes resultados foi possivel
verificar que o revestimento polimérico reduz a irritagdo da vitamina K1 quando em
contato com a membrana cério-alantéide.

Para concluir este segundo artigo, foi proposto o estudo de penetracdo e
permeacdo cutanea das nanocdpsulas de nucleo lipidico a 1 mg/mL. Neste estudo
foram usadas membranas biolégicas de pele abdominal de porco (fémeas), as quais
foram limpas e armazenadas em freezer, até o momento do experimento. A emulsao
de vitamina K1 a 1 mg/mL foi usada como controle neste experimento, por nao
apresentar revestimento polimérico e a composi¢ao ser muito préxima da formulacao
contendo revestimento polimérico.

O estudo de pemeacédo cutanea foi realizado através de células de Franz
automatizadas (temperatura 32 °C, meio receptor contendo agua ultrapura e
polissorbato 80 (5%), tempo de 8 horas). Foram aplicados 300 uL de nanocapsulas
de nucleo lipidico de vitamina K1 e 300 pL de controle |. As células foram fechadas
com adaptadores de liquidos e apds 8 horas 1,5 mL de meio receptor de cada uma
das células de Franz foram coletadas e quantificadas em HPLC.

O estudo de penetracao cutanea se deu a partir da técnica de tape stripping,
técnica que permite a quantificacdo das camadas da pele (estrato cérneo). Seguido
da quantificacéo da epiderme (retirada da fina pelicula com auxilio de uma espéatula)
e derme (cortar em pequenos pedacos o que restou da pele).

Avaliando os resultados obtidos no estudo de permeacao cuténea, nao foi
detectada e quantificada vitamina K1 no meio receptor. Além disso, o revestimento
polimérico nao interferiu na penetracdo da vitamina K1 na pele. Ambas as
formulacdes foram detectadas até o nivel da epiderme, com perfis de permeacao
similares. Estes resultados indicam a seguranga da formulagdo porque a vitamina K1
nao permea através da pele, o que indica um baixo potencial para a distribuicdo
sistémica. Este resultado é importante, uma vez que a vitamina K1 tem efeitos
anticoagulantes, que podem causar hemorragias, dependendo da dose sistémica
atingida.
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Conclusoes

Diante dos resultados obtidos, é possivel concluir que as nanocapsulas de
vitamina K1 foram desenvolvidas com sucesso e caracterizadas apropriadamente.
Os parametro fisico-quimicos avaliados (tamanho das particulas, indice de
polidispersdo, pH, potencial zeta) indicaram sua adequabilidade para uso em
produtos dermatologicos. O revestimento polimérico das nanocapsulas foi
determinante para a liberacdo controlada e gradativa da vitamina K1 ao longo do
estudo de permeacao. As nanocapsulas possibilitaram a chegada do farmaco nas
camadas mais viaveis da pele, de forma que ele possa realizar da melhor forma
acao no local aplicado.

No estudo de fotoestabilidade, irritabilidade e permeagdo e penetracao
cuténea foi possivel aprofundar o estudo da importancia do revestimento polimérico
nas nanocapsulas de vitamina K1. No estudo de fotoestabilidade, foi possivel
observar por mais tempo quantidades maiores de vitamina K1 quando esta foi
encapsulada em relacédo as formulacées que estavam na forma livre (controles). No
estudo de irritabilidade, foi possivel observar que o revestimento polimérico impediu
a irritacdo da vitamina K1, quando esta foi exposta na membrana céreo-alantbide.
Na avaliacdo de permeacdo e penetracao cutaneas, os resultados indicam que a
formulacdo com nanocapsulas de nucleo lipidico de 1 mg/mL apresenta seguranca
porque a vitamina K1 ndo permeou através da pele, o que indica um baixo potencial
para a distribuicao sistémica.

Sendo assim, conclui-se que a nanoencapsulacao da vitamina K1 exerceu
importante papel em relacdo a permeagéo controlada do farmaco, assim como foi de
suma importancia para a protecao parcial da vitamina frente a exposicao a radiacao
UVA. Adicionalmente, esta estratégia demonstrou resultados interessantes no que
diz respeito a redugéo e até mesmo impedimento da irritagdo localizada ocasionada
por esta vitamina. Em sintese, os conjuntos dos resultados indicam que as
nanocapsulas de vitamina K1 sao promissoras para o desenvolvimento de

formulacdes de aplicacao dermatolégica.
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Farméacia de Manipulacdo, sendo responsavel técnica por uma das unidades da
empresa. Na Phamapele coordenou equipes de laboratério de semissoélidos, fez
atendimento ao cliente, fez parte da equipe de treinamentos de colaboradores e
franqueados da Pharmapele, e também atuou na propaganda médica. No final de
2007 voltou a morar no Rio Grande do Sul, em Porto Alegre. Em abril de 2008 iniciou
MBA em Marketing na Fundacao Getulio Vargas (FGV/RS) e para finalizar o curso
de especializagdo apresentou em 2010 a monografia com o titulo “Auditoria de
Produto - Medabil Sistemas Construtivos S.A.”, tendo como orientador o Professor
Luis Carlos Sa. Em 2008 foi aprovada na selecdo de Doutorado no Programa de
Pés-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS/RS), tendo como orientadora a Professora Dra. Silvia Staniscuaski
Guterres. O trabalho de Doutorado foi desenvolvido no laboratério 405 da Faculdade
de Farmacia da UFRGS e no K 204 no Instituto de Quimica da UFRGS. Durante o
Doutorado além de desenvolver o projeto teve a oportunidade de co-orientar dois
Trabalhos de Conclusdao de Curso (um dos trabalhos foi publicado em 2011 na
Cosmetic & Toiletes com o titulo “Peelings: Classificagdes, Aplicagdes e Importancia
da Equipe Multiprofissional”). Foi representante Discente do Programa de Pds-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas (periodo de um ano), foi aprovada no
Concurso da UFRGS para ser Professora Substituta na Faculdade de Farmacia e

deu aulas teéricas e praticas de Farmacotécnica, Producdo e Controle de Formas
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Farmacéuticas Solidas e Tecnologia Farmacéutica (em 2011, no periodo de seis
meses), sendo Profissional Homenageada na Formatura de Farmacia da UFRGS
(setembro de 2012) e em agosto de 2012 foi aprovada no Concurso da UNISINOS
no curso de Farmacia onde é atualmente professora de Farmacotécnica. Durante o
desenvolvimento da Tese participou de workshops, Congressos a nivel estadual,
nacional e internacional. Colaborou com trabalhos de alguns colegas, sendo um
deles publicado em 2012 na Photostability and Photobiology com o titulo
“Photostability and Skin  Penetration of Different E-Resveratrol-Loaded
Supramolecular Structures”. Em 2011 Qualificou a sua Tese de Doutorado e em
2012, defendera a Tese de Doutorado intitulada “Nanoencapsulagéo da vitamina K1

como estratégia de fotoestabilizacao e reducao do potencial irritante”.
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