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RESUMO

A pele é o aspecto do fenétipo humano mais visivel e sua cor é um de seus fatores
mais variaveis. A hiperpigmentacdo € um fator de alteracdo cutdnea comum de
exacerbacdo da pigmentacdo da pele e diversos agentes clarificantes, como a
hidroquinona, estdo disponiveis no mercado. Mas, devido aos efeitos adversos e a
capacidade irritante destes produtos, o emprego de compostos naturais tem sido
estudado como alternativa terapéutica no tratamento da hiperpigmentacédo na pele. O
acido rosmarinico (AR) é um composto polifenélico, que apresenta propriedades
antioxidante, fotoprotetora e antimelanogénica. O desenvolvimento de formulacbes
mais efetivas e seguras, associando-se o0 emprego do AR e sistemas nanoestruturados
espessados em hidrogéis para facilitar a sua penetracdo em camadas mais profundas
da pele de grande interesse na area farmacéutica. Neste contexto, o presente estudo
objetivou desenvolver hidrogéis bioadesivos contendo AR incorporado em
nanoemulsbes com vistas a sua administracdo topica em distirbios de
hiperpigmentacédo na pele. Para tanto, inicialmente, um artigo de revisdo sobre os tipos
de hiperpigmentagfes existentes, tratamentos nanotecnolégicos ja desenvolvidos,
contemplando artigos cientificos e patentes existentes. Em um segundo capitulo, as
formulacdes foram desenvolvidas e caracterizadas quanto as suas propriedades fisico-
guimicas e bioadesivas, ao perfil de liberacdo e permeacao/retencdo em pele de orelha
suina. Adicionalmente, o potencial irritante das formula¢des desenvolvidas também foi
avaliado. Nanoemulsfes contendo lecitina de gema de ovo, triglicerideos de cadeia
média, Tween® 80%, acido rosmarinico e gel de quitosana na composicdo (HCNERga)
foram desenvolvidas pelo método de homogeneizador de alta presséo. As formulagfes
apresentaram resultados adequados quanto a caracterizagdo fisico-quimica boa
estabilidade fisica, e elevada capacidade biodesiva. O perfil de permeacao e retencdo
em pele suina, demonstrou a capacidade da formulagdo HCNEra em promover a
liberacdo do AR nas camadas mais profundas da pele. Por fim, a avaliacdo do potencial
irritante das formulagdes (HET-CAM) demonstrou irritabilidade moderada (HCNERga).
Em conclusao, os conjuntos de resultados obtidos até o momento, demonstram as
potencialidades da HCNEra como potenciais de estratégias de terapia tOpica em

disturbios de hiperpigmentacéo.

Palavras-chaves: Nanoemulsdo; Hidrogéis; Bioadesdo; Acido Rosmarinico;

Hiperpigmentacéo; Pele.






ABSTRACT

The skin is the most visible aspect of the human phenotype, and its color is one of
its most variable factors. Hyperpigmentation is a common altering factor of skin
pigmentation exacerbation, and several clarifying agents, such as hydroquinone and
others cosmetics, are available in the pharmaceutical industry. Nevertheless, due to
these products' adverse effects and irritant capacity, natural products have been
studied as a therapeutic alternative to treating skin hyperpigmentation. Rosmarinic
acid (RA) is a polyphenolic compound that has antioxidant, photoprotective, and
antimelanogenic properties. The development of more effective and safer
formulations is associated with using RA and nanostructured systems thickened in
hydrogels to facilitate their penetration into deeper layers, which are still of great
interest in the pharmaceutical area. In this context, the present study aimed to
develop bioadhesive hydrogels containing RA incorporated in nanoemulsions with a
view to their topical administration in skin hyperpigmentation disorders. Therefore, a
review article on the types of existing hyperpigmentation and already developed
nanotechnological treatments which contemplate scientific articles and existing
patents. In a second chapter, the formulations were developed and characterized in
terms of their physicochemical and bioadhesive properties, the release profile, and
permeation/retention in porcine ear skin. Additionally, the irritating potential of the
developed formulations was also evaluated. Nanoemulsions containing egg yolk
lecithin, medium chain triglycerides, Tween® 80, rosmarinic acid, and chitosan gel in
the composition (HCNEgra) were developed by the high-pressure homogenization
method. The formulations showed adequate results regarding physicochemical
characterization, good physical stability, and high bioadhesive capacity. The
permeation and retention profile in porcine skin demonstrated the ability of the
HCNERraformulation to improve the delivery of AR in deeper layers of the skin. Finally,
the evaluation of the irritating potential of the formulations (HET-CAM) showed
moderate irritability chorioallantoic membrane (HCNERga). In conclusion, the results
obtained so far demonstrate the potential of HCNEgra as a potential topical therapy

strategy in hyperpigmentation disorders.

Key words: Nanoemulsion; Hydrogels; Bioadhesion; Rosmarinic Acid,;

Hyperpigmentation; Skin.
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INTRODUCAO







A pele é o aspecto do fenotipo humano mais visivel, e sua cor € um de
seus fatores mais variaveis. A sintese de melanina possui um papel fundamental
na definicdo da cor da pele. A exposicdo a radiacdo UV excessiva pode levar a
aceleracdo do processo melanogénico, e, consequentemente, da sintese de
melanina, levando a uma maior pigmentacéo da pele (Lipsker & Boeckler, 2019).

A hiperpigmentacdo é um fator de alteracdo cutdnea comum de
exacerbacéo da pigmentacao da pele, e que pode resultar de uma anormalidade
gualitativa ou quantitativa de constituintes normais da pele, como: aumento da
producdo de melanina (hipermelanose) nas camadas da derme e/ou epiderme,
depdsito cutaneo de ferro (hemossiderose) ou caroteno (carotenoderma); ou
ainda, de alguma substéncia ausente na pele (discromia) (Lipsker & Lenormand,
2019). Este disturbio de pele pode ocorrer de forma congénita ou inesperada
conforme a exposicdo aos raios ultravioleta (UV), ou pode ser associado a
ingestdo de certos medicamentos, disfuncdo hormonal, decorrentes de lesGes
inflamatérias (acne vulgar, reacBes de hipersensibilidade, queimaduras,
traumas, entre outras) ou exposicdo excessiva a radiagcédo ultravioleta (UV),
sendo este Ultimo o principal fator exdgeno capaz de modificar a pigmentacao
normal da pele (Alchorne & De Abreu, 2008a; Lipsker & Lenormand, 2019; Miot
et al., 2009).

Indmeros agentes clareadores da pele estdo disponiveis no mercado,
incluindo a hidroquinona, um composto amplamente empregado com efeito
clareador devido a inibicdo da atividade da tirosinase nos melandcitos. No
entanto, estes produtos podem ser bastante irritantes e estar associados a
efeitos adversos (dermatite de contato, pigmentacdo pés-inflamatdria, ocronose
exdgena, entre outros), ou até mesmo, serem parcialmente eficazes. Além disso,
esses tratamentos podem exigir um prolongado periodo de uso antes que 0s
resultados aparecam, 0 que esta associado a um alto custo nos tratamentos.
Neste contexto, 0 emprego de compostos naturais tém sido abordado como
alternativa no tratamento de diversas lesbes na pele, incluindo a
hiperpigmentacédo, devido a possibilidade de reducdo de efeitos colaterais da
melhoria, na tolerédncia e seguranca relatada pelos pacientes associada a
reducédo de custos destes produtos (Alchorne & De Abreu, 2008a, 2008b; Jesus
et al., 2016; Mahjour et al., 2019)
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O acido rosmarinico (AR) é um composto polifendlico, um éster de acido
cafeico e &acido 3,4-di-hidroxifenilatico, primeiramente isolado do alecrim
(Rosmarinus officinalis) e encontrado em inUmeras espécies vegetais,
principalmente, as pertencentes as familias Boraginaceae e Lamiaceae (Dai et
al., 2020). Desta forma, o AR € uma opc¢ao de tratamento tOpico para a
hiperpigmentacdo na pele, pois apresentam propriedades biolégicas bem
descritas na literatura, incluindo as anti-inflamatoria e antioxidante. No entanto, o
AR, assim como alguns produtos naturais, apresenta algumas limitagdes, como
sua baixa solubilidade em agua, baixa biodisponibilidade, baixa permeabilidade

em membranas biolégicas e instabilidade (Fachel et al., 2019; Veras et al., 2019).

Por esse motivo, esses compostos ainda representam um grande desafio
para a industria farmacéutica e cosmética que, atualmente, tem estudado
algumas estratégias, visando transpor essas limitacbes, como o0 uso de
nanotecnologia. Neste sentido, nosso grupo de pesquisa, tem desenvolvido
sistemas nanoestruturados para aplicacdo tépica do AR. Dentre os sistemas
nanoestruturados, as nanoemulsdes tém sido descritas para incorporacdo de
substancias ativas e extratos vegetais pouco sollveis em agua, de forma a
aumentar sua solubilidade e aumentar a permeacéo/retencdo em membranas
biolégicas. As nanoemulsdes sao dispersdes de nanogoticulas oleosas em uma
fase aguosa externa estabilizadas por um sistema tensoativo, as quais possuem
aparéncia leitosa, reduzido diametro de goticula e baixa viscosidade. Sé&o
constituidas de Oleos e tensoativos que formam o nulcleo oleoso,
correspondendo de 5 a 20% da formulacéo (Fachel et al., 2018; Marafon et al.,
2019a). Por apresentarem baixa viscosidade, é conveniente a sua incorporacao
em formas farmacéuticas semissélidas com apropriada viscosidade para

aplicacéo topica.

Recentemente, foi desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa um
sistema nanoestruturado para aplicacao via topica na pele, onde foi demonstrado
gue a incorporacao do AR neste sistema facilitou sua permeacao na pele. A partir
desses resultados novas formulacdes foram desenvolvidas de forma a facilitar a
permeacdo do AR em camadas mais profundas da pele, visando a aplicac&o

para alteracéo cutanea, como a hiperpigmentacéo (Marafon et al., 2019b).
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Neste contexto, a presente dissertacdo de mestrado objetivou
desenvolverhidrogéis bioadesivos contendo acido rosmarinico incorporado
em nanoemuls@es de diferentes concentracdes para aplicacdo por via topica
em distarbios de hiperpigmentacédo na pele. Para tanto, a presente foi redigida
na forma de capitulos, com encarte de publicacdes, de acordo com as normas
vigentes no Regimento do Programa de POs-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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OBJETIVOS







Objetivo Geral

O objetivo principal da presente dissertacao foi desenvolver hidrogéis
bioadesivos contendo acido rosmarinico incorporado em nanoemulsdes com

vistas a sua administracdo topica em disturbios de hiperpigmentacao na pele.

Objetivos Especificos

e Preparar e caracterizar as nanoemulsées contendo acido rosmarinico;

e Desenvolver e caracterizar os hidrogéis contendo &cido
rosmarinicoincorporado em nanoemulsoées;

e Avaliar a estabilidade das formula¢des desenvolvidas;

e Avaliar a bioadesao das formulacfes desenvolvidas;

e Avaliar in vitro o perfil de liberagdo do &cido rosmarinico, em células de
difusdo de Franz, a partir das formulacdes preparadas;

e Avaliar in vitro o perfil de permeacéo/retencdo do acido rosmarinico em
pelede orelha suina estratificando-se as camadas da pele (estrato cérneo,
derme e epiderme), em células de difusdo de Franz, a partir das
formulacdes preparadas;

e Auvaliar o potencial irritante das formula¢des desenvolvidas em modelo de
membrana cério-alantoide de ovo embrionado de galinha (HET-CAM,

hen’s egg test chorionallantoic membrane).
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CAPITULO I: ARTIGO DE REVISAO

Nanotechnology-based delivery systems for skin hyperpigmentation:

Scientific literature and patents’ overview

Artigo a ser submetido: Clinics in Dermatology







Introducéo

O primeiro capitulo desta dissertacdo compreende um artigo cientifico de revisao
sobre o potencial da nanotecnologia como sistemas de liberacdo de compostos
para o tratamento de distirbios de hiperpigmentacdo da pele. A
hiperpigmentacdo € uma anormalidade qualitativa ou quantitativa que se
desenvolve a partir da aceleracdo da producédo de melanina que é ativada pela
enzima tirosinase. Os tratamentos existentes tém como principais desvantagens,
a instabilidade e efeitos adversos, aos quais estdo relacionados a uma baixa
efichcia terapéutica e tratamentos prolongados. Para contornar esta
desvantagem, tem sido investigado o0 encapsulamento de agentes
despigmentantes em diferentes tipos de nanoestruturas como lipossomas,
nanocristais, nanoemulsdes, nanoparticulas, nanoesponjas, carreadores
lipidicos nanoestruturados, niossomas e nanoparticulas lipidicas sélidas. Os
sistemas nanoestruturados podem proporcionar a entrega das substancias
ativas nas camadas mais profundas da pele e em um curto tempo de tratamento.
Neste contexto, esse capitulo teve por objetivo revisar os sistemas de liberacdo
de base nanotecnoldgica avaliados para tratar a hiperpigmentacéo da pele. Apés
extensa pesquisa bibliografica e de patentes, foram discutidos os desafios atuais
para o tratamento disponivel da hiperpigmentacdo cutdnea e as alternativas

nanotecnoldgicas existentes.
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O Capitulo 1 é constituido por artigo cientifico de revisdo a ser publicado,
conforme referéncia abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo compreendido entre as paginas 33-66.
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CAPITULO II: ARTIGO EXPERIMENTAL

Rosmarinic acid-loaded nanoemulsions thickened with chitosan hydrogel

designed to treat skin hyperpigmentation

Artigo a ser submetido: Journal of Pharmacy and Pharmacology







Introducao

O segundo capitulo desta dissertacao apresenta o estudo de desenvolvimento
de hidrogéis bioadesivos contendo acido rosmarinico incorporado em
nanoemulsdes para aplicacdo topica em distlurbios de hiperpigmentacdo. A
hiperpigmentagéo da pele é uma anormalidade, sendo causada pela exposi¢éo
aos raios ultravioleta UVA, reacdo adversa a medicamentos, fatores fisicos e
guimicos, entre outros. Atualmente, existe uma diversidade de tratamentos e
procedimentos que podem ser utilizados para a hiperpigmentacdo da pele. No
entanto, esses tratamentos estéo altamente associados a instabilidade e efeitos
adversos, além de tratamentos prolongados. Nesse contexto, o desenvolvimento
de novas estratégias para hiperpigmentacdo da pele continua sendo uma
consideracdo fundamental para os pesquisadores. O acido rosmarinico (AR) é
um composto polifendlico isolado primeiramente do alecrim, o qual possui
propriedades antioxidantes e antimelanogenicas bem descritas na literatura.
Neste contexto, no presente capitulo descreve a incorporacdo o AR foi
incorporado em nanoemulsbes espessadas com hidrogéis bioadesivos de
quitosana para aplicacao tépica com o objetivo de melhorar a permeacéo na pele
e viabilizar sua utilizacdo em distlrbios de hiperpigmentacdo cutanea. Para
tanto, a caracterizacao fisico-quimica, perfil reologico, propriedades bioadesivas
e ensaios de liberacdo e permeacéo/retencao in vitro através de pele de orelha
de suina foram avaliados. Apos a seguranca das formulacdes desenvolvidas foi
avaliada pelo Teste de Membrana Corioalantoica de Ovo de Galinha (HET-
CAM).
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O Capitulo 2 é constituido por artigo cientifico a ser publicado, conforme
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CONCLUSOES







O conjunto dos resultados obtidos ao longo dessa dissertacao
demonstra as potencialidades do uso de hidrogéis bioadesivos
contendo acido rosmarinicoincorporado em nanoemulsdes com vistas
a sua administracéo topica em disturbios de hiperpigmentacéo na pele,

com base nas seguintes conclusoes:

e Foi possivel obter nanoemulsfes contendo acido rosmarinico pelo
método de homogeneizacdo a alta pressdo, aos quais
posterirormente foram espessadas em hidrogéis bioadesivos de
quitosana;

e As propriedades fisico-quimicas apresentadas demonstraram a
adequabilidade das formula¢es desenvolvidas ao uso tépico, além
de uma adequada estabilidade fisica até 120 dias.

e O perfil de liberacdo in vitro do acido rosmarinico a partir das
formulac6es demonstraram um perfil de liberac&o controlada.

e O perfil de permeacdo e retencao in vitro em pele suina demonstrou
as potencialidades contendo &cido rosmarinico incorporado em
nanoemulsdes (HCNERra) para aplicacéo topica em disturbios de
hiperpigmentagéo, uma vezque possibilitou sua penetracédo até a
camada da derme em pele de orelha suina.

e A avaliacdo HET-CAM demonstrou uma irritabilidade moderada
nas formulacdes bioadesivas desenvolvidadas.

De uma maneira geral, o presente estudo demonstrou as
potencialidades da formulacdo desenvolvida (HCNEra) como um
carreador adequado para aplicacdo por via tOpica para tratar os
distarbios de hiperpigmentacdo na pele. Estudos futuros devem ser
conduzidos para confirmar esse potencial promissordas formulagdes
desenvolvidas. As perspectivas futuras desta dissertacdo,englobam a
avaliacdo da atividade antioxidante e antimelanogénica em modelosin

vitro.
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