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WYKAZ SKROTOW

SKROT WYJASNIENIE SKROTU
AA anti-aging
AAB anti-aging BASE
AAN anti-aging NANO
AC anti-acne
ACB anti-acne BASE
ACN anti-acne NANO

CIR Przeglad Sktadnikdw Kosmetycznych (ang. Cosmetic Ingredient Review)
CTAB bromek cetylotrimetyloamoniowy
DSC skaningowa kalorymetria réznicowa (ang. differential scanning calorimetry)

EYEB anti-aging eye BASE
EYEN anti-aging eye NANO

FDA Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration)
GRAS ogOdlnie uznane za bezpieczne (ang. Generally Recognized as Safe)

HPH homogenizacja wysokocisnieniowa (ang. high pressure homogenization)
HSH homogenizacja wysokoobrotowa (ang. high shear homogenization)

system nazewnictwa sktadnikow kosmetykéw (ang. International Nomenclature of
Cosmetic Ingredients)

U jednostki miedzynarodowe (ang. international unit)

Miedzynarodowa Unia Biochemii i Biologii Molekularnej (ang. International Union

INCI

IUBMB of Biochemistry i Molecular Biology)
IUPAC Miedzynarodo.wa Unia .Chemii Czystej i Stosowanej (ang. International Union of
Pure and Applied Chemistry)
LN nanoczgstki lipidowe (ang. lipid nanoparticles)
MLS wielokrotne rozpraszanie swiatta (ang. multiple light scattering)
NLC nanostrukturalne nosniki lipidowe (ang. nanostructured lipid carriers)
Pdl wspétczynnik polidyspersyjnosci (ang. polydispersity index)
R2 wspotczynnik elastycznosci ogdlnej
RBP biatko wigzgce retinol (ang. retinoid binding proteins)
sces Komitet Naukowy ds. Bezpieczenstwa Konsumentow (ang. Scientific Committee on

Consumer Safety)
SLN state nanoczastki lipidowe (ang. solid lipid nanoparticles)
biatko biorgce udziat w uwalnianiu neuroprzekaznikow (ang. SyNaptosome-

SNAP-25 Associated Protein, 25kDa)
biatko transbtonowe (ang. SNAP receptors — Soluble N-ethylmaleimide sensitive
SNARE ;
factor Attachment protein REceptor)
TEWL transepidermalna utrata wody (ang. transepidermal water loss)
TSI wskaznik stabilnosci (ang. Turbiscan stability index)
XRD dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego (ang. X-ray diffraction)
7-Ave Srednia wielko$¢ hydrodynamiczna czastek (wazona intensywnoscia) (ang. Z-
Average, average particle size Z)
ZP potencjat zeta (ang. zeta potential)

ABS Swiatfo wstecznie rozproszone (ang. backscattering light)



ZYCIORYS NAUKOWY

W czerwcu 2005 r. obronitam tytut magistra inzyniera na Wydziale Rolniczym Akademii
Rolniczej im. Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu. Moim promotorem byta dr hab.
Stanistawa Szczepaniak.

W grudniu 2009 r. ukonczytam pottoraroczne studia podyplomowe w Wyiszej
Szkole Zdrowia, Urody i Edukacji w Poznaniu, na kierunku kosmetologia — specjalizacja:
kosmetologia i marketing produktu kosmetycznego. Natomiast w czerwcu 2017 r.
zaliczytam roczne studia podyplomowe na Uniwersytecie Medycznym im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu — specjalizacja: badania kliniczne i biomedyczne badania
naukowe.

W pazdzierniku 2020 r. rozpoczetam studia doktoranckie na Wydziale Chemii UAM
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, w Zakfadzie Chemii Stosowanej. Studia
te, w formie doktoratu wdrozeniowego, stanowig czes¢ programu Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego. Promotorem mojej pracy zostata prof. dr hab. Izabela Nowak,
a promotorem pomocniczym — dr Marta Marzec. Udziat w projekcie umozliwito mi petne
zatrudnienie w firmie Dottore Polska sp. z 0.0. W Dottore pracuje od 10 lat, zajmuje
stanowisko project managera i safety assessora. Do moich obowigzkdéw nalezy: wdrazanie
nowych linii produktowych na runek polski i zagraniczny; bezposrednia wspdtpraca
z zaktadem produkcyjnym oraz monitorowanie proceséw legislacyjnych dotyczgcych
produktéw kosmetycznych; toksykologiczna ocena sktadnikéw formulacji kosmetycznych;
ocena wynikéw badan mikrobiologicznych, dermatologicznych i aplikacyjnych oraz badan
stabilnosci i kompatybilnosci wyrobéw kosmetycznych.

Ze Srodowiskiem kosmetycznym jestem zwigzana od 20 lat. W tym czasie bratam
udziat w licznych szkoleniach i kongresach, podczas ktérych petnitam rézne funkcje:
stuchacza, prelegenta i szkoleniowca. Swoje kwalifikacje rozwijatam m.in. podczas
nastepujgcych wydarzen:

e MS Spectrum, warsztaty online: ,Spektroskopia w przemysle farmaceutycznym

i kosmetycznym?”;

e Biichi Labortechnik AG: ,,Chromatography masterclass — Detection Methods: How
to purify, concentrate & formulate proteins and peptides”;
e Eprus: ,Urzagdzenie Courage + Khazaka w badaniu skdry i potwierdzaniu deklaragji
marketingowych”.
Dzieki szkoleniom rozwijatam takze umiejetnosci stosowania narzedzi takich jak: baza
Scopus, Reaxys Medicinal Chemistry, Marvin JS czy SciVal.




Ukonczytam réwniez 17 kurséw zwigzanych z branzg kosmetyczng, w tym:

e ,Wymagania dobrejpraktyki produkcyjnej dla duzych i matych firm kosmetycznych
zgodnie z wytycznymi normy PN EN I1SO 22716:2009”;

e ,Zmiany w CLP. Wprowadzenie nowej klasy zagrozen — konsekwencje dla branzy
kosmetycznej. Ocena bezpieczeristwa kosmetykow w swietle aktualnych wymagan
prawnych”;

e ,Kongres Bezpieczenstwa Produktéw Kosmetycznych i Chemii Gospodarczej”.
Jestem autorka 4 publikacji w czasopismach z listy czasopism punktowanych przez

MNiSW (wyszczegdlnione w kolejnym podrozdziale) oraz 2 publikacji w niepunktowanych
czasopismach komercyjnych.

W trakcie studidw doktoranckich bratam udziat w polskich i miedzynarodowych
konferencjach naukowych —wygtositam 9 prezentacji ustnych i uczestniczytam w 10 sesjach
posterowych.

Ponadto od wielu lat jestem aktywnym cztonkiem Polskiego Stowarzyszenia
Przemystu Kosmetycznego i Detergentowego oraz Polskiego Towarzystwa Chemikdéw

Kosmetologow.
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STRESZCZENIE PRACY W JEZYKU POLSKIM

Dynamiczny rozwdj przemystu kosmetycznego oraz oczekiwania konsumentéw
spowodowaty wzrost zapotrzebowania na skuteczne i nowoczesne rozwigzania w zakresie
dostarczania substancji aktywnych przez warstwy naskdrka. Wykorzystanie statych
nanoczastek lipidowych (ang. solid lipid nanoparticles, SLN) enkapsulowanych zwigzkami
czynnymi, takimi jak retinol oraz peptyd, jest sposobem na efektywng penetracje zwigzkéw
do gtebszych warstw naskdrka. Synergistyczne dziatanie zwigzkéw bioaktywnych
inkorporowanych w nosniki lipidowe wptywa na regulacje licznych proceséw w skdrze przy
zastosowaniu minimalnych dziatajgcych dawek.

Gtownym celem badan prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
byto opracowanie metody otrzymywania SLN inkorporowanych retinolemioligopeptydem
oraz ocena witasciwosci aplikacyjnych produktéw kosmetycznych zawierajgcych te czastki.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie spdjnego tematycznie cyklu
czterech artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych z listy MNiSW. Dwa
pierwsze artykuty przedstawiono w formie przegladu literatury — na podstawie
kilkudziesieciu zrédet — na temat retinolu i peptydéw: ich budowy chemicznej, sposobu
dziatania i funkcji w skérze oraz witasciwosci i wptywu na skoére, a takze na temat
zastosowania tych zwigzkéw w produktach kosmetycznych i farmaceutycznych w formie
nanoczastek lipidowych. W trzecim artykule szczegétowo omoéwiono metodyke
otrzymywania SLN enkapsulowanych retinolem i pentapeptydem-18. Natomiast w
ostatniej publikacji opisano wptyw produktéw kosmetycznych zawierajgcych opracowang
dyspersje SLN na skére, na podstawie badan in vivo.

W toku przeprowadzonych badan zoptymalizowano sktad SLN inkorporowanych
retinolem i oligopeptydem oraz potwierdzono stabilno$¢ badanych dyspersii,
uwzgledniajgc podstawowe parametry fizykochemiczne: Srednig wielkos¢ czgstek (Z-Ave),
wspotczynnik polidyspersyjnosci (Pdl) oraz potencjat zeta (ZP). Nastepnie metode produkgji
SLN przeniesionozlaboratorium naskale produkcyjna. W kolejnym etapie opracowano trzy
produkty kosmetyczne — o wtasciwosciach przeciwstarzeniowych, przeciwtradzikowych
oraz do pielegnacji oczu — w ktdrych sktadzie zastosowano zoptymalizowang dyspersje
nanoczastek lipidowych. Stabilnos¢ otrzymanych produktdw kosmetycznych zostafa
potwierdzona z wykorzystaniem metody wielokrotnego rozpraszania swiatta, natomiast ich
skuteczno$¢ dziatania na skdore w zakresie poprawy elastycznosci skdry, zmniejszenia
widocznosci zmarszczek oraz wzmocnienia funkcji seboregulacyjnej zweryfikowano w toku
badan in vivo z udziatem ochotnikow.



STRESZCZENIE PRACY W JEZYKU ANGIELSKIM

The dynamic development of the cosmetic industry and consumer expectations have
increased the demand for effective and modern solutions in the delivery of active
substances through the epidermal layers. The use of solid lipid nanoparticles (SLN)
encapsulated with active compounds, such as retinol and peptide, is a way to effectively
penetrate the compounds into the deeper layers of the epidermis. The synergistic action
of bioactive compounds incorporated into lipid nanocarriers affects the regulation of
numerous processes in the skin with minimal-acting doses.

The main objective of the research carried out withinthe framework of this doctoral
dissertation was to develop a method for obtaining SLNs incorporated with retinol and
oligopeptide and to evaluate the application properties of cosmetic products containing
them.

The dissertation was prepared in the form of a thematically coherent series of four
articles published in scientific journals from the Ministry of Science and Higher Education
list. The first two articles take the form of a literature review — based on dozens of sources
—onretinoland peptides: their chemical structure, mode of action and function in the skin,
and properties and effects on the skin, as well as on the use of these compounds in
cosmetic and pharmaceutical productsin the form of lipid nanoparticles. The third article
details the methodology for obtaining SLN encapsulated with retinol and pentapeptide-18,
while the last article describes the effects of cosmetic products containing the developed
SLN dispersion on the skin, based on in vivo studies.

Inthe course of the research, the composition of SLNs incorporated with retinol and
oligopeptide was optimized and the stability of the tested dispersions was confirmed,
taking into account the basic physicochemical parameters — mean particle size (Z-Ave),
polydispersity index (PDI) and zeta potential (ZP). The SLN production method was then
transferred from the laboratory to the production scale. In the next stage, three cosmetic
products, with anti-aging, anti-acne, and eye care properties, were developed using an
optimized dispersion of lipid nanoparticles in their formulation. The stability of the
obtained cosmetic products was confirmed using the multiple light scattering method,
while their efficacy on the skin was verified in the course of in vivo studies with volunteers
—interms of improvingskin elasticity, reducingthe appearance of wrinkles, and enhancing
seboregulatory function.



l. WSTEP

Rynek kosmetyczny jest jednym z najdynamiczniej rozwijajgcych sie sektoréw gospodarki.
W 2022 r. odnotowat prawie 17-procentowy wzrost swiatowe] sprzedazy [1]. Takze w
Polsce z roku na rok rosnie zainteresowanie zaréwno krajowymi, jak i zagranicznymi
produktami kosmetycznymi, co przyczynia sie do nieustannego rozwoju branzy. W 2022 r.
Polska zajmowata 14. miejsce naliscie eksporteréw kosmetykdw na swiecie, z udziatem na
poziomie 2,7% [1]. Wzrost ten jest napedzany przez kilka kluczowych czynnikdéw, takich jak
rosngca Swiadomosc¢ konsumentow dotyczaca pielegnacjiurody, innowacje technologiczne
orazzmieniajgce sie trendy i preferencje konsumenckie. W ostatnich latach coraz wyrazniej
widoczna jest koncepcja ,czystego piekna” [1]. Jest to wieloaspektowy trend obejmujacy
kwestie etyczne (zakaz testowania produktéw kosmetycznych na zwierzetach), ekologiczne
(zrownowazone procesy technologiczne oraz surowce kosmetyczne bezpieczne dla
srodowiska i zdrowia cztowieka) oraz ustawodawcze (ciggte modyfikacje unijnych
zagadnien legislacyjnych).

Zmieniajgce sie preferencje konsumenckie majg ogromny wptyw na ksztattowanie
rynku kosmetycznego. Klienci zwracajg wiekszg uwage na sktad produktdw kosmetycznych,
ich pochodzenie oraz etyczno$é produkcji. Trendy takie jak minimalizm w pielegnacji (tzw.
skin minimalism) oraz personalizacja kosmetykow zyskujg na znaczeniu. Producenci starajg
sie odpowiadaé na potrzeby réznych grup konsumentéw poprzez oferowanie produktéw
dostosowanych do poszczegdlnych typdw skory, problemdw skérnych oraz wieku. Skin
minimalism to nie tylko zdrowa i piekna skéra pielegnowana mniejszg liczbg produktéw. To
takze ograniczenie liczby uzywanych kosmetykéw do absolutnego minimum,
skoncentrowanie sie na wielofunkcyjnych produktach oraz na nawykach wspierajgcych
naturalne funkcje skory. Zwolennicy tego trendu uwazajg, ze ,mniej znaczy wiecej” —
rowniez pod wzgledem liczby sktadnikéw aktywnych w preparatach kosmetycznych.
Konsekwencjg jest ograniczenie stosowanych kosmetykdw do tych o krétszym sktadzie INCI
(ang. International Nomenclature of Cosmetic Ingredients), ale bogatszym pod wzgledem
zawartych substancji czynnych.

W branzy kosmetycznej wystepuje takze inny trend: holistyczne dbanie o wyglad
i kondycje skory. To wiele jednoczesnych dziatan — przede wszystkim wspieraniei ochrona
naturalnej bariery naskdrka, wspomaganie mikrobiomu, wzmacnianie wiékien skdérno-
naskdrkowych odpowiedzialnych za elastycznosé skéry oraz odbudowa i regeneracja skory
wtasciwej. W takim przypadku istotne beda: odpowiedni dobdr zastosowanych zwigzkéw
aktywnych oraz forma fizykochemiczna kosmetyku. Spetnianie oczekiwan konsumenta oraz
efektywnos¢ produktu kosmetycznego to kluczowe aspekty wzrostu zainteresowania
i checi zakupu.

Rynek kosmetyczny w Polsce podlega scistym regulacjom prawnym, ktére majg na
celu zapewnienie bezpieczeristwa i jakosci produktéw kosmetycznych. Normy te sg zgodne
z wytycznymi Unii Europejskiej, co dodatkowo wptywa na wysoka jakos¢ oferowanych
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kosmetykéw. Producentom narzuca sie obowigzek doktadnego testowania produktéw
kosmetycznych przed ich wprowadzeniem na rynek oraz transparentnego informowania
konsumentdw o sktadzie i dziataniu preparatéw. Czesto wprowadzane obostrzenia i zakazy
w stosowaniu zwigzkdéw chemicznych, a takze zmniejszanie dozwolonych wartosci stezen
tychze substancji, stanowig znaczgce ograniczenia dla producentédw. Celem zachowania
skutecznego dziataniai bezpieczenstwa kosmetykdw producenci siegajg po wykorzystanie
nowych rozwigzan w procesach technologicznych. Efektywne uwalnianie substangji
aktywnych z formulacji kosmetycznych oraz mozliwo$é modulacji ich przenikania przez
bariere naskérkowa to jedne z istotniejszych wyzwan dzisiejszej kosmetyki. Na potrzeby te
doskonale odpowiadajg lipidowe systemy nosnikowe, stosowane w przemysle
farmaceutycznym od lat 90. XX wieku, stwarzajgce doskonate mozliwosci w zakresie
zastosowania ich w produktach kosmetycznych do aplikacji miejscowej. Nanoczgstki
lipidowe zastugujg na szczegblng uwage pod wzgledem ich wykorzystania jako nosnikéw
transdermalnych — dotyczy to m.in. statych nanoczastek lipidowych (ang. solid lipid
nanoparticles, SLN). Specyfika ich syntezy pozwala na zastosowanie biokomaptybinych ze
skora i nietoksycznych zwigzkédw chemicznych, umozliwiajgcych skuteczniejszg penetracje
przez warstwy naskérka. Ponadto zapewnia ochrone sktadnikéw aktywnych przed
czynnikami zewnetrznymi (takimi jak promieniowanie UV i tlen) oraz przedtuzone
uwalnianie enkapsulowanych zwigzkéw czynnych w czasie.

Badania prowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej stanowity prébe
stworzenia serii formulacji kosmetycznych o dziataniu anti-aging (przeciwstarzeniowym)
oraz anti-acne (przeciwtrgdzikowym), zawierajgcych jako substancje aktywne retinol oraz
oligopeptyd inkorporowane do statych nanoczastek lipidowych. Takie rozwigzanie
doskonale wpisuje sie w opisane powyzej trendy skin minimalizmu oraz holistycznej
pielegnacji skéry. Retinol, jako czynnik odpowiedzialny za proces regulacji i poprawy
kondycji naskdrka, oddziatuje na tempo procesu keratynizacji —przyspiesza je. Retinoid ten
reguluje takze prace gruczotéw tojowych i melanocytdw (komdrek barwnikowych skéry).
Zwieksza synteze kolagenui elastyny, przez co wptywa na poprawe architektury gtebszych
warstw naskorka i skéry wtasciwej. Podobne wtasciwos$ci ma zastosowany oligopeptyd,
ktéry ponadto odgrywa znaczacg role w procesie syntezy widkien kotwiczgcych pomiedzy
skérg witasciwg a naskorkiem. Stad idea enkapsulacji retinolu i peptydu do SLN
motywowana byta zapewnieniem ich szybszej penetracji transepidermalnej oraz
wydtuzonego w czasie dziatania aktywnego.

W  czesci doswiadczalnej przeprowadzono optymalizacje wtasciwosci
fizykochemicznych statych nanoczastek lipidowych oraz zweryfikowano stabilnos¢ w czasie
i w rdinych temperaturach zaréwno nanoczgstek inkorporowanych substancjami
bioaktywnymi, jak i finalnej receptury produktu kosmetycznego. Ostatecznie efektywnosé
dziatania opracowanych produktéw kosmetycznych potwierdzity dwumiesieczne badania
in vivo z udziatem grupy ochotnikow.
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Il. CZESC LITERATUROWA

1. Transport substancji aktywnych przez skore

1.1. Rodzaje transportu

Skéra to najwiekszy ludzki organ — ma powierzchnie 1,8-2,0 m?. Sktada sie z naskérka, ze
skory wiasciwej oraz z tkanki podskdérnej. Petni wiele istotnych funkcji, takich jak na
przyktad [2,3]:

e funkcja ochronna (chroniprzed wnikaniem szkodliwych substancji i drobnoustrojow

oraz przed dziataniem promieniowania UV i przed urazami mechanicznymi);
e funkcja termoregulacyjna (za posrednictwem gruczotéw potowych oraz

rozszerzania i kurczenia naczyn krwionosnych);
e funkcja wydalnicza (usuwanie nadmiaru wody, wydalanie zbednych produktéw

przemiany materii);
e funkcja wydzielnicza (wydzielanie foju budujgcego warstwe hydrolipidowg

naskdrka);

e funkcja syntetyzujgca (wytwarzanie melaniny);

e odczuwanie bodZcéw (zmyst dotyku).

Substancje aktywne muszg wykazywa¢ okreslone wtasciwosci, aby przedostaé sie
przez naskérek i osiggnac¢ dziatanie terapeutyczne [2,3]. Lipofilowy charakter warstwy
rogowej naskérka (tac. stratum corneum) umozliwia penetracje przede wszystkim
substancji niejonowych, lipofilowych (log P w zakresie 1-3), o niskiej masie czgsteczkowej
(< 500 Da) [4]. Transdermalny transport substancji aktywnych zyskat na znaczeniu dzieki
mozliwos$ci dostarczenia ich do organizmu bez obcigzenia ogdlnoustrojowego [3,5].
Wchtanianie substancji — zaréwno terapeutycznych, jak i toksycznych — jest uposledzane
przez funkcje barierowa warstwy rogowej [3]. W latach 60. XX wieku zauwazono, ze
grubos¢ warstwy rogowej moze wptywac na mozliwosci wchtaniania ksenobiotykdw [3].
Silnie lipofilowy charakter stratum corneum znaczgco ogranicza penetracje zwigzkéw
egzogennych [5].

Penetracja substancji aktywnych przez bariery naskdrkowe moze zachodzi¢ na
drodze dyfuzji miedzykomdrkowej, transportu czynnego lub za posrednictwem nosnikow
[6-8]. Dyfuzja zachodzi na drodze penetracji lipofilowej, z wykorzystaniem transportu przez
cement komérkowy naskdrka oraz poprzez penetracje hydrofilowg — przez mikropory
obecne w skorze. Jaworska i inni [8] zwracajg uwage, ze dominujgcym rodzajem jest
transport miedzykomorkowy. Dyfuzja bierna to proces niewymagajgcy wydatkowania
energii i zachodzacy zgodnie z gradientem stezen. Czerwonka i inni [7] podkreslajg, izim
lepiej rozpuszczalna w ttuszczach jest substancja, tym szybciej penetruje ona przez warstwy
naskdrka. Transport czynny wymaga dostarczenia energii potrzebnej do aktywacji no$nika
majgcego powinowactwo do przenoszonej substancji. Natomiast transport zachodzacy
przy udziale promotordw wchfaniania wykorzystuje mechanizmy sorpcji: podczas
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przenikania do warstwy rogowej wykorzystuje zjawisko zaburzenia uktadu lipidéw i tym
samym zwieksza przepuszczalno$é warstwy [7].

Transport substancji bioaktywnych moze sie odbywaé trzema drogami: poprzez struktury
naskorka, tj. drogg miedzykomdrkowq (transepidermalng), drogg przezkomdrkowa
(transdermalng) oraz poprzez przydatki skdry, takie jak ujscia gruczotéw potowych, mieszki
wtosowe oraz gruczoty tojowe [9] (rys. 1). Transepidermalny, czyli miedzykomorkowy
transport substancji bazuje na obecnosci ptynnych i nieuporzgdkowanych lipidéw w
cemencie komorkowym warstwy rogowej, ktérych wystepowanie jest kluczowe w dyfuzji

czgstek o] charakterze

lipofilowym i amfifilowym * wios

[10]. Natomiast transport Keratynocyty

transdermalny polega na "¢ > @ § 7
warstwa ¢ X = ) )

przenikaniu zwigzkéw przez rogowa :%?E.,( >

komorki naskérka. Zdaniem - O Cg)é)(g)cg) CS%%)O

Shaikh i wsp. droga ta nie P

wymaga dyfuzji, dzieki naskorek : %

obecnosci niewielkich e o

kanatow transepidermalnych, - m M

dlatego jest to °

najskuteczniejsza droga wiacwa -

penetracji dla  substancji - krwionosne |

hydrofilowych [10]. Rysunek 1. Drogi przenikania substancji bioaktywnych przez skére

(opracowanie wtasne na podstawie: Kakadia [11]).
Trzecig drogg dostarczania zwigzkdw bioaktywnych sg przydatki skéry. Z powodu
matej powierzchni catkowitej, jakg gruczoty potowe i tojowe oraz mieszki wiosowe zajmujg
na powierzchni skdry (0,1%), skutecznosé tego sposobu jest mniej znaczaca [7]. Jednakze,
na co zwrdcili uwage Wosicka i Cal podczas analizy profilu skéry, mieszki wtosowe
potaczone sg z naczyniami wtosowatymi, natomiast ujscia gruczotow tojowych znajduja sie
ponizej warstwy rogowej naskdrka; stagd substancje aktywne przedostajg sie bezposrednio
do zywych tkanek, gdzie s3 metabolizowane [12]. W przypadku duzych czgsteczek
polarnych i zwigzkédw jonowych, ktére z trudem przedostajg sie przez warstwy naskoérka,
sposoOb ten odgrywa istotng role [7]. Droga przez przydatki skory moze byé wykorzystywana
do transportu substancji aktywnych przy wspotudziale odpowiednio dobranych nosnikow
lipidowych, jakimi sg state nanoczgstki lipidowe (SLN). Cal i Stefanowska uwazajg, ze
najwiekszg szanse na zastosowanie w kosmetyce w postaci SLN majg wtasnie te substancje,
ktorych penetracja zachodzi drogg przez mieszki wtosowe [4]. W przypadku retinolu to
transport z wykorzystaniem przydatkéw skéry stanowi podstawowa droge penetracji do
gtebszych warstw skéry [13]. Z kolei peptydy — zwigzki o charakterze hydrofilowym — nie
wykazujg mozliwosci wchtfaniania pasywnego przez skoére, stad dostepnos¢ metod
dostarczania zwigzkéw peptydowych jest dos¢ ograniczona [6].
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1.2. Nanoczastki lipidowe jako nosniki substancji aktywnych

Nanoczastki lipidowe (ang. lipid nanoparticles, LN) s znane i stosowane w przemysle
kosmetycznym i farmaceutycznym od 1991 r. [14]. Obecnie uznaje sie je za jedne
z najskuteczniejszych nosnikdw substancji aktywnych. Nanoczastki lipidowe sktadajg sie
z mieszaniny biokompatybilnych i biodegradowalnych lipidéw. Matryca lipidowa nosnikow
jest zdolna do inkorporacji zaréwno lipofilowych, jak i hydrofilowych substancji czynnych.
Ze wzgledu na obecnos¢ dwdch niemieszalnych faz w skfadzie dyspersji LNs — lipidowej
iwodnej — konieczne jest zastosowanie substancji powierzchniowo czynnej, czyli
surfaktantu. Rodzaj uzyskanej struktury nosnikowej zalezy zatem od uzytego lipidu
statego/ciektego, charakteru substancji aktywnej, surfaktantu oraz zastosowanej metody
produkgcji [14].
Ze wzgledu na budowe nanoczastki lipidowe mozna podzieli¢ na trzy generacje:
e | generacja — state nanoczastki lipidowe (ang. solid lipid nanoparticles, SLN);
e Il generacja— nanostrukturalne nosnikilipidowe (ang. nanostructured lipid carriers,
NLC);
e Il generacja — SmartLipids®.

1.2.1. State nanoczastki lipidowe (SLN) — definicja, typy, wtasciwosci,
zastosowanie

State nanoczastki lipidowe to struktury, ktérych co najmniej jeden wymiar przestrzenny nie
przekracza 100 nm, majgce wielkos¢ w przedziale 40-1000 nm. Nalezg do pierwszej
generacji lipidowych nosnikdw substancji aktywnych. Matryca SLN skfada sie z lipidu lub
mieszaniny lipidéw, do wnetrza ktdrej inkorporowana jest substancja aktywna (rys. 2).
Zawartosc lipidu statego wynosi najczesciej 0,1-30% wag. dyspersji, przy czym wzrost
stezenia lipidéw powyzej 5% wag. powoduje zwiekszenie rozmiardw otrzymywanych
nanoczgstek lipidowych [15]. Biodostepnos¢ lipidéw stosowanych w SLN przektada sie na
niskie ryzyko zwigzane z pojawieniem sie reakcji niepozgdane;j.

SUBSTANCJA
+ +

|
AKTYWNA SURFAKTANT i o WODA —]

Rysunek 2. Schemat budowy dyspersji SLN (opracowanie wtasne).

Zwigzki powierzchniowo czynne stanowig kluczowy element odpowiedzialny za
sposOb agregacji czastek na granicy faz. W sktadzie dyspersji nanoczastek lipidowych
uwzglednia sie zazwyczaj jeden lub kilka réznych surfaktantéw w ilosci od 0,5% do 5,0%
wag. Lista GRAS (ang. Generally Recognized as Safe) przedstawia wszystkie substancje
zgrupy surfaktantow i lipidéw, ktére zostaty uznane za bezpieczne do stosowania
w kosmetykach, lekach i zywnosci. Substancje te, z powodu przynaleznosci do lipidéw
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fizjologicznych (naturalnie wystepujacych w organizmie), uznano za biokompatybilne
i biodegradowalne [16].

Ze wzgledu na charakterinkorporowanej substancji aktywnejoraz na wybér metody
otrzymywania nanoczgstek lipidowych SLN mozna podzieli¢ na trzy typy (rys. 3).
Zastosowane substancje aktywne mogg by¢ inkorporowane zaréwno pomiedzy taricuchy
lipidowe, jaki do komory wodnejznajdujgcej sie wewngtrz samego nosnika. Od charakteru
enkapsulowanej substancji zalezy szybko$¢ jej uwalniania. Substancje aktywne zawarte
w zewnetrznej powtoce nanoczgstki wykazujg tendencje do szybszego uwalniania [17].

TYP 1. TYP 2. TYP 3.

MODEL MATRYCY JEDNORODNEJ MODEL WZBOGACONEJ POWLOKI MODEL WZBOGACONEGO
Réwnomierne rozmieszczenie Substancja aktywna znajduje sie RDZENIA

substancji aktywnej w cafej w powtoce nanoczgsteczki. Substancja aktywna znajduje sie
objetosci matrycy lipidowej. Warunkuje natychmiastowe w rdzeniu nosnika.

Mozliwos¢ uzyskania w wyniku uwalnianie zwigzku aktywnego z Wadg jest mata pojemnosc dla
procesu homogenizacji matrycy (ang. burst release). inkorporowanej substancji oraz
wysokocisnieniowej na zimno. postepujgca w czasie

utrata zwigzku
aktywnego z
matrycy lipidowej.

Rysunek 3. Rozmieszczenie substancji aktywnej w SLN (opracowanie wtasne na podstawie: Patel i wsp. [18]).

1.2.2. Nanostrukturalne czastki lipidowe (NLC) — definicja, typy,
wiasciwosci, zastosowanie

Drugg generacje nosnikow lipidowych stanowig nanostrukturalne nosniki lipidowe. NLC to
mieszanina lipidow statych (podobnie jak w SLN) z lipidami ciektymi, najlepiej
w proporcjach od 70:30d0 99,9:0,1. Précz lipidéw w sktad dyspersji NLC wchodzi surfaktant
oraz substancja aktywna i woda (rys. 4). Sktad ten umozliwia zwiekszenie ilosci oraz
stabilnosci inkorporowanej substancji aktywnej, a takze zwieksza stabilnos¢ fizyczng
dyspersji nanoczastek lipidowych [19, 20].

SUBSTANCIA —
L 3 L AKTYWNA o | | sURFAKTANT | i | | woDA [ mm

Rysunek 4. Schemat budowy dyspersji NLC (opracowanie wtasne na podstawie: Miiller i Souto [21]).

NLC powstaty w odpowiedzi na niedoskonatosci SLN. Zostaty zbudowane
z biodegradowalnych i biokompatybilnych lipidéw, a ich wielko$¢ nie przekracza 200 nm.
Nanostrukturalne nosniki lipidowe réznig sie od statych nanoczastek lipidowych stopniem
uporzadkowania oraz temperaturg topnienia nizsza w porédwnaniu do SLN, ze wzgledu
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wtasnie na obecnos$¢ lipidodw ciektych. Nanostrukturalne nosniki lipidowe wystepuja

w trzech modyfikacjach (rys. 5).

TYP 1.

MODEL NIEUPORZADKOWANEGO
KRYSZTAtU

Wysoce nieuporzgdkowana struktura,
ktora powstaje przez zmieszanie
lipidow statych z lipidem ciektym.
Model ten ma najwyzsza pojemnosc
fadunkows.

TYP 2.

MODEL AMORFICZNY
Substancja aktywna dobrze
rozpuszczalna w lipidach ciektych
zostaje wczesniej otoczona lipidem
statym. Uzyskuje sie dzieki temu
wiekszg stabilnos¢ substancji czynnej,
ochrone przed degradacjg oraz
zminimalizowanie jej ubytku z matrycy
lipidowej.

TYP 3.

MODEL ZtOZONY (WIELOKROTNY)
Stworzony na wzdr emulsji
wielokrotnej typu W/O/W.
Uzyskiwany jest w wyniku pofaczenia
maksymalnego stezenia lipidu
ciektego z lipidem statym. Zapewnia
zwiekszenie pojemnosci nanoczastki
dla inkorporowanej substancji
czynnej.

Rysunek 5. Rozmieszczenie substancji aktywnej w NLC (opracowanie wiasne na podstawie: Miiller i Souto
[21] Sliwowska [22]).

1.2.3. SmartLipids®

W 2014 r. powstata nowa, trzecia generacja nanoczgstek, zwana SmartLipids®. Nosniki te
sg pofaczeniem zalet wczesniejszych generacji nanoczgstek lipidowych. ,,Chaotyczna”
struktura zostata stworzona poprzez zmieszanie nawet do dziesieciu réznych lipiddw,
zaréwno statych, jaki ciektych, co zapewnito zwiekszong pojemnosétadunkowa. Ulepszona
zostata stabilno$é fizyczna i chemiczna, wydtuzyt sie takze czas uwalniania inkorporowane;j
substancji aktywnej. Nanoczgstki SmartLipids® majg wielkos¢ od kilku nanometréw do
ponad 1000 nm, natomiast typowy rozmiar miesci sie w przedziale 200—-400 nm.
Otrzymywanie dyspersji SmartLipids® jest analogiczne do nanoczgstek poprzednich
generacji i zachodzi 5-10°C powyzej temperatury topnienia lipidow, najczescigj
z wykorzystaniem metody homogenizacji wysokoci$nieniowej [23, 24].

1.2.4. State nanoczastki lipidowe (SLN) w kosmetyce

Niska toksycznos$é, biodegradowalnosc i brak konieczno$ci stosowania rozpuszczalnikéw
organicznych w przypadku SLN doskonale wpisujg sie w trend zrdéwnowazonej kosmetyki
i zielonej chemii, a takze skin minimalizmu. Istotng zaletg statych nanoczgstek lipidowych
jest tatwosé przeniesienia technologii otrzymywania z procesu laboratoryjnego na skale
produkcyjng. Ponadto dzieki swojej skutecznosci metoda nosnikowa umozliwia
zastosowanie mniejszej ilosci sktadnikow aktywnych przy zachowaniu skutecznych efektow
terapeutycznych [9]. Miiller i jego grupa badawcza [25] zwracajg uwage na kosmetyczne
zastosowanie SLN, ktdre stanowi obiecujgcy sposéb dostarczania substancji aktywnych w
produkcie kosmetycznym ze wzgledu na szereg zalet wykazywanych przez nanoczastki

lipidowe w poréwnaniu z tradycyjnymi metodami, takich jak:
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e zwiekszenie absorpcji substancji przez bariere naskérkows i poprawa gtebokosci
penetracji przez skore [9];

e zwiekszenie stabilnosci chemicznej wprowadzanych substancji bioaktywnych [26];

e ochrona inkorporowanych substancji aktywnych (np. retinolu) przed degradacja
chemiczng [17];

e mozliwos¢kontrolowanego i przedtuzonego uwalniania substancji czynnej [9, 26];

e witasciwosci okluzyjne samych nosnikow lipidowych, ktére powodujg ograniczenie
przeznaskorkowej utraty wody (ang. transepidermal water loss, TEWL) i wptywaja
korzystnie na poziom nawilzenia skéry [9, 16].

1.2.5. Metody otrzymywania SLN

Proces syntezy nanoczgstek lipidowych przebiega wanalogiczny sposdb bez wzgledu na ich
generacje [23], jednak dobdr wtasciwej metody jest zalezny od specyfiki inkorporowanej
substancji aktywnej, typu nosnika lipidowego oraz docelowego sposobu uwalniania
substancji bioaktywnej [19]. Dostepnos¢ réznorodnych proceséw technologicznych
pozwala dostosowa¢ metodologie tak, aby spetnia¢ indywidualne wymagania substangji
aktywnej inkorporowanej do matrycy lipidowej. State nanoczastki lipidowe mogg by¢
otrzymywane z wykorzystaniem réznych metod, jednak najczesciej stosowane sg sposoby
omdwione ponizej.

Homogenizacja wysokocisnieniowa (ang. high-pressure homogenization, HPH)

To najskuteczniejsza i najczesciej stosowana metoda syntezy nanoczgstek lipidowych.
Technika ta moze by¢ wykonywana na ciepto, gdy od inkorporowanej substancji aktywnej
oczekuje sie natychmiastowego uwalniania, lub na zimno, jesli enkapsulowany zwigzek ma
by¢ uwalniany stopniowo [27, 28]. Homogenizacja wysokocisnieniowa polega na
przepuszczaniu formulacji przez waskie rurki (o srednicy kilku mikronéw) pod cisnieniem
w zakresie 100-2000 baréw [26]. Proces HPH moze by¢ poprzedzony wstepng
homogenizacjg z wykorzystaniem homogenizatora wysokoobrotowego, w wyniku czego
powstaje tzw. preemulsja. Wielkos¢ otrzymanych nosnikdéw lipidowych jest uzalezniona od
parametréw takich jak: zastosowane cisnienie oraz liczba cykli HPH, a takie rodzaj
i zawartos¢ lipidow statych/ciektych. Najwiekszg zalete metody stanowi krotki czas
produkcji oraz mozliwosc¢ zastosowania jej na skale produkcyjna [26, 29]. Natomiast wsréd
wad mozna wymieni¢ wysokg energochtonnos$¢ oraz wzrost temperatury, ktéry moze
negatywnie wptyngé¢ na enkapsulowang substancje aktywng [29].

Homogenizacja z wykorzystaniem homogenizatora wysokoobrotowego
(ang. high shear homogenization, HSH)

Metoda z wykorzystaniem homogenizatora wysokoobrotowego jest powszechnie znana
i bardzo czesto wykorzystywana do tworzenia nanoczgstek lipidowych [26]. Rekomenduje
sie jg szczegdlnie w przypadku inkorporacji substancji hydrofilowych, ktére majg
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powinowactwo do fazy wodnej surfaktantu [19]. Wykorzystanie metody bazujacej na
emulsji wielokrotnej (W/O/W) z uzyciem homogenizatora wysokoobrotowego umozliwia
otrzymanie struktur w rozmiarze okoto 100 nm. Wadg metody jest konieczno$¢ utrzymania
wyrownanej temperatury na kazdym etapie otrzymywania emulsji wielokrotnej [28].
Kontrola warunkéw temperaturowych jest niezbedna podczas catego procesu z powodu
negatywnego wptywu ciepta na inkorporowany zwigzek aktywny [30]. Proces HSH bardzo
czesto faczy sie z wykorzystaniem ultradZzwiekéw lub HPH celem uzyskania korzystniejszych
parametréw fizykochemicznych otrzymywanej dyspersji [27]. Traktowany jest czesto jako
etap poprzedzajacy, przy pomocy ktérego uzyskuje sie tzw. emulsje wstepng. Ma to na celu
zwiekszenie skutecznosci i wydajnosci procesu syntezy nanoczgstek lipidowych [5, 31].

Sonikacja / metoda z wykorzystaniem ultradiwiekéw

Metoda dyspersyjna przeprowadzana jest w temperaturze powyzej topnienia lipidu, kiedy
to stopiony lipid dysperguje z fazg wodng zawierajgcg surfaktant, przy uzyciu mieszadta
mechanicznego. Tak otrzymang mieszanine poddaje sie dziataniu ultradzwiekéw. Podczas
trwania procesu zmniejszana jest wielko$é czastek, przy tworzeniu dyspersji
z nanoczastkami lipidowymi mozliwe jest otrzymanie struktur o pozgdanym rozmiarze [30].
Zaletg metody jest dostepnosc sprzetu laboratoryjnego, natomiast niewatpliwg wadg jest
czas trwania sonikacji i zwiekszone ryzyko zanieczyszczenia emulsji drobinkami metali [26,
27, 30].

Metoda mikroemulsji

Mikroemulsje to uktady ztozone z fazy wodnej, fazy olejowej i uktadu surfaktantow [4].
Otrzymywanie mikroemulsji polega na rozcieficzaniu ogrzanej formulacji (powyzej
temperatury topnieniazastosowanego lipidu) zzimng wodg w stosunku 1:25-1:50 podczas
procesu intensywnego mieszania. Metoda charakteryzuje sie niskg zawartoscig lipidu [26]
i tym samym matg pojemnoscig dla inkorporowanej substancji aktywnej, co moze by¢
uznawane za wade [20]. Niewatpliwymi zaletamimetody s3: niska energochtonnosé¢, niskie
temperatury podczas procesu wytwarzania oraz prosta procedura z wykorzystaniem
ogdlnodostepnego sprzetu [30].

2. Retinol [D1]

W ostatnich latach mozna zauwazyéwyrazny wzrost zainteresowania witaming A. Zwigzek
ten nie jest nowym odkryciem — poznajemy jedynie jego nowe mozliwosci. To pierwsza
witamina zatwierdzona przez Amerykariska Agencje Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug
Administration, FDA) jako substancja wptywajgca na procesy starzeniowe zachodzgce na
powierzchni skéry [32]. Pod nazwg zwyczajowa witaminy A kryje sie grupa zwigzkéw
chemicznych zwanych retinoidami, o analogicznej budowie oraz podobnej aktywnosci
biologicznej [33, 34]. Ta réznorodna rodzina jest znanai doceniana od tysigcleci. Pierwsze
wzmianki o dziataniu retinoidéw oraz o ich uzyciu pod postacig organéw zwierzecych
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pochodzg z ok. 1500 r. p.n.e. Od tego okresu na osi czasu mozna zauwazy¢ imponujgce
obserwacje, badania i analizy zwigzkdw nalezgcych do rodziny retinoidéw. Liczne wyniki
przywiodty wiedze do 1907 r., kiedy to McCollum udowodnit istnienie czynnika
rozpuszczalnego w ttuszczach i nazwat go ,czynnikiem A rozpuszczalnym w ttuszczach,
w przeciwienstwie do innych czynnikbw B rozpuszczalnych w wodzie” [35, 36].
W pdziniejszych latach ,czynnik A” zostat okreslony mianem witaminy A. Intensywne
badania nad retinoidami przyniosty dwukrotnie nagrode Nobla — w 1929 r. otrzymat jg
Frederick Hopkins, a w 1937 r. — Paul Karrer [37]. Ostateczny szlak metaboliczny i petng
synteze chemiczng ukonczyt Isler z grupg wspotpracownikéw [35] w latach 1947-1948.
W 1925 r. Wolbach i Howe dowiedli, ze witamina A ma wptyw na proces keratynizagji
nabtonka u szczuréw. Kilka lat pdzniej powigzano niedobér retinoidow w skdrze
z dermatozamizwigzanymiz rogowaceniem naskdrka, takimi jak rybia tuska, hiperkeratoza
mieszkowa, tupiez pstry i choroba Dariera [38].

2.1. Budowa chemiczna i podziat retinoidow

Wedtug Miedzynarodowej Unii
Chemii Czystej i Stosowanej (ang.
International Union of Pure and
Applied Chemistry, |UPAC) oraz
Miedzynarodowej Unii Biochemii i

Biologii Molekularnej (ang.  Rysunek 6. Wzér strukturalny retinolu (opracowanie wiasne).
International Union of Biochemistry
and Molecular Biology, IUBMB) retinoidy to zwigzki ztozone z czterech jednostek
izoprenowych o strukturze gtowa — ogon [39, 40]. Cata grupa retinoidéw ma strukture
cyklicznej grupy terminalnej (pierscien B-jononu) i polienowego taricucha bocznego
zakonczonego grupa polarng [41] (rys. 6), ktéra w zaleznosci od zwigzku moze by¢
modyfikowana. Odkad w 1969 r. prof. Kligman zastosowat retinol w leczeniu tradziku,
zsyntetyzowano ponad 2500 nowych postaci zwigzkéw z grupy retinoidéw [42, 43].
Syntetyczne i naturalne analogi systematycznie powiekszajg rodzine retinoidéw, dlatego
konieczne stato sie usystematyzowanie jej pod wzgledem budowy chemicznej.
Wyodrebniono cztery grupy (generacje) retinoidéw, omdwione ponizej.

| _generacjia — to zwigzki naturalne, monoaromatyczne, otrzymywane przez
modyfikacje grup polarnych na koncu tancucha bocznego czgsteczki. Sg zwigzkami
nieselektywnymi, w zwigzku z tym t3czg sie z wieloma rodzajami receptorow retinolowych
znajdujacych sie wskdrze. Zdolnoséta zwigzana jest z elastycznoscig polienowego tancucha
bocznego [33]. Do tej grupy zaliczamy retinol, aldehyd retinowy (retinal) oraz izomery
kwasu retinowego (izotretynoine, tretynoine) [41, 44]. Zwigzki z tej generacji wykazujg
szeroki zakres aktywnosci w leczeniu réznych postaci tradziku i jako jedyne dziatajg
przeciwstarzeniowo poprzez stymulowanie syntezy kolagenu i elastyny oraz regulowanie
procesu odnowy komoérek naskdérka [42].

19



Il generacja — to syntetyczne, monoaromatyczne analogi retinolu. W budowie tych
substancji pierscien cykloheksenowy zastgpiony jest pierscieniem benzenowym [41, 44].
Do grupy nalezg m.in. acytretyna i motretynid. Zwigzki te wykorzystujemy do leczenia m.in.
tuszczycy oraz choroby Dariera [45].

lll_generacja — to retinoidy o poliaromatycznej budowie, zwane arotinoidami.
Podobnie jak zwigzki Il generacji, s to substancje syntetyczne. Do grupy mozna zaliczy¢:
adapalen, tazaroten i beksaroten. Tazaroten wykorzystywany jest w terapiach
tuszczycy [42] i w leczeniu tradziku [46]. Zwigzki te majg mniej elastyczne struktury
i w zwigzku z tym wykazujg wiekszg selektywno$é wobec wtasciwych sobie receptoréw
znajdujgcych sie w skérze [33, 41, 44].

IV_generacja — to retinoidy uwzgledniane w niektérych zestawieniach. Stanowig
pochodne pironu i sg reprezentowane przez trifaroten oraz seletinoid G. Trifaroten
stosowany jest do leczenia trgdziku pospolitego. Ma takze dziatanie komedolityczne oraz
depigmentacyjne. Seletinoid G natomiast wzmaga synteze prokolagenu typu |,
tropoelastyny i fibryny-1, a takze redukuje aktywnos¢ metaloproteinazy 1 (MMP-1) w
skérze, wptywajgc tym samym na zmniejszenie zmian zwigzanych z fotouszkodzeniami
zachodzacymi w skorze [47].

Baumann uwaza, ze kolejne generacje retinoiddw powstawaty w wyniku
modyfikacji szkieletu kwasu retinowego. Dzieki temu retinoidy Il generacji sg bardziej
fotostabilne w poréwnaniu z czgsteczkami retinoidéw | i Il generacji oraz wykazujg znacznie
mniejszy potencjat draznigcy [48]. Z kolei substancje z generacji IV nie wykazujg dziatania
draznigcego, natomiast dziatajg przeciwzapalnie [47].

2.2. Metabolizm i szlak przemian retinoidow

Szczegodtowy przebieg przemian metabolicznych retinoidédw w skorze
zostat opisany w artykule:

[D1] Retinoidy. Chemiczna réznorodnosc dla zdrowia i urody;
Retinoids. Chemical diversity for health and beauty,

ktéry ukazat sie w czasopismie ,,Przemyst Chemiczny” 102/2 (2023).

W pracy przedstawiono przemiany retinolu w komorce. Wyszczegélniono receptory
zlokalizowane w btonie komodrki oraz w jadrze komédrkowym, ktére determinujg
skutecznos$¢ przemian i umozliwiajg zamkniecie petnego cyklu w szlaku metabolicznym
retinolu (rys. 7). Retinol, bedacy podstawowg formg przemian witaminy A w komdrkach,
musi zosta¢ dostarczony do organizmu z zewnatrz drogg pokarmowa, w postaci
suplementéw diety lub miejscowo na skére. Retinol zwigzany z biatkiem RBP jest
transportowany do komérki. Podobnie postacie estrowe retinolu s3 magazynowane
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w komorce. Kilkuetapowe utlenianie zachodzace wewnatrz komorki prowadzi do
przeksztatcenia nieaktywnej biologicznie formy estru, a nastepnie retinolu, do retinalu,
aten ostatecznie konwertowany jest do formy kwasu retinowego, bedgcej aktywna
biologicznie postacig witaminy A.

RECEPTOR
RETINOLU

s

‘ ‘ ‘ ‘ RALDH ; )
Nieaktywne

metabohty

CRB w
/‘ w*’

— &)

LEGENDA:

S “~ ~ “~ CH2— OH ~ ~ . ~ CHO S “~ ~ ~ COOH
® | _
Retinol Retinal Kwas retinowy

Rysunek 7. Szlak metaboliczny retinoidow w komoérce (zrédto: ,,Przemyst Chemiczny” [D1]).
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Procesy zachodzace miedzy poszczegdlnymi etapami mogg przebiegaé
dwukierunkowo. Jedynie konwersja retinalu
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do formy kwasowej jest trwata. Charakter tego ey /CI‘:""V e e e pumtman
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retinolu w tkankach. Produkt powstajacy . " j:b,,jt o~

w wyniku reakcji staje sie naturalnym L-./H\m, H

ligandem receptoréw w jgdrze komdrkowym . -

i odzwierciedla wtasciwg aktywnos¢ witaminy retinal HE—f"j{ﬂ--u)*=»/'====-c/-'|'“m~/'==;~o

A [49]. Podczas catego procesu przemian az = Ter l

95% retinalu jest konwertowane do retinolu . .

i dalej do postaci estrowej, a tylko 5% ulega kwas H!C/'f.H;x/-Lr;...---m:_..---L"-::a.-_...--LL..DH

przemianie do aktywnej postaci kwasu
retinowego [50] (rys. 8). Rysunek 8. Szlak przemian metabolicznych
retinoidow w skdrze (opracowanie wiasne).

2.3. Dziatanie na skore

Dzieki swojej wszechstronnej aktywnosci retinoidy majg wptyw na liczne struktury w skorze
(rys. 9). W warstwie naskdrka przyspieszajg rdznicowanie keratynocytéw i proces
regeneracji. W konsekwencji wzmacniane sg funkcje ochronne bariery naskdrkowej oraz
nastepuje regulacja procesu przeznaskdrkowej utraty wody [41, 44]. W skdrze wtasciwej
natomiast retinoidy pobudzajg aktywnos¢ fibroblastéw, dzieki czemu wzrasta liczba
wtdkien kolagenowych, w szczegdlnosci typu VII [41, 44, 51]. Ponadto retinoidy regulujg
prace gruczotdw tojowych [41] oraz melanocytéw — wptywajg na prawidtowy rozktad
melaniny w skérze [33, 52]. Aktywnos¢ retinoidéw sprawia, ze zwigzki te sa
wykorzystywane w przemysle farmaceutycznym i kosmetycznym jako produkty do
pielegnacji skory starzejgcej sie i z objawami licznych dermatoz.

Wptyw retinoiddw na skdre opisano szerzej w artykule:

[D1] Retinoidy. Chemiczna réznorodnos¢ dla zdrowia i urody;
Retinoids. Chemical diversity for health and beauty,

ktéry ukazat sie w czasopi$mie ,,Przemyst Chemiczny” 102/2 (2023).
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Rysunek 9. Wptyw retinoiddw na poszczegdlne struktury skory (opracowanie wtasne na postawie: Boryczka i
wsp. [33], Kazmierska i wsp. [51], Mukherjee i wsp. [53].

2.4. Wady i przeciwwskazania

Stosowanie retinoidéw wigze sie z licznymi ograniczeniami i przeciwwskazaniami.
Gtéwnym i bezwzglednym czynnikiem uniemozliwiajacym przyjmowanie witaminy A pod
kazda postacig jest cigza i okres laktacji — z powodu dziatania embriotoksycznego
i teratogennego [49]. Ponadto nie powinno sie tgczyé retinoiddw z innymi preparatami
o analogicznym sktadzie i dziataniu ze wzgledu na ryzyko hiperwitaminozy [44, 54]. Podczas
stosowania witaminy A na skére nalezy takze uwazac z ekspozycjg na promieniowanie UV
(stonce, solarium), ktore moze mie¢ wptyw na nasilenie podraznienia skéry [33]. Wsrod
objawdw ubocznych i niepozgdanych mozina wymieni¢ ponadto zaczerwienienie i
tuszczenie sie naskodrka. Czestym objawem sg takze: uczucie pieczenia, wysypka i Swiad
[51].

2.5. Retinoidy w produktach kosmetycznych

Zgodnie z aktualnym prawem w produktach kosmetycznych mozna stosowacjedynie estry
retinolu, tj. octan retinylu (INCI: retinyl acetate) i palmitynian retinylu (INCI: retinyl
palmitate), a takze retinol (INCI: retinol) i retinal (INCI: retinal). Kwas retinowy jest
natomiast substancjg do uzytku wytgcznie w produktach medycznych i w produktach
leczniczych [54].

Zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji (UE) 2024/996 z dnia 3 kwietnia 2024 r.
zmieniajagcym rozporzgdzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1223/2009
w odniesieniu do stosowania w produktach kosmetycznych witamina A zostata uznata za
bezpieczng. Jednak Komitet Naukowy ds. Bezpieczenstwa Konsumentéw (ang. Scientific
Committee on Consumer Safety, SCCS) uznat, ze ,,0gélne narazenie populacji na witamine
A moze przekroczy¢ gérny poziom spozycia ustanowiony przez Europejski Urzad ds.
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Bezpieczeristwa Zywnosci”. Ponadto dodat, ze ,udzial witaminy A z produktéw
kosmetycznych w ogdlnym narazeniu konsumentdéw, cho¢ niski, moze budzi¢ obawy
w przypadku konsumentdw najbardziej narazonych na witamine A (5% catej populadji)
zzywnosci i suplementéw diety”. Dlatego ,stosowanie witaminy A w produktach
kosmetycznych stwarza potencjalne ryzyko dla zdrowia ludzkiego, jezeli jej stezenie
przekracza okreslone poziomy” [55]. W raporcie stwierdzono, ze maksymalne dozwolone
stezenie retinolu w produktach kosmetycznych powinnowynosi¢: 0,3% wag. w produktach
niesptukiwanych, 0,05% wag. w balsamach do ciata oraz 0,03% wag. w kremach do
pielegnacji okolicy oczu [55]. Z raportu SCCS wynika, ze najwiekszg site dziatania — w
przeliczeniu na jednostki miedzynarodowe (IU) i 1 mg retinoidu — ma retinol (3330 IU),
nastepnie octan retinylu (2900 IU) i forma palmitynianowa (1830 IU) [54].

W zwigzku ze zmianami w ustawodawstwie kazdy producent zobligowany jest do
umieszczenia na opakowaniu produktu kosmetycznego zawierajgcego witamine A
ostrzezenia o mozliwosci nadmiernego narazenia w wyniku stosowania zwigzkoéw z tej
grupy. Od 1 listopada 2025 r. na opakowaniu kazdego kosmetyku zawierajgcego retinoid
bedzie musiato sie znajdowac oznakowanie: ,,Zawiera witamine A. Przed uzyciem nalezy
uwzglednic jej dzienne pobranie” [55].

2.6. Retinol w nosnikach lipidowych

Retinoidy wykazujg specyficzne wtasciwosci fizykochemiczne, takie jak niska stabilnosé
zwigzkéw pod wptywem temperatury, obecnosci tlenu oraz promieniowania UV [33].
Ztego powodu podjeto proby enkapsulacji tej grupy zwigzkow jako substangii
bioaktywnych w nosnikach lipidowych. W wiekszosci byty to jednak substancje uzywane
w produktach medycznych, a tylko nieliczne reprezentowaty grupe substancji dozwolonych
do uzytku w kosmetykach. Ponizej przedstawiono wybrane przyktady nanoczastek
lipidowych inkorporowanych retinoidami wszystkich trzech generacji, gdzie uwzgledniono
metode otrzymywania nos$nikéw, inkorporowang substancje czynng oraz wartosci
parametréw fizykochemicznych uzyskanych struktur nanolipidowych (tab. 1).
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Tabela 1. Nanoczastki lipidowe inkorporowane retinoidami — przeglad literaturowy.

RODZAJ
NANOCZASTKI
LIPIDOWEJ

SmartLipids® HPH na ciepto

SLN HPH na ciepto

SLN HPH

SLN sonikacja

NLC sonikacja

NLC HPH

SLN HPH

SLN sonikacja
odparowanie

BD* .
rozpuszczalnika

NLC HSH

SLN HPH

NLC HPH

NLC sonikacja

SLN HSH

NLC HPH

*BD — BRAK DANYCH

METODA

OTRZYMYWANIA

INKORPOROWANY
RETINOID

retinol
retinol
retinol
all-trans retinol
all-trans retinol
retinol
all-trans retinol
all-trans retinol

retinol

retinol
retinol
retinol
retinoidy
palmitynian retinylu
palmitynian retinylu

§REDNI{\’
WIELKOSC
NANOCZASTEK
[nm]
200
224
> 200
120
119-242
242
>228
> 95

> 189

>183,1
224
186
>134,5
>130,4
>197,6

WSKAZNIK

POLIDYSPERSYJNOSCI

[-]

0,300
0,205
BD*
BD*
BD*
0,209
> 0,198
> 0,240

BD*

>0,220
0,205
0,113
>0,187
> 0,145
< 0,300

ZRODLO

[56]
[57]
(58]
[59]
[59]
[60]
(60]
[61]

[62]

[63]
[57]
[57]
[64]
(65]
(66]

PODSUMOWANIE — NAWIAZANIE DO PUBLIKACII

Przedstawiony podrozdziat opiera sie na publikacji [D1] pt.:

Retinoids. Chemical diversity for health and beauty;
Retinoidy. Chemiczna réoznorodnos¢ dla zdrowia i urody

,Przemyst Chemiczny” 102/2 (2023) doi: 10.15199/62.2023.2.8

W publikacji przegladowej opisano historie, budowe i wtasciwosci rodziny retinoidéw.
Szczegdlng uwage zwrdcono na wptyw proceséw zachodzgcych w skérze pod wptywem
witaminy A, na jej dziatania pozadaneiniepozgdane oraz naistotne przeciwwskazania.
przedstawiono takze zwigzki z grupy retinoidéw stosowane w przemysle zardwno
kosmetycznym, jak i farmaceutycznym.
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3. Peptyd [D2]

Pierwsze wzmianki dotyczgce peptyddw siegajg poczatku XX wieku, kiedy to Fischer
i Hofmeister zsyntetyzowalii opisali pierwsze z nich, nadajgcim nomenklature: di-, tri- oraz
polipeptydéow. Od poczatku XXI wieku odnotowano znaczny wzrost liczby
krétkotaricuchowych, stabilnych i syntetycznych zwigzkéw peptydowych, co byto zwigzane
z zainteresowaniem peptydami pod katem ich wptywu na skdére w przemysle
farmaceutycznym i kosmetycznym oraz w jednostkach badawczo-naukowych [67].

3.1. Budowa chemiczna i podziat peptydow

Peptydy jako zwigzki chemiczne sg polimerami ztozonymi z pojedynczych aminokwasow.
Kazdy aminokwas to zwigzek dwufunkcyjny, ktéry zawiera zasadowg grupe aminowg oraz
kwasowg grupe karboksylowg. Charakter bipolarnego jonu obojnaczego to cecha
determinujgca rozpuszczalnos¢ peptyddéw w wodzie. Biologiczne znaczenie aminokwasow
wynika z ich mozliwosci fgczenia sie w diugie fancuchy za pomoca wigzan peptydowych
(amidowych) miedzy grupa -NH; jednego aminokwasu a grupg -COOH kolejnego (rys. 10).

H 0 H 0 H O
N\ V4 ™
N—CH-c?  + N-cH ¢/ — “n—cHjc” 0
H \ H 2K / 2 Vi
OH OH H NTCH,~C + H,0
WIAZANIE H \OH

PEPTYDOWE

N A

Rysunek 10. tancuch aminokwaséw potgczonych za pomocga wigzania peptydowego (zrodto: Dottore Polska
Sp.z 0.0.).

Ze wzgledu na zréznicowang budowe i dtugo$é taricucha peptydy mozemy podzieli¢ na:
e oligopeptydy — zawierajg 2—10 reszt aminokwasowych w czgsteczce;
o polipeptydy — zawierajg 11-100 reszt aminokwasowych;
e biatka — zbudowane sg z ponad 100 reszt aminokwasowych, przy czym ten termin
jest tez uzywany w znaczeniu faricuchéw dtuzszych niz 50 aminokwasoéw.

Co istotne, tylko 20 aminokwaséw buduje wszystkie struktury biatkowe w ludzkim
organizmie. Z tej grupy ludzki organizm moze syntetyzowac¢ 11 aminokwasow — to tak
zwane aminokwasy endogenne. Natomiast pozostatych 9 aminokwasow, nazwanych
egzogennymi, jest syntetyzowanych przez rosliny i mikroorganizmy, w zwigzku z czym
nalezy je dostarcza¢ z pozywieniem [68].

3.2. Podziat peptydéw stosowanych w kosmetyce

Ze wzgledu na aktywnos¢ biologiczng peptydy stosowane w kosmetyce mozna podzieli¢
pod wzgledem dziatania i funkcji w skérze na grupy wyodrebnione ponizej [69, 70].
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3.2.1. Neuropeptydy

Petnig funkcje inhibitoréw neurotransmiteréw. Zwane sg tez peptydami rozkurczajgcymi
[22]. Ich dziatanie wigze sie ze zdolnoscig blokowania receptordéw, co zmniejsza przeptyw
impulséw z komdrek nerwowych. Ograniczeniu ulega tym samym kurczenie sie miesni
twarzy, mozliwe dzieki uwalnianiu neuroprzekaznikow z komoérek do uktadu nerwowego
[67, 71]. Ograniczenie wydzielania neurotransmiterow w mie$niach twarzy moze prowadzi¢
do redukcji tworzenia sie zmarszczek mimicznych [22, 67, 71]. Syntetyczne peptydy bedace
analogami tancuchéw aminokwasowych biatka synaptycznego SNAP-25 (ang.
SyNaptosome-Associated Protein, 25kDa) mogg przejmowac funkcje inhibitoréwi wptywaé
na pozadane zaktdécenia w kompleksie SNARE (ang. SNAP receptors — Soluble N-
ethylmaleimide sensitive factor Attachment protein REceptor) oraz na hamowanie jego
aktywnosci. Acetylocholina, gtdwny neuroprzekaznik biorgcy udziat w tym procesie, jest
uwalniana z pecherzykdw w wyniku reakcji, ktérej posredniczy biatko receptora SNAP.
Kompleks SNARE pod wptywem acetylocholiny jest odpowiedzialny za kurczenie sie miesni
mimicznych i tym samym za utrwalanie zmarszczek na skdrze. Natomiast peptydy
o sekwencji podobnej do biatek budujgcych synapsy majg potencjat hamowania tej
reakgcji [70].

Do neuropeptyddow nalezg np.: Acetyl Hexapeptide-8 (Ac-Glu-Glu-Met-Gln-Arg-Arg-
NH,), Pentapetide-18 (H-Tyr-Ala-Gly-Phe-Leu-OH).

3.2.1.1. Pentapeptyd-18 — witasciwosci
Leuphasyl® (INCI: pentapeptide-18) to nazwa handlowa peptydu z grupy neuropeptydéw
ztozonego z sekwencji aminokwasdw H-Tyr-Ala-Gly-Phe-Leu-OH (rys. 11). Zwigzek ten

zostat zarejestrowany przez firme Lipotec® (Hiszpania) w 2015 r. jako peptyd hamujgcy
uwalnianie neuroprzekaznikow.

Ui, &
: o J g ® o JJ%{)"J
S g
X - L0
o mi® 8_ P9,
'

Rysunek 11. Budowa strukturalna pentapetide-18; Leuphasyl® (zrédto: Lipotec®, Hiszpania, PubChem).
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W swoim dziataniu nasladuje naturalng sSciezke enkefalin. Enkefaliny nalezg do
grupy neuropeptyddéw opioidowych, ktére taczg sie z receptorami opioidowymi poza
komodrka nerwowa. Potgczenie enkefalin zodpowiednim receptorem powoduje uwolnienie
biatka G. Dzieki procesowi asocjacji uwalniane biatka G powodujg zamkniecie kanatéw
wapniowych. Pozwala to unikngé fuzji pecherzykéw i
zmniejszy¢ wydzielanie acetylocholiny w synapsie, leuphasyl®
odpowiedzialnej za skurcz miesni (rys. 12). Opisany
mechanizm pozwala utrzymaé neuron w fazie
spoczynku, dzieki czemu dochodzi do ostabienia
kurczenia sie miesni; tym samym mozliwe staje sie

przeciwdziatanie powstawaniu zmarszczek
mimicznych [69, 72]. K *
Leuphasyl® redukuje gteboko$¢ zmarszczek &

spowodowanych skurczem mie$ni mimicznych twarzy, Rysunek 12.Synapsa nerwowa. Opracowanie
L L, , . . wtasne na podstawie materiatow Lipotec®.
zmniejszajagc  aktywnos¢ neurondw i regulujac
wydzielanie acetylocholiny. Zgodnie z deklaracjg producenta peptyd charakteryzuje sie
dziataniem przeciwzmarszczkowym. Przeprowadzone badania in vivo potwierdzajg
efektywnos¢ dziatania pentapeptydu —osiggnieto wynik redukcji zmarszczek 0 11,64% [70,

73].

3.2.2. Peptydy sygnatowe

Peptydy sygnatowe poprzez wysytanie ,sygnatu” inicjujg procesy wewngtrzkomorkowe,
a takze stymulujg fibroblasty do produkcji wtékien kolagenowych i elastynowych oraz
fiboronektyny — glikoproteiny wystepujgcej w macierzy pozakomorkowej, ktora reguluje
oddziatywanie komoérki; macierz bierze udziat w adhezji i proliferacji komaorek [22]. Peptydy
te wptywaja na redukcje zmarszczeki drobnych linii oraz uszkodzen skéry spowodowanych
fotostarzeniem(70, 71].

Do tej grupy nalezg np.: Palmitoyl Hexapeptide-12 (Pal-Val-Gly-Val-Ala-Pro-Gly-OH),
Palmitoyl Pentapeptide-4 (Pal-Lys-Thr-Thr-Lys-Ser-OH).

3.2.3. Peptydy transportujgce

Peptydy transportujgce, zwane takze nosnikowymi, to substancje aktywne w skérze, ktére
majg zdolno$é stabilizacji i transportu kationdw miedzi [69, 70, 74], manganu [70] oraz
magnezu [74], niezbednych w procesach gojenia sie ran i w procesach antyoksydacyjnych
[70]; sg sktadnikiem wielu enzymdw [22].

Do peptyddw transportujgcych nalezg np.: Copper tripeptide-1 (Cu(ll) H-Gly-His-Lys-
OH), Manganase Tripeptide-1 (Mn(ll) H-Gly-His-Lys-OH).

Schagen oprdécz powyzszych wyszczegdlnit dwie kolejne grupy peptydéw, przy czym
zwrdcit uwage na brak szczegdétowych informacji na temat sposobu ich dziatania [67]:
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e peptydy hamujgce enzymy — oligopeptydy sojowe, fibryna jedwabiu i peptydy
ryzowe — stymulujg lub hamujg aktywnos$é wybranych enzymow;

e peptydy na bazie biatek strukturalnych (keratyny) — majg wiasciwosci
hemostatyczne, nawilzajgce i naprawcze [67, 75].

3.3. Wptyw peptydow na skdre

Wielokierunkowa bioaktywnos¢ peptydéw i ich wptyw na skdre zostaty szeroko opisane
w licznych artykutach naukowych, w ktérych zwracano uwage na ogélng poprawe kondydiji
skory oraz na redukcje negatywnego wptywu czynnikdw zewnetrznych poprzez wspieranie
mechanizmdéw ochronnych skéry przez peptydy (rys. 13). Podstawowg i najbardziej
doceniang cechg peptydow jest regulacja aktywnosci enzymatycznej. Przyktadem moze byé
hamowanie oddziatywania hialuronidazy, kolagenazy i elastazy, ktére majg degradujacy
wptyw na struktury komadrkowe skdry wlasciwej i naskdrka, oraz hamowanie tyrozynazy
odpowiedzialnej za powstawanie przebarwien w skorze [76]. Te procesy biochemiczne
zachodza zgodnie z indywidualnym zegarem biologicznym kazdego organizmu, a ponadto
mogq miec bardziej nasilony przebieg pod wptywem czynnikdéw zewnetrznych, takich jak:
promieniowanie UV, zanieczyszczenia powietrza oraz dym papierosowy [77].

Funkcja enzymatycznego oddziatywania peptyddw na skére redukuje tym samym
stopien starzenia sie skory, przejawiajgcy sie typowymi objawami w postaci zmarszczek,
hiperpigmentacji oraz spadku jedrnosci i elastycznosci [78].

Aktywnos¢ peptydow zauwazalna jest takze w licznych procesach fizjologicznych,
takich jak [78]:

e wptyw na mikrobiom skéry i dziatanie przeciwdrobnoustrojowe,

e dziatanie przeciwzapalne,

e redukowanie stresu oksydacyjnego i dziatanie antyoksydacyjne,

e wplyw na nawilzenie skdry poprzez ograniczenie transepidermalnej ucieczki wody

(TEWL).
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Rysunek 13. Sposoby oddziatywania peptydéw w produktach kosmetycznych na skére. cAMP: cykliczny
adenozynomonofosforan; MITF: czynnik transkrypcyjny zwigzany z mikroftalmiag; MAPK: kinazy biatkowe
aktywowane mitogenami; JNK: c-jun N-koicowa kinaza; ERK: kinazy regulowane sygnatem
pozakomérkowym; MMPs: metaloproteinazy macierzy; ROS: reaktywne formy tlenu; AMPs: peptydy
przeciwdrobnoustrojowe; TNF-a: czynnik martwicy nowotworéw-a; IL-18, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12: interleukiny
zapalne. Czarne strzatki wskazujg mechanizm bezposredni; przerywane czerwone strzatki wskazujg
mechanizm posredni (zrddto: ,,Chemik” [D2]).

3.4. Peptydy w produktach kosmetycznych

Glosariusz wydany przez Komisje Europejska w 2019 r., obejmujgcy nazwy wszystkich
sktadnikéw dozwolonych do stosowania w produktach kosmetycznych, zawiera ponad
1840 wpiséw ze stowem ,peptyd” [79]. Ponadto Agencja Zywnosci i Lekéw (FDA) [74],
Przeglad Sktadnikéw Kosmetycznych (ang. Cosmetic Ingredient Review, CIR) oraz Komitet
Naukowy ds. Bezpieczenstwa Konsumentéw (SCCS) [80] potwierdzity bezpieczeristwo
stosowania tych substancji. Zgodnie z obowigzujgcym raportem uznano stezenie 0,005%
wag. jako bezpieczne do stosowania w produkcie kosmetycznym. Popularnosé peptydéw
wigze sie z ich wysokim profilem bezpieczenstwa, hipoalergicznoscig oraz ekonomicznym
procesem produkcyjnym [78]. Procesy biochemiczne, podczas ktdrych syntetyzuje sie
zwigzki peptydowe, inspirowane sg peptydami wystepujgcymi w sposéb naturalny
w skdrze. Na przyktad matrykiny stanowig element macierzy miedzykomodrkowe;j,
a jednoczesnie mogg by¢ pozyskiwane poprzez synteze chemiczng lub przetwarzane drogg
biochemiczng [74]. Na biodostepnos¢ peptydéw majg wptyw dwa czynniki: charakter
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hydrofliowy, ktéry determinuje zerowg asymilacje pasywng, w zwigzku z czym mogg one
byé przyswajane wylgcznie drogg miedzykomdrkowa [6], oraz estryfikacja fancuchami
alkilowymi [6, 74, 81].

Stabilno$éi kompatybilnos¢ peptyddw z formulacjg kosmetyczng jest kluczowym
aspektem podczas uwalniania zwigzku w aktywnej postaci z podtoza kosmetycznego,
a nastepnie penetracji do gtebszych warstw naskorka. Peptydy majg zdolnos¢ przenikania
drogg dyfuzji, drogg penetracji miedzykomdrkowej i za posrednictwem nosnikow [6].

Wymagania skutecznej i bezpiecznej terapii, ktére powinny spetnia¢ zwigzki
peptydowe, brzmig nastepujaco:

e skuteczna i udowodniona bioaktywnos¢ o widocznych efektach;

e udowodniona bioaktywnos$¢ nie powinna przynosi¢ negatywnych skutkéw
terapeutycznych;

e czgsteczka peptydu nie powinna wykazywa¢ cytotoksycznosci, dziatania
draznigcego, immunogennosci ani mutagennosci;

e czgsteczka peptydu powinna dotrze¢ do zatozonej lokalizacji w formie
nienaruszonej i aktywne;j;

e budowa fizykochemiczna peptydu powinna by¢ stabilna, kompatybilna z innymi

sktadnikami produktu kosmetycznego [82].

3.5. Peptydy w nosnikach lipidowych

Wykorzystanie nosnikdw lipidowych w celu utatwienia penetracjii absorpcji peptydowych
zwigzkow aktywnych zostato opisane w licznych publikacjach i badaniach. Dotyczg one
jednak w przewazajgcej wiekszosci lekéw. Tylko bardzo nieliczne prace badawcze majg
zwigzek z enkapsulacjg peptydéow jako sktadowej przeznaczonej dla produktow
kosmetycznych. Najczesciej stosowane metody inkorporacji peptyddw do SLN przedstawia
tabela 2.

Tabela 2. Nanoczastki lipidowe inkorporowane zwigzkami peptydowymi — przeglad literaturowy.

RODZAJ NANOCZASTKI SREDNIA
PEPTYD [nm]
SLN + cyklosporyna metoda mikroemulsji 13 BD [83]
SLN + insulina metoda mikroemulsji 38-90 BD [84]
SLN + lizozym HPH 59 BD [85]
SLN + cyklosporyna HPH 95-98 BD [86]
SLN + biatko HSH BD 433,53-447,10 [87]
SLN + oligopeptyd HSH BD 134,7 [88]
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PODSUMOWANIE — NAWIAZANIE DO PUBLIKACII

Przedstawiony podrozdziat opiera sie na publikacji [D2] pt.:

Peptydy w nosnikach lipidowych i ich zastosowanie w produktach
kosmetycznych;

Peptides in lipid carriers and their application in cosmetic products
,Chemik” 9.2024 r., doi: 10.15199/4.2024.2.3.

Artykut obejmuje charakterystyke zwigzkéw peptydowych i ich zastosowanie w
przemysle kosmetycznym. W publikacji przeglagdowej opisano budowe, wtasciwosci i
wptyw peptyddw na procesy zachodzgce w skérze. Przedstawiono takze przyktady
zastosowania statych nanoczgstek lipidowych (SLN) jako skutecznej metody
transportu przeznaskdrkowego zwigzkédw biatkowych wykorzystywanych w przemysle
farmaceutycznym.
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lll. CEL PRACY

Celem badan naukowych prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byto

opracowanie produktow kosmetycznych z wykorzystaniem czasteczki retinolu oraz
odpowiedniodobranego peptydu (w formie nanoczgstek lipidowych), przeznaczonych do

pielegnacji skory z problemami tragdzikowymi, z niedoskonatosciami oraz skory starzejgce;j

sie. Cel pracy zrealizowano w nastepujgcych etapach.

OPTYMALIZACJA STALYCH NANOCZASTEK LIPIDOWYCH INKORPOROWANYCH
RETINOLEM | OLIGOPEPTYDEM - SKtAD, METODA OTRZYMYWANIA

Optymalizacja sktadu dyspersji nanoczgstek lipidowych inkorporowanych retinolem
i oligopeptydem, otrzymywanych metodg homogenizacji bazujgca na emulsji
wielokrotnejtypu W/O/W, z wykorzystaniem homogenizatora wysokoobrotowego
(ang. high shear homogenization, HSH). Metoda miata docelowo zosta¢
przeniesiona z laboratorium na skale produkcyjna.

Ocena stabilnosci otrzymanych dyspersji nanoczastek lipidowych na podstawie
wartosci Sredniej wielkosci czgstek, wskaznika polidyspersyjnosci oraz potencjatu
zeta.

Ocena efektywnosci enkapsulacji i pojemnosci tadunkowe] zwigzkédw aktywnych
oraz charakterystyka matrycy lipidowej wytworzonych nanoczastek lipidowych
(dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego — ang. X-ray diffraction, XRD;
skaningowa kalorymetria réznicowa — ang. differential scanning calorimetry, DSC).

NOSNIKI LIPIDOWE INKORPOROWANE RETINOLEM | PEPTYDEM JAKO SUROWIEC
KOSMETYCZNY W PRODUKCJI PREPARATOW KOSMETYCZNYCH

Wprowadzenie dyspersji nanoczastek lipidowych inkorporowanych retinolem
i pentapeptydem-18 do opracowanej receptury produktu kosmetycznego
o charakterze emulsji typu O/W.

Analiza zmian pH otrzymanych produktéw kosmetycznych w czasie i w réznych
temperaturach przechowywania (4°C, 25°C, 45°C).

Ocena stabilnosci otrzymanych emulsji kosmetycznych z wykorzystaniem metody
wielokrotnego rozpraszania Swiatta (ang. multiple light scattering, MLS).

Ocena efektywnosci dziatania i potwierdzenie zatozonego przekazu
marketingowego (poziom nawilzenia skéry i przeznaskérkowej utraty wody,
elastycznoscskéry, regulacja aktywnosci gruczotéw fojowych oraz produkcji sebum,
parametry topografii i makrorzezby skdry) opracowanych produktow
kosmetycznych z wykorzystaniem badan in vivo o charakterze aplikacyjno-
-aparaturowym.
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IV. CZESC BADAWCZA

4. Optymalizacja statych nanoczastek lipidowych inkorporowanych
retinolem i oligopeptydem - skiad, metoda otrzymywania [D3]

4.1. Odczynniki chemiczne

Wewnetrzng faze wodng dyspersji optymalizowanych nanoczgstek lipidowych stanowit
peptyd Leuphasyl® (INCI: pentapeptide-18/Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu; Lipotec®; Barcelona,
Hiszpania) zdyspergowany w wodzie destylowanej. Do fazy lipidowej wprowadzono: lipid
staty (wybrany w toku eksperymentu lipid screening — patrz podrozdziat 4.3.), glicerol
(Chempur, Piekary Slaskie, Polska), CTAB — bromek heksadecylotrimetyloamoniowy
(Sigma-Aldrich, Poznan, Polska), ktéry petnit role kationowego srodka powierzchniowo
czynnego, oraz L-fosfatydylocholine (Merck; Darmstadt, Niemcy). W ramach fazy lipidowe;j
uwzgledniono rowniez jedng z substancji aktywnych — retinol (INCI: retinol; DSM,
Kaiseraugst, Szwajcaria). Ostatnig faze stanowita zewnetrzna faza wodna, na ktéra sktadaty
sie: wybrany surfaktant niejonowy (patrz podrozdziat 4.3.) oraz cholan sodu (Acros
Organics, Antwerp, Belgium) — substancja z grupy jonowych substancji powierzchniowo
czynnych.

4.2. Metoda otrzymywania SLN

State nanoczastki lipidowe otrzymano metodg homogenizacji z wykorzystaniem
homogenizatora wysokoobrotowego (ang. high shear homogenization, HSH) oparta na
emulsji wielokrotnej typu W/O/W. Pierwszym etapem byto wprowadzenie sktadnikéw
zewnetrznej fazy wodnej (1) do szklanej zlewki — cholan sodu (0,1% wag.) oraz surfaktant
niejonowy (1,5% wag.) zdyspergowano w wodzie destylowanej i podgrzano do temperatury
35°C przy jednoczesnym mieszaniu z predkoscig 250—300 obr./min przez 15 minut.
Nastepnie uktad schtodzono do temperatury pokojowej. Jednoczesnie do dwdch
niezaleznych szklanych zlewek wprowadzono sktadniki fazy ttuszczowej (Il) — wybrany lipid
staty (1,0% wag.), CTAB (0,5% wag.) oraz L-fosfatydylocholine (0,25% wag.), ktore
podgrzano do temperatury topnienia lipidu statego, oraz oddzielnie gliceryne, ogrzang do
temperatury 60°C. Kolejnym etapem byto stopniowe przelanie podgrzanej gliceryny do
zlewki z fazg ttuszczowg (1) oraz poddanie otrzymanej mieszaniny ciggtemu mieszaniu przez
10 minut. W tym samym czasie w szklanej fiolce przygotowano wewnetrzng faze wodng
(1), ktérg dodano nastepnie do fazy ttuszczowej (Il) przy jednoczesnym mieszaniu.
Kluczowym etapem byto poddanie otrzymanego w ten sposdb uktadu homogenizacji (Ultra-
Turrax® DI 25 Basic, IKA-Werke GmbH, Staufen im Breisgau, Niemcy) z predkoscig 8000
obr./min przez 15 minut. Uzyskang emulsje typu W/O potgczono w ostatnim etapie
z zewnetrzng fazg wodng (I) przy jednoczesnym mieszaniu z predkoscig 500 obr./min przez
15 minut (rys. 14). Podczas produkcji SLN inkorporowanych badanymi zwigzkami
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aktywnymi substancje te wprowadzono w odpowiednich etapach produkcji — retinol (2%
wag.) do podgrzanejfazy ttuszczowej (Il) oraz pentapeptyd-18 (0,1% wag.) do wewnetrznej
fazy wodnej (lll).

FAZALIPIDOWA
Imwitor® 900K, glicerol,
L-fosfatydylocholina,
CTAB, retinol

FAZAWODY
ZEWNETRZNE]
cholan sodu,
Tween® 80, woda

FAZAWODY
WEWNETRZNE]
pentapeptyd-18, woda

Rysunek 14. Schemat przedstawiajacy proces produkcyjny SLN inkorporowanych retinolem i pentapeptydem-
18 (fotografie i opracowanie wtasne).

4.3. Optymalizacja sktadu SLN [D3]

Optymalizacje sktadu nanoczastek lipidowych rozpoczeto od doboru statego lipidu (ang.
lipid screening), ktéry bytby kompatybilny z retinolem, poniewaz to wtasnie matryca
lipidowa nosnikdw ma kluczowe znaczenie dla stabilnosci SLN [89]. Do eksperymentu
wybrano cztery lipidy state:

e Compritol® 888 ATO (dibehenian glicerolu), Gattefossé (Lyon, Francja);

e Precirol® ATO 5 (distearynian glicerolu), Gattefossé (Lyon, Francja);

e Imwitor® 900 K (monostearynian glicerolu), 10l Oleo GmbH (Hamburg, Niemcy);

e Witepsol H15 (mieszanina tri-, di- oraz monoglicerydéw kwaséw ttuszczowych), 10l

Oleo GmbH (Hamburg, Niemcy).

Po odwazeniu odpowiednich ilosci wymienionych powyzej lipidéw statych oraz
retinolu sktadniki te podgrzano do temperatury przekraczajgcej temperature topnienia
lipidu statego. Tak otrzymane mieszaniny poddano obserwacji (tab. 3) w okreslonych
punktach czasowych: po 15 minutach, po 30 minutach, po 1 godzinie, po 24 godzinach oraz
po 72 godzinach od momentu zestalenia uktadu. Celem eksperymentu byto uzyskanie
kompatybilnejijednolitej mieszaniny, powstatej w wyniku potgczenia retinolu z lipidem.
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Tabela 3. Kompatybilnos¢ lipidow statych z retinolem mierzona w czasie do 72 h.

IMWITOR® 900 K

WITEPSOL H15 33,5-35,5°C + +/- +/- +/- - -
PRECIROL® ATO 5 50-60°C - - - B} - i
COMPRITOL® 888 ATO 65-77°C + + + + +/- +/-

Na podstawie obserwacji koicowych, tj. po 72 godzinach eksperymentu (rys. 15),
wybrane lipidy — Imwitor® 900 K oraz Compritol® 888 ATO (obydwa w ilosci 1% wag.) —
wykorzystano do dalszej optymalizacji produkcji dyspersji nanoczgstek lipidowych
z wykorzystaniem metody HSH (opisanej szczegétowo w podrozdziale 4.2.).

o

Rysunek 15. Wyglad mieszaniny lipidu statego z retinolem po 72 h (fotografie i opracowanie witasne).

Dla otrzymanych préobek SLN, rdznigcych sie zastosowanym lipidem statym,
okreslono parametry fizykochemiczne (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, Wielka
Brytania). Pod uwage brano nastepujace parametry: Srednig wielkos¢ czgstek (ang. mean
particle size, Z-Ave), wskaznik polidyspersyjnosci (ang. polydispersity index, Pdl) oraz
potencjat zeta (ang. zeta potential, ZP). Przed przystgpieniem do pomiarédw dyspersje SLN
rozciernczano w wodzie destylowanej w proporcji: 60 pl dyspersji SLN oraz 15 ml wody
destylowanej. Pomiary powtdrzono trzykrotnie dla kazdejz probek, a nastepnie obliczono
$rednig arytmetyczng wraz z odchyleniem standardowym.

Badanie przeprowadzono w dniu otrzymania dyspers;ji (DO) i uzyskano nastepujace
wyniki:

e Compritol®888 ATO —Z-Ave = 560,2 nm + 7,4; PDI=0,563 £ 0,040; ZP = 45,7 mV £ 0,4;
e Imwitor® 900 K — Z-Ave = 207,4 nm + 1,1; PDI = 0,446 + 0,015; ZP = 39,7 mV £ 0,2.
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Celem ponownego badania po 14 dniach byto potwierdzenie stusznosci doboru
lipidu statego. Ze wzgledu na niezadowalajgce wartosci parametréw oznaczonych dla
dyspersji zawierajgcej Compritol® 888 ATO w DO, po 14 dniach (D14) badanie powtdrzono
wytacznie dla prébki zawierajgcej Imwitor® 900 K — Z-Ave = 174,4 nm £ 0,8; PDI= 0,369 +
0,026; ZP = 38,7 mV £ 0,3.

Zgodnie z wnioskami przedstawionymi w publikacji (,,International Journal Of
Molecular Sciences” — [D3]) matryca lipidowa bazujgca na lipidzie Imwitor® 900 K
zapewniata najkorzystniejsze wyniki, biorgc pod uwage przyjete zatozenie dotyczgce
oczekiwanych rozmiardw badanych struktur lipidowych (Z-Ave <300 nm). Dobér
odpowiedniego lipidu statego moze mieé kluczowy wptyw na efektywnos$é uwalniania
substancji aktywnej z SLN, w szczegélnosci substancji peptydowych [85]. Zdaniem
Fangueiry i wspotpracownikdw [16] wiasciwosci matrycy lipidowej zalezg nie tylko od
rodzaju wykorzystanego lipidu; znaczgca jest takze ilo$¢ lipidéw oraz zastosowanie
odpowiednich substancjipowierzchniowo czynnych. Imwitor® 900 K okazatsie najlepszym
wyborem sposréd wstepnie wyselekcjonowanych lipidéw statych, poniewaz — jak to
zauwazyli Almeida i Souto [85] — ma on nizszg temperature topnienia, co przektada sie na
kompatybilno$¢ otrzymanej dyspersji pod katem jej zastosowania kosmetycznego, a takze
stabilnosci inkorporowanego do wnetrza SLN retinolu.

Kolejnym etapem optymalizacji byta weryfikacia wptywu dodatku
L-fosfatydylocholiny na parametry fizykochemiczne dyspersji SLN — zdaniem Vani¢ [90]
fosfolipid ten moze zwiekszaé stabilnos¢ nanoczastek lipidowych. W ramach optymalizagji
sktadu nanoczastek lipidowych otrzymano dyspersje (metodg HSH), ktére réznity sie
obecnoscig lub brakiem tej substancji. Parametry uzyskane dla dyspersji niezawierajacej
L-fosfatydylocholiny poréwnano z parametrami prébki zawierajgcej te substancje wilosci
0,25% wag. (rys. 16). Odnotowano widocznie wieksze zmiany oznaczanych parametréw
w czasie w przypadku prébki niezawierajacej L-fosfatydylocholiny (wzrost Z-Ave o 40%, Pdl
o 105%, ZP o 6%), podczas gdy dla dyspersji z L-fosfatydylocholing w sktadzie
zaobserwowano stabilizacje wartosci tychze parametrow w czasie dwdch tygodni (zmiana
Z-Ave o0 16%, Pdl 0 17%, ZP o 2%).
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Z-Ave [nm] i Pdl [-] ZP [mV]
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)
z 03 &
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0,1
>0 D14
0 0 38,7
mmmm 7-Ave z L-fosfatydylocholing ~ mmmmm Z-Ave bez L-fosfatydylocholiny 31 36 41 46
=@ Pd| z L-fosfatydylocholing Pdl bez L-fosfatydylocholiny W bez L-fosfatydylocholing  z L-fosfatydylocholing

Rysunek 16. Poréwnanie parametrow fizykochemicznych dyspersji nanoczastek lipidowych ze wzgledu na
obecnos¢ fosfatydylocholiny (opracowanie wiasne).

Zgodnie z wnioskami przedstawionymi w publikacji (,,International Journal Of
Molecular Sciences” - [D3]) L-fosfatydylocholina wptyneta korzystnie na stabilizacje
dyspersji SLN [87]. Ponadto jest odpowiednim rozwigzaniem w formulacjach, ktére
wymagajg nizszej temperatury podczas procesu otrzymywania, m.in. ze wzgledu na
wrazliwos$é termiczng inkorporowanych zwigzkdw aktywnych. Wzmacnia takze zdolnosci
penetracji enkapsulowanych zwigzkéw czynnych przez warstwy naskdrka [29, 90]. Salvioni
i inni zwracajg natomiast uwage na fakt, iz L-fosfatydylocholina nie wykazuje wtasciwosci
draznigcych, co jest kluczowe przy zastosowaniu optymalizowanej dyspersji SLN
w recepturze produktu kosmetycznego [91].

Ostatnim aspektem optymalizacji dyspersji nanoczgstek lipidowych byt dobdr
uktadu surfaktantéw, czyli zwigzkéw powierzchniowo czynnych odpowiedzialnych za
wtasciwosci agregacyjne na granicy faz. Ich aktywnos¢ zauwazalna jest dopiero przy
okreslonym stezeniu surfaktantu [92]. Podczas optymalizacji wykorzystano cztery zwigzki
powierzchniowo czynne. Pierwszym z nich byt Tween® 80 (Pol-Aura, Zawroty, Polska) —
surfaktant niejonowy — mieszanina polietoksylowanych pochodnych sorbitanu i kwasu
oleinowego. Drugim zastosowanym surfaktantem z tej grupy byt Lutrol® F68 (kopolimer
blokowy tlenku etylenu i tlenku propylenu; Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy). Do badan
wtgczono takze cholan sodu, nalezgcy do anionowych substancji powierzchniowo
czynnych. Zdaniem Cserhati [93] surfaktanty anionowe charakteryzujg sie dobrymi
wtasciwosciami fizykochemicznymi i wysokim stopniem biodegradowalnosci. Ostatnim
testowanym zwigzkiem byt bromek heksadecylotrimetyloamoniowy — CTAB, czyli
surfaktant kationowy. Ujemnie natadowana powierzchnia skéry oraz dodatnio natadowane
nanoczastki lipidowe mogg oddziatywaé pomiedzy sobg elektrostatycznie i mieé¢ wptyw na
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zwiekszone przenikanie substancji aktywnych przez poszczegdlne warstwy naskérka [94].

W celu optymalizacji sktadu SLN pod katem

zastosowanego uktadu zwigzkow

powierzchniowo czynnych wykonano pie¢ wariantéw dyspersji (tab. 4), a nastepnie

potwierdzono ich parametry fizykochemiczne w dniu wykonania dyspersji (DO) oraz po 14

dniach (D14) przechowywania wtemperaturze pokojowej (25°C). Metodyka otrzymywania

dyspersji SLN byta identyczna jak w przypadku doboru lipidu statego oraz weryfikacji

koniecznosci uzycia L-fosfatydylocholiny. Uzyskane rezultaty zebrano w tabeli 4.

Tabela 4. Poréwnanie parametrow fizykochemicznych dyspersji nanoczastek lipidowych ze wzgledu na
zastosowany uktad surfaktantow.

Probka 1

Préobka 2

Probka 3

Prébka 4

Probka 5

Tween® 80 (1,5% wag.)
Cholan sodu (0,1% wag.)
CTAB (0,5% wag.)

Tween® 80 (1,5% wag.)

CTAB (0,5% wag.)
Lutrol® F68 (1,5% wag.)
Cholan sodu (0,1% wag.)

CTAB (0,5% wag.)

Lutrol® F68 (1,5% wag.)

CTAB (0,5% wag.)
Lutrol® F68 (1,5% wag.)

Cholan sodu (0,1% wag.)

Z-Ave [nm]
Pdl [-]
ZP [mV]
Z-Ave [nm]
Pdl [-]
ZP [mV]
Z-Ave [nm]
Pdl [-]
ZP [mV]
Z-Ave [nm]
Pdl [-]
ZP [mV]
Z-Ave [nm]
Pdl [-]

ZP [mV]

165,1 0,5
0,379 + 0,001
42,3+1,3
200,0 + 0,7
0,403 + 0,004
45,6 +0,2
203,5 +2,4
0,456 + 0,012
43,6+1,1
192,1+0,4
0,396 + 0,005
39,7+0,4
5618,0 + 33,0

0,380 + 0,022

173,9+0,9
0,286 + 0,002
42,7 £0,4
185,7 £1,5
0,417 + 0,013
43,9 +2,3
475,8 £19,8
0,489 £ 0,042
39,6 +5,2
180,9 £ 0,5
0,374 + 0,019

38,1+0,7
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W toku analizy wynikéw odnotowano, ze:

W DO dla prébek 1-4, zawierajgacych CTAB, uzyskane wartosci Z-Ave
potwierdzity pozgdang wielkos¢ <300 nm. Wielko$¢ czastek w probce 5
znaczgco przekraczata oczekiwany zakres. Na tej podstawie nie powtarzano juz
wariantu dyspersji niezawierajgcej CTAB. Potwierdzono tym samym
koniecznosc¢ zastosowania surfaktantu kationowego (0,5% wag.) jako sktadnika
fazy lipidowej optymalizowanej dyspersji.

Poréwnujac prébki zawierajgce réozne surfaktanty niejonowe — probka 1
(Tween® 80 + cholan sodu + CTAB) oraz préobka 3 (Lutrol®F68 + cholan sodu +
CTAB)— wskazano na korzystniejszy uktad surfaktantéw zawierajgcy Tween® 80
(prébka 1). Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze parametry probki 4 — zaréwno Z-Ave,
jak i Pdl — takze miescity sie w oczekiwanym zakresie. Jednak zmiany wartosci
Pdl dla prébki zawierajgcej Tween® 80 miaty tendencje spadkowa w czasie, co
jest aspektem istotnym z punktu widzeniu optymalizacji sktadu SLN.

Wartosci potencjatu zeta dla wszystkich prébek, zarowno w DO, jak i w D14,
utrzymywaty sie na pozgdanym poziomie — przy wartosci wyzszej niz |£30 mV/|
ukfad jest uwazany za fizycznie stabilny [14]. Wedtug Dabrowskiej et al. [95] na
wysokie i dodatnie wartosci potencjatu zeta wptyw miata obecnos¢ surfaktantu
CTAB i jego kationowy charakter.

PODSUMOWANIE

W wyniku optymalizacji ustalono finalny sktad ilosciowy i jako$ciowy
dyspersji SLN:

ZEWNETRZNA FAZA WODNA (1) zawierata: 0,1% wag. cholanu sodu + 1,5%
wag. Tween® 80 zdyspergowane w wodzie destylowanej;

FAZA TLUSZCZOWA (ll) bytfa ztozona z: 1% wag. Imwitor® 900 K + 0,5% wag.
CTAB + 0,25% wag. L-fosfatydylocholiny + 37,5% wag. gliceryny;
WEWNETRZNA FAZA WODNA (lll) — woda destylowana.

Nanoczastki lipidowe (otrzymane w oparciu o zoptymalizowany sktad)
charakteryzowaty sie nastepujgcymi parametrami fizykochemicznymi, ktére uznano za
wyjsciowe:

Z-Ave = 165,1+ 1,1 nm; PDI=0,379 £ 0,007 [-]; ZP =42,7 £ 0,9 mV
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4.4. Stabilnos¢ SLN

Kolejnym etapem badan, nastepujgcym po optymalizacji sktadu SLN, byfa inkorporacja
nanoczgstek lipidowych wspomnianymi wczesniej substancjamiaktywnymi: retinolem (2%
wag.) oraz oligopeptydem (0,1% wag.). Badanie stabilnosci przeprowadzono dla prébek
w trzech kombinacjach:

e Probka 1l (B)—,puste” — nieinkorporowane SLN;

e Probka 2 (R) — SLN zawierajgce 2% wag. retinolu;

e Probka 3 (P + R) — SLN enkapsulowane 0,1% wag. pentapeptydu-18 oraz 2% wag.
retinolu.

Stabilno$¢ uzyskanych dyspersji zweryfikowano z wykorzystaniem urzgdzenia
Zetasizer Nano ZS, uwzgledniajacich trzy podstawowe parametry fizykochemiczne: Z-Ave
[nm], Pdl [-] oraz ZP [mV]. Badanie przeprowadzono w dniu otrzymania nanoczgstek
lipidowych (DO) oraz po 7 (D7), 14 (D14), 21 (D21) i 28 dniach (D28) ich przechowywania
w temperaturach 4°C, 25°C i 45°C. Procedura przygotowania probek byta analogiczna jak
w opisana w podrozdziale 4.3. Ocena stabilnosci dyspersji nanoczastek lipidowych byta
konieczna ze wzgledu na fakt, iz dyspersja ta miata sie docelowo stac jedng ze sktadowych
receptury kosmetycznej. Dobor warunkéw podwyzszonejtemperatury (45°C) zwigzany byt
z testami starzeniowymi formulacji kosmetycznej, ktére wykonano w kolejnych etapach
badan [95]. Wyniki uzyskane dla analizowanych dyspersji zebrano w tabeli 5, gdzie
przedstawiono je w postaci wyrazonych w % zmian warto$¢ poszczegdlnych parametrow
fizykochemicznych w czasie przechowywania dyspersji SLN w rdznych warunkach
temperaturowych.

Tabela 5. Wptyw temperatur na parametry fizykochemiczna dyspersji SLN — badane stabilnosci.

4% ™ 20% 110%

Prébka 1 (B) 25°C 1 35% N 37% 128%
45°C N 77% N 35% 5%

4°C ™ 62% T 41% 9%

Prébka 2 (R) 25°C 4% ™ 12% N19%
45°C N 24% N 54% 4%

4°C N 37% 1 36% 4%

Prébka 3 (P+R) 25°C J 16% 1 6% 7%
45°C ™ 32% M 39% 2%
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Na podstawie uzyskanych danych okreslono, ze zmiany wartosci sredniej wielkosci
czastek oraz wskaznika polidyspersyjnosci dyspersji uzaleznione byly zauwazalnie od
obecnosci substancji aktywnej. W toku badania potwierdzono stabilnos¢ badanych
dyspersji nanoczastek lipidowych poddawanych dziataniu rdéznych temperatur.
Najkorzystniejsze wyniki Z-Ave oraz Pdl uzyskano dla prébki numer 3, zawierajacej
obydwie substancje aktywne, tj. oligopeptyd oraz retinol. Mozna takze zauwazy¢, ze
najmniejsze wahania warto$ci oznaczanych parametrow odnotowano dla prébek
przechowywanych w temperaturze 25°C, ktérg uznano za rekomendowang dla docelowej
dyspersji SLN. Co istotne, pomimo zauwazalnych zmian wartosci Z-Ave dla dyspersji 3, bez
wzgledu na warunki przechowywania, nie zostata przekroczona warto$¢ 300 nm, natomiast
wartosc Pdl dla tej prébki nie przekroczyta wartosci 0,3, uznanej w badaniu za wartos¢
stanowigcg o stabilnosci dyspersji [28]. Nie odnotowano istotnych statystycznie zmian
wartosci potencjatu zeta badanych prébek. Nie wykazano réwniez korelacji pomiedzy
obecnoscig lub brakiem inkorporowanych substancji aktywnych oraz zmiennymi
warunkami temperaturowymia uzyskanymi wynikami ZP. We wszystkich trzech prébkach
(B, R, P+R) wartosci te wynosity wiecej niz pozadana wartos¢ £30 mV, zaréwno w dniu
otrzymania probek (D0), jak i po 28 dniach (D28). Korzystne wyniki badania stabilnosci
potwierdzity wtasciwy dobdr poszczegdlnych sktadnikdw zaprojektowanej dyspersiji statych
nanoczastek lipidowych, przeznaczonej do wykorzystania w roli surowca kosmetycznego,
w przypadku ktérego konieczne jest zastosowanie wysoce stabilnych struktur no$nikowych
[85].

4.5. Badanie pH SLN

Oznaczenie pH dyspersji nanoczgstek lipidowych wykonano rownolegle z badaniem
stabilnosci dla analogicznych prébek (podrozdziat 4.4.). Badanie zostato wykonane w dniu
produkcji (dzien 0, D0) i po 28 dniach (D28) przechowywania w trzech temperaturach (4°C,
25°Ci45°C). Procedure pomiarowa powtdrzono trzykrotnie dla kazdej badanej prébki (pH-
metr EcoSense® pH 10 pH/Temperature Meter, Pen Style (VMR International, Radnor,
USA), a uzyskane wyniki wyrazono jako srednig arytmetyczng * odchylenie standardowe.
Zmiany wartosci pH badanych dyspersji w czasie i pod wptywem réznej temperatury
przechowywania przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Zmiany pH dyspersji SLN przechowywanych w réznych warunkach temperaturowych przez
4 tygodnie.

DO D28/4°C D28/25°C D28/45°C

Prébka 1 (B) 5,47 + 0,04 5,01+0,02 5,33+ 0,06 4,65+0,01
Prébka 2 (R) 4,89+ 0,03 4,64 +0,03 4,45 + 0,01 3,91+0,02
Prébka 3 (P+R) 4,64 +£ 0,04 4,53+0,03 4,37 £ 0,05 3,97 £ 0,02
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Na podstawie analizy wynikéw uzyskanych po 4 tygodniach przechowywania dyspersji SLN
w réznych temperaturach odnotowano, ze:

l. Obecno$é substancji aktywnych wptyneta na nieznaczne obnizenie wartosci pH
dyspersji nanoczastek lipidowych. Réznica ta widoczna byta zaréwno w DO, jak
i w D28, we wszystkich temperaturach przechowywania.

Il. Najwiekszy spadek wartosci pH zaobserwowano dla probek przechowywanych
w podwyzszonej temperaturze (45°C).

Il Zmiany wartosci pH dyspersji przechowywanych w pozostatych temperaturach
nie byly na tyle istotne, aby miaty wptynac na stabilnos¢ inkorporowanych
substancji aktywnych (ze wzgledu niskg wrazliwo$éretinolu oraz pentapeptydu
wobec pH) [96], jak i stabilno$¢ docelowego produktu kosmetycznego,
zawierajgcego optymalizowang dyspersje SLN.

4.6. Charakterystyka SLN — pozostate parametry [D3]

Podczas oceny skutecznosci inkorporacji substancji aktywnych do nanoczastek lipidowych
wykorzystano dwa parametry: (i) efektywnos¢ enkapsulacji (ang. encapsulation efficiency,
EE) okreslang jako stosunek ilosci substancji aktywnej zainkorporowanej do nanoczgstek
lipidowych do catkowitej ilosci wyjsciowej, jakg zastosowano podczas ich produkgji, oraz (ii)
pojemnosc¢ tadunkowg (ang. loading capacity, LC) wyrazajgcy ilos¢ zatadowanej substangji
czynnej w stosunku do catkowitej masy sktadnikéw lipidowych nosnika (Souto-bioavail).
Wedtug Guimaraes i Ré [97] EE dla zwigzku czynnego o charakterze lipofilowym miesci sie
zazwyczaj w zakresie 90-98%, natomiast zwigzki hydrofilowe, ze wzgledu na stabsze
powinowactwo do matrycy lipidowej, osiggajg zauwazalnie nizsze wartosci tego
parametru. Efektywnos$¢ enkapsulacji i pojemnos$¢ tadunkowg wykorzystywanych
w badaniu zwigzkéw aktywnych — retinolu oraz oligopeptydu — okreslono w sposdb
posredniz wykorzystaniem metody spektrofotometrycznej (spektrofotometr UV-Vis Varian
Cary 50 Bio, Varian Inc./Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), oznaczajgc ilos¢
niezainkorporowanych substancji czynnych znajdujgcych w zewnetrznej fazie wodnej
dyspersji SLN. Szczegdtowa procedura pomiarowa opisanazostataszerzej w publikacji IJMS
[D3]. Rozwazajgc wyniki uzyskane dla pentapeptydu-18 — EE wynoszacg 75,7 + 0,4% oraz
LC na poziome 21,6 + 0,1% — odnotowano, ze wartosci te znacznie przekroczyty te
uzyskiwane zwyczajowo dla zwigzkéw o wysokim powinowactwie do wody. Jako powdd tak
skutecznej enkapsulacji oligopeptydu do SLN wskazano zastosowang metode produkgji
nanoczastek, bazujgcg na emulsji wielokrotnej, gdzie peptyd znajduje sie w fazie wody
wewnetrznej. Biorgc pod uwage wyniki otrzymane dla retinolu, ktéry byt drugim zwigzkiem
aktywnym—-EE=91,9+0,3%iLC=52,5+10,1% —potwierdzono prawidtowos¢ wyboru danej
metody otrzymywania SLN (metoda HSH) oraz odpowiedni dobérilosci retinolu wzgledem
zawartosci sktadnikéw matrycy lipidowej.
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Dodatkowo matryce lipidowe SLN zostaty scharakteryzowane z wykorzystaniem
techniki dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego — XRD (dyfraktometr proszkowy D8
Advance w potgczeniu zmonochromatorem Johanssona/Bruker, Billerica, MA, USA) — oraz
skaningowej kalorymetrii réznicowej — DSC (skaningowy kalorymetr réznicowy DSC 8500/
PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Analizie poddano zaréwno prébki lipidow statych, jak
i dyspersje nanoczgstek lipidowych (B —nieinkorporowane SLN; R —SLN zawierajgce retinol;
P+R — SLN zawierajgce peptyd oraz retinol). Szczegétowe procedury pomiarowe oraz
analize wynikéw przedstawiono szerzej w publikacji IJMS [D3]. W toku analizy
dyfraktogramu lipidu statego Imwitor® 900 K zidentyfikowano dwa typowe refleksy
dyfrakcyjne przy kacie 20 = 19,5° i 23,2°, co wskazato na obecnos¢ metastabilnej formy
polimorficznej B' lipidu. Z kolei na profilach krystalizacji uzyskanych dla wszystkich trzech
dyspersji SLN zaobserwowano wytgcznie charakterystyczny pojedynczy sygnaf, przypisany
w tym przypadku formie a, w ktdrej znajduje sie lipid tworzgcy matryce SLN ze wzgledu na
przejScie do wyzszego poziomu energetycznego po wytworzeniu struktury nosnikowej.
W ramach analizy DSC termogram uzyskany dla monostearynianu glicerolu przedstawiat
pojedynczy pik przy temperaturze okoto 65°C. Natomiast na termogramach wykonanych
dla dyspersji nanoczgstek lipidowych odnotowano spadek temperatury topnienia o okoto
3-4°C, pordwnujac lipid staty oraz badane dyspersje SLN. Stwierdzono, ze kluczowe
znaczenie w zakresie stanu polimorficznego lipidu miat tutaj sam proces produkcji SLN, gdyz
otrzymanie struktur nanolipidowych wigzato sie z przejsciem lipidu z formy B poprzez forme
B'i z powrotem do pozadanej formy a, co w petni korespondowato z przedstawionymi
wczesniej rezultatami analizy XRD. Nie odnotowano réwniez wptywu inkorporacji zwigzkéw
aktywnych na postac¢ polimorficzng lipidu matrycy SLN i jej stabilnos¢, gdyz przesuniecie
maksimum piku w kierunku nizszych wartosci temperatury bylo obserwowalne na
zblizonym poziomie na termogramach zaréwno nieinkorporowanych, jak
i enkapsulowanych dyspers;ji SLN.

Otrzymane wyniki zostaty szerzej przedstawione oraz oméwione
w publikacji:

[D3] Solid Lipid Nanoparticles Incorporated with Retinol and Pentapeptide-18 —
Optimization, Characterization and Cosmetic Application,

wydanym w czasopi$mie “International Journal of Molecular Sciences” 2024, 25,
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5. Nosniki lipidowe inkorporowane retinolem i peptydem w produkcie
kosmetycznym [D4]

5.1. Produkty kosmetyczne — preparatyka

Badania wramach pracy doktorskiej przeprowadzono na czterech kremach do twarzy oraz
dwéch kremach do pielegnacji okolicy oczu do stosowania na noc, produkowanych przez
firme Dottore Polska Sp. z 0.0. z siedzibg w Poznaniu, oznaczonych nastepujgco:

AAN (anti-aging NANO)
PRZECIWZMARSZCZKOWY KREM DO TWARZY NA NOC ZAWIERAJACY NANOCZASTKI
LIPIDOWE INKORPOROWANE RETINOLEM | PENTAPEPTYDEM-18 (10,0% WAG.)

Ingredients (INCI): Aqua (A), Tripelargonin (D), Glycerin (D), Isopropyl Palmitate (D),
Polyglyceryl-3 Dicitrate/Stearate (E), Persea Gratissima Oil (E), Glyceryl Stearate (E),
Retinol (F), Pentapeptide-18 (G), Tocopheryl Acetate (F), Xanthan Gum (F), Benzyl Alcohol
(F), Benzoic Acid (F), Polysorbate 80 (F), Dehydroacetic Acid (G), Tocopherol (G),
Phosphatidylcholine (G), Cetrimonium Bromide (G), Sodium Cholate (G), Sodium
Hydroxide (H), Tetrasodium Glutamate Diacetate (G), Parfum (F)

AAB (anti-aging BAZA)
PRZECIWZMARSZCZKOWY KREM DO TWARZY NA NOC BEZ NANOCZASTEK LIPIDOWYCH

Ingredients (INCI): Aqua (A), Tripelargonin (D), Glycerin (D), Isopropyl Palmitate (D),
Polyglyceryl-3 Dicitrate/Stearate (E), Persea Gratissima Oil (E), Glyceryl Stearate (E),
Tocopheryl Acetate (F), Xanthan Gum (F), Benzyl Alcohol (F), Benzoic Acid (F),
Dehydroacetic Acid (G), Tocopherol (G), Sodium Hydroxide (H), Tetrasodium Glutamate
Diacetate (G), Parfum (F)

ACN (anti-ache NANO)
PRZECIWTRADZIKOWY KREM DO TWARZY NA NOCZAWIERAJACY NANOCZASTKI LIPIDOWE
INKORPOROWANE RETINOLEM | PENTAPEPTYDEM-18 (5,0% WAG.)

Ingredients (INCI): Aqua (A), Citrullus Lanatus Seed Qil (D), Propanediol (E), Citrus Limon
Fruit Extract (E), Isopropyl Palmitate (E), Glyceryl Stearate Citrate (E), Cetearyl Alcohol (E),
Pentylene Glycol (E), Glyceryl Stearate (E), Squalane (E), Cannabis Sativa Seed Qil (E),
Glycerin (E), Sodium PCA (E), Succinoglycan (F), Pentapeptide-18 (G), Retinol (F),
Phosphatidylcholine (G), Cetrimonium Bromide (G), Sodium Cholate (G), Polysorbate 80 (F),
Cannabidiol (G), Bioflavonoids (G), Raspberry Ketone (F), Tocopherol (G), Helianthus
Annuus Seed Qil (F), Potassium Sorbate (G), Tetrasodium Glutamate Diacetate (G), Sodium
Hydroxide (H), Trisodium NTA (H), Parfum (F)
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ACB (anti-acne BAZA)
PRZECIWTRADZIKOWY KREM DO TWARZY NA NOC BEZ NANOCZASTEK LIPIDOWYCH

Ingredients (INCI): Aqua (A), Citrullus Lanatus Seed Qil (D), Propanediol (E), Citrus Limon
Fruit Extract (E), Isopropyl Palmitate (E), Glyceryl Stearate Citrate (E), Cetearyl Alcohol (E),
Pentylene Glycol (E), Glyceryl Stearate (E), Squalane (E), Cannabis Sativa Seed Qil (E),
Glycerin (E), Sodium PCA (E), Succinoglycan (F), Cannabidiol (G), Bioflavonoids (G),
Raspberry Ketone (F), Tocopherol (G), Helianthus Annuus Seed Oil (F), Potassium
Sorbate (G), Tetrasodium Glutamate Diacetate (G), Sodium Hydroxide (H), Trisodium NTA
(H), Parfum (F)

EYEN (anti-aging EYE-NANO)

PRZECIWSTARZENIOWY KREM POD OCZY NA NOC ZAWIERAJACY NANOCZASTECZKI
LIPIDOWE INKORPOROWANE RETINOLEM | PENTAPEPTYDEM-18 (1,0% WAG.)

Ingredient (INCl): Aqua (A), Butylene Glycol (D), Coco-Caprylate/Caprate (D), Pentylene
Glycol (E), Propanediol (E), Cetyl Alcohol (E), Glyceryl Stearate (E), Simmondsia Chinensis
Seed Qil (E), Triisostearin (E), Glyceryl Stearate Citrate (E), Butyrospermum Parkii Butter (E),
Theobroma Cacao Seed Butter (E), Glycerin (E), Cetyl Ricinoleate (E), Persea Gratissima Oll
(E), Sodium Hyaluronate (E), Retinol (F), Acetyl Tetrapeptide-5 (G), Palmitoyl
Tripeptide-5 (G), Palmitoyl Dipeptide-5 Diaminobutyroyl Hydroxythreonine (G), Tetradecyl
Aminobutyroyl-valylaminobutyric Urea Trifluoroacetate (G), Pentapeptide-18 (G),
Phosphatidylcholine (G), Cetrimonium Bromide (G), Sodium Cholate (G), Potassium Cocoyl
Hydrolyzed Rice Protein (G), Sodium Cocoyl Amino Acids (G), Caprylic/Capric
Triglyceride (F), Tocopheryl Acetate (F), Tocopherol (G), Helianthus Annuus Seed Qil (F),
Raspberry Ketone (F), Stearyl Alcohol (F), Polysorbate 80 (F), Xanthan Gum (F), Magnesium
Chloride (H), Tetrasodium Glutamate Diacetate (G), Sodium Hydroxide (H), Trisodium
NTA(H), Parfum (F)

EYEB (anti-aging EYE-BAZA)
PRZECIWSTARZENIOWY KREM POD OCZY NA NOC BEZ NANOCZASTEK LIPIDOWYCH

Ingredients (INCI): Aqua (A), Butylene Glycol (D), Coco-Caprylate/Caprate (D), Pentylene
Glycol (E), Propanediol (E), Cetyl Alcohol (E), Glyceryl Stearate (E), Simmondsia Chinensis
Seed Qil (E), Triisostearin (E), Glyceryl Stearate Citrate (E), Butyrospermum Parkii Butter (E),
Theobroma Cacao Seed Butter (E), Glycerin (E), Cetyl Ricinoleate (E), Persea Gratissima
Oil (E), Sodium Hyaluronate (E), Acetyl Tetrapeptide-5 (G), Palmitoyl Tripeptide-5 (G),
Palmitoyl Dipeptide-5 Diaminobutyroyl Hydroxythreonine (G), Tetradecyl
Aminobutyroylvalylaminobutyric Urea Trifluoroacetate (G), Potassium Cocoyl Hydrolyzed
Rice Protein (G), Sodium Cocoyl Amino Acids (G), Caprylic/Capric Triglyceride (F),
Tocopheryl Acetate (F), Tocopherol (G), Helianthus Annuus Seed Qil (F), Raspberry
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Ketone (F), Stearyl Alcohol (F), Xanthan Gum (F), Magnesium Chloride (H), Tetrasodium
Glutamate Diacetate (G), Sodium Hydroxide (H), Trisodium NTA (H), Parfum (F)

Wprowadzenie nanoczastek lipidowych do produktéow bazowych (AAB, ACBi EYEB)
polegato na potgczeniu bazy kosmetycznej z odpowiednig iloscig dyspersji nanoczgstek
lipidowych przy ciggtym mieszaniu. Proces ten kontynuowano az do uzyskania
odpowiedniej konsystencji formulacji kosmetycznych wzbogaconych o nosniki lipidowe
(AAN, ACN i EYEN). Zamieszczone powyzej sktady INCI badanych kreméw do twarzy i do
pielegnacji okolicy oczu przedstawiajg réwniez przyblizone zawartosci poszczegdlnych
sktadnikéw w recepturze poprzez przypisanie ich do jednego z nastepujacych zakresow: (A)
50-100% wag.; (B) 25-50% wag.; (C) 10-25% wag.; (D) 5-10% wag.; (E) 1-5% wag.; (F) 0,1-1%
wag.; (G) < 0,1% wag.; (H) sladowe ilosci.

5.2. Badania fizykochemiczne produktéw kosmetycznych

5.2.1. Badanie pH produktu kosmetycznego

Produkty kosmetyczne z grupy AA (anti-aging) i AC (anti-acne) zostaty przebadane pod
katem stabilnosci pH w czasie przechowywania w réznych warunkach temperaturowych
(4°C, 25°C, 45°C). Pomiar przeprowadzono w dniu wykonania emulsji (TO) oraz po
8 tygodniach ich przechowywania (T8). Wykonanie pomiaru zwigzane byto
z przygotowaniem wodnego roztworu badanego preparatu kosmetycznego (0,1 mgkremu/
20 ml wody destylowanej). Kazdy pomiar pH wykonywano w trzech powtdrzeniach.
Z uzyskanych wynikow obliczono warto$é srednig + odchylenie standardowe.

W dniu rozpoczecia badania (T0) pH badanych produktéw kosmetycznych wyniosto:
5,68 + 0,03 oraz 5,92 + 0,02 odpowiednio dla AAN i AAB, oraz 5,48 + 0,03 i 5,50 + 0,01,
odpowiednio dla ACN i ACB (rys.17). Po 8 tygodniach przechowywania prébek (T8)
w réznych temperaturach zaobserwowano, ze:

e niezaleznie od sktadu samej bazy kosmetycznej i obecnosci SLN obnizenie
temperatury przechowywania do 4°C wptyneto na nieznaczny wzrost pH produktu,
srednio 0 8, 1, 4 oraz 3%, odpowiednio dla AAN, AAB, ACN oraz ACB;

e najmniejsze wahania wartosci pH uzyskano dla prébek produktédw kosmetycznych
przechowywanych w temperaturze pokojowej, ktérg uznano z tego powodu za
rekomendowang temperature przechowywania preparatéw kosmetycznych
opracowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej;

e przechowywanie produktéw w temperaturze podwyzszonej (45°C) spowodowato
obnizenie pH wszystkich testowanych formulacji kosmetycznych. W przypadku
kreméw z grupy AA odnotowano spadek pH o0 6% (AAN) i 5% (AAB). Natomiast dla
preparatow z grupy AC obnizenie pH zostato okreslone na poziomie 5% dla ACN,
natomiast 3% dla ACB.
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Rysunek 17. Zmiany pH formulacji kosmetycznych przechowywanych w réznych temperaturach (4°C, 25°C,
45°C) przez 8 tygodni (opracowanie wiasne).

5.2.2. Badanie stabilnosci masy kosmetycznej — TurbiScan®

Badanie stabilnosci opracowanych produktéw kosmetycznych przeprowadzono
z wykorzystaniem metody wielokrotnego rozpraszania Swiatta (ang. multiple light
scattering, MLS), biorgc pod uwage: (i) zmiany intensywnosci wstecznego rozpraszania
Swiatta (ang. backscattering, ABS), umozliwiajgce wykrycie niewidocznych gotym okiem
zjawisk destabilizujgcych w nietransparentnym i nierozcienczonym ukfadzie dyspersyjnym
[98], oraz (ii) wskaznik stabilnosci (ang. Turbiscan stability index, TSI), ktory odzwierciedla
wszystkie zjawiska o charakterze niestabilnosci pojawiajgce sie w probce [28], [99].
Przyjmuje sie, ze im nizsza wartos¢ TSI, tym bardziej stabilna jest oceniana formulacja
kosmetyczna [100].

Kremy z grupy AA i AC przechowywano przez 60 dni w trzech temperaturach: 4°C,
25°C oraz 45°C. Rozwazajgc wyniki dotyczgce wskaznika stabilnosci okreslono, ze:

e temperatury przechowywania 4°C oraz 25°C nie miaty znaczgcego wptywu na
stabilnos¢ emulsji z grupy AA zawierajgcej nanoczgstki lipidowe (AAN) oraz samej
bazy kosmetycznej (AAB). Wartosci TSI po 60 dniach badania nie przekraczaty 2.
Wynik ten Swiadczyt o braku obecnosci zjawisk o charakterze niestabilnosci.
Analogiczne wyniki uzyskano w przypadku preparatéw z grupy AC, gdzie TSI w dniu
60. nie przekroczyto, zaréwno dla ACN oraz ACB, wartosci 1,5;

e przechowywanie produktéw z grupy AA w temperaturze 45°C skutkowato
znaczacym wzrostem wartosci TSI, odnotowanym dla préobki AAN z 1,75 (D30) do
7,55 (D60), natomiast dla prébki AAB z 5,61 (D30) do 9,09 (D60). W przypadku
kosmetykdw z grupy AC, odnotowane wzrosty TSI nie byly az tak znaczace,
a wartosci parametru w dniu 60. wyniosty 2,56 oraz 5,67, odpowiedniodla ACB oraz
ACN.
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Dla kazdej analizowanej probki preparatu kosmetycznego otrzymano réwniez
wyniki w postaci profilu ABS, gdzie o$ odcietych odzwierciedlata wysokos$é fiolki
pomiarowej, natomiast na osi rzednych przedstawiona zostata intensywnosé Swiatfa
wstecznie odbitego [28, 99, 101]. Wnioski sformutowane na podstawie analizy profili ABS
produktéw kosmetycznych (rys. 18-29) korespondowaty z przedstawionymi powyzej
wynikami dotyczgcymi wskaznika stabilnosci. Odnotowano poréwnywalng zmiane
intensywnosci Swiatta wstecznie odbitego w catej objetosci probki emulsji
przechowywanych w temperaturze obnizonej4°Coraz pokojowej 25°C przez okres 60 dni.
Réznice zdeterminowano wytgcznie w wyzszych partiach fiolki pomiarowej. Co jednak
istotne, pojawiajgce sie zmiany o charakterze niestabilnosci nie przekraczaty poziomu 10%,
uznawanego za wartos¢ graniczng dla formulacji stabilnych [102]. Nie zaobserwowano
rowniez zmian ksztattu profili ABS swiadczgcych o pojawieniu sie zjawiska $mietanowania
czy sedymentacji. Podobnie jak w przypadku TSI, najmniej korzystne wyniki, otrzymane na
podstawie profilu ABS, wuzyskano dla prébek kosmetykdéw przechowywanych
w temperaturze 45°C, ktéra okazata sie zdecydowanie nieodpowiednia do przechowywania
produktéw kosmetycznych opracowanych w ramach pracy doktorskie;j.

krem AAN przechowywany w temp. 4°C
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Rysunek 18. Zmiany intensywnosci $wiatta rozproszonego wstecznie dla AAN przechowywanego
w temperaturze 4°C przez 60 dni (opracowanie wtasne).
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krem AAN przechowywany w temp. 25°C

DO

D7

D30

D60

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40

wysokos¢ celi pomiarowej [mm)]

Rysunek 19. Zmiany intensywnosci Swiatta rozproszonego wstecznie dla AAN przechowywanego
w temperaturze 25°C przez 60 dni (opracowanie wtasne).

krem AAN przechowywany w temp. 45°C
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Rysunek 20. Zmiany intensywnosci Swiatfa rozproszonego wstecznie dla AAN przechowywanego
w temperaturze 45°C przez 60 dni (opracowanie wtasne).

krem AAB przechowywany w temp. 4°C
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Rysunek 21. Zmiany intensywnosci Swiatta rozproszonego wstecznie dla AAB przechowywanego
w temperaturze 4°C przez 60 dni (opracowanie wtasne).
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krem AAB przechowywany w temp. 25°C
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Rysunek 22. Zmiany intensywnosci swiatta rozproszonego wstecznie dla AAB przechowywanego
w temperaturze 25°C przez 60 dni (opracowanie wtasne).

krem AAB przechowywany w temp. 45°C
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Rysunek 23. Zmiany intensywnosci $wiatta rozproszonego wstecznie dla AAB przechowywanego
w temperaturze 45°C przez 60 dni (opracowanie wtasne).

krem ACN przechowywany w temp 4°C
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Rysunek 24. Zmiany intensywnosci $wiatta rozproszonego wstecznie dla ACN przechowywanego
w temperaturze 4°C przez 60 dni (opracowanie wtasne).
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krem ACN przechowywany w temp. 25°C
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Rysunek 25. Zmiany intensywnosci Swiatta rozproszonego wstecznie dla ACN przechowywanego
w temperaturze 25°C przez 60 dni (opracowanie wtasne).

Krem ACN przechowywany w temp. 45°C
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Rysunek 26. Zmiany intensywnosci Swiatta rozproszonego wstecznie dla ACN przechowywanego
w temperaturze 45°C przez 60 dni (opracowanie wtasne).

Krem ACB przechowywany w temp. 4°C

-1 DO

2 D7

D30

De0
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
wysokosé celi pomiarowej [mm]

Rysunek 27. Zmiany intensywnos$ci Swiatfa rozproszonego wstecznie dla ACB przechowywanego
w temperaturze 4°C przez 60 dni (opracowanie wtasne).
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krem ACB przechowywany w temp. 25°C
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Rysunek 28. Zmiany intensywnosci $wiatta rozproszonego wstecznie dla ACB przechowywanego
w temperaturze 25°C przez 60 dni (opracowanie wtasne).

Krem ACB przechowywany w temp. 45°C
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Rysunek 29. Zmiany intensywnosci $wiatta rozproszonego wstecznie dla ACB przechowywanego
w temperaturze 45°C przez 60 dni (opracowanie wtasne).

Doktadny przebieg badania stabilnosci produktéw kosmetycznych w
deklarowanym czasie oraz warunkach przechowywania przedstawiono
w artykule:

[D4] Retinol and Oligopeptide-loaded Lipid Nanocarriers as Effective
Raw Material in Anti-acne and Anti-aging Therapies,

w czasopismie ,Life” 2024, 14 (10), 1212.




5.3. Badanie efektywnosci dziatania produktéw kosmetycznych (in vivo)

Ostatnim etapem oceny skutecznosci zaprojektowanych formulacji kosmetycznych oraz ich
wptywu na parametry skory byto badanie in vivo przeprowadzone z wykorzystaniem
nieinwazyjnych metod w celu potwierdzenia deklarowanych wtasciwosci badanych
produktéw kosmetycznych. Panel ochotnikdw skfadat sie z dwdch 20-osobowych grup.
Kryteriami wyboru ochotniczek do pierwszej grupy (anti-aging, AA), w przedziale
wiekowym 30-65 lat, byly objawy starzenia sie skory, tj. zmarszczki oraz utrata
elastycznosci i jedrnosci skory. W przypadku grupy drugiej (anti-acne, AC), w przedziale
wiekowym 18-65 lat, przyjeto kryteria takie jak: niedoskonatosci oraz stany zapalne skéry,
z naciskiem na tradzikowe podfoze zmian. Kazda ochotniczka otrzymata do testowania po
dwa produkty kosmetyczne (kremy do twarzy na noc): grupa AA — krem AAN (anti-aging
NANO) oraz AAB (anti-aging BAZA); grupa AC — ACN (anti-acne NANO) oraz ACB (anti-acne
BAZA). Ponadto sposréd wszystkich 40 aplikantek wybrano 20 osob, ktére poza kremami
do twarzy otrzymaty takze produkt do pielegnacji okolicy oczu. Wytypowane ochotniczki w
wieku 30-65 lat wykazywaty objawy starzenia sie skory w okolicy oczu, takie jak zmarszczki
oraz wiotkos$¢skéry. Kazda z tych ochotniczek otrzymata dwa preparaty kosmetyczne: EYEN
(krem pod oczy NANO) oraz EYEB (krem pod oczy BAZA).

Badanie aplikacyjne trwato 8 tygodni, a pomiary parametréow biofizycznych skory
byty wykonywane w dniu rozpoczecia badania (TO) oraz w tygodniu 4 i 8 (T4 i T8).
W pierwszym dniu testow wszystkie ochotniczki zostaty poinformowane o charakterze
prowadzonych dziatan, podpisaty formularz Swiadomej zgody na uczestnictwo w badaniu
(zatacznik 1) oraz otrzymaty pisemne materiaty informacyjne o stosowaniu testowanych
produktdow kosmetycznych (zatacznik 2). W 8. tygodniu badania, po zakornczeniu okresu
stosowania produktéw kosmetycznych, ochotniczki wypetnity subiektywng ankiete
dotyczgcg odczucéaplikacyjnych i efektywnosci dziataniatestowanych produktow. Wszelkie
dziatania niepozgdane miaty by¢ zgtaszane badaczowi na dowolnym etapie trwania testow
aplikacyjnych.

Badanie in vivo zostato zatwierdzone przez Komisje Bioetyczng Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w dniu 12 pazdziernika 2023 r.
uchwatg nr 768/23. Pomiary wybranych parametréw biofizycznych skdry zostaty
przeprowadzone z wykorzystaniem zestawu urzgdzen Courage + Khazaka electronic GmbH
(Kolonia, Niemcy): (i) Tewameter® TM 300 (poziom przeznaskoérkowej utraty wody, TEWL);
(ii) Corneometer® CM 825 (poziom nawilzenia skéry); (iii) Cutometer® MPA 580
(elastycznos¢ skory); (iv) Sebumeter® SM 815 (ilos¢ sebum wydzielanego przez skérne
gruczoty tojowe); (v) Visioline® VL 650 (parametry makrorzezby skéry); (vi) Visioscan® VC
98 (parametry topografii skory).
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Szczegdtowy  przebieg badan  aplikacyjnych oraz analiza otrzymanych
wynikdéw zostaty szerzej opisane w artykutach:

[D3] Solid Lipid Nanoparticles Incorporated with Retinol and Pentapeptide-
18 — Optimization, Characterization, and Cosmetic Application,

w czasopismie ,INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR SCIENCES”
2024, 25, 10078; (produkt kosmetyczny z grupy EYE)

[D4] Retinol and Oligopeptide-loaded Lipid Nanocarriers as Effective Raw Material
in Anti-acne and Anti-aging Therapies,

w czasopismie ,Life” 2024, 14 (10), 1212; (produkty kosmetyczne z grupy AA oraz AC)

5.3.1. Poziom nawilzenia skory i przeznaskérkowej utraty wody

Produkty kosmetyczne z grupy AA (anti-aging)

Produkt kosmetyczny AAN, zawierajgcy SLN inkorporowane retinolem i oligopeptydem
(10% wag.), wykazat silniejsze wtasciwosci nawilzajgce w porédwnaniu z bazg kosmetyczng
(preparat AAB), niezawierajgcg nanoczgstek z substancjami aktywnymi (rys. 30, lewa
strona). Po 8 tygodniach stosowania kremu AAN poziom nawilzenia skéry w poréwnaniu z
tygodniem 0. wzrést o 9% w przypadku policzka oraz o 7% w okolicy czota (p <0,05). W
przypadku AAB odnotowano jedynie 3-procentowy wzrost nawilzenia dla obu badanych
obszaréw skéry (p <0,05). Analizujgc wyniki uzyskane w zakresie TEWL (rys. 30, prawa
strona), po 8 tygodniach stosowania produktu AAN zaobserwowano 7-procentowy wzrost
wartosci tego parametru na skdrze policzka oraz 3-procentowy, biorgc pod uwage czoto
(p <0,05). Natomiast aplikacja kremu AAB wptyneta na obnizenie wartosci TEWLw okolicy
policzka srednio o 8% (p < 0,05). W przypadku skdry czota zmiany uznano za nieistotne
statystycznie w poréwnaniu ze stanem wyjsciowym.
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Rysunek 30. Zmiany nawilzenia skory i przeznaskérkowej utraty wody (TEWL) okreslone dla preparatéw
AAN i AAB podczas badan in vivo po 8-tygodniowym okresie stosowania (opracowanie wiasne).

Produkty kosmetyczne z grupy AC (anti-acne)

W przypadku drugiej grupy testowanych produktow kosmetycznych (anti-acne) — w tym
kosmetyku ACN z 5-procentowg zawartoscig opracowanej dyspersji SLN — zaobserwowano
wzrost nawilzenia skéry po 8 tygodniach (T8) stosowania produktu, ktory wynidst 3%
zaréwno w okolicy policzka i czota (p < 0,05) (rys. 31, lewa strona). Dla poréwnania, wyniki
odnotowane w T8 dla kremu ACB (bazy bez SLN) wykazaty wartosci nieistotne statystycznie
w porownaniu ze stanem wyjsciowym w TO0. Co wiecej, w przypadku preparatu ACN
zauwazono spadek wartosci TEWL — zaréwno na policzku, jak i na czole — 0 2% dla obu
badanych obszaréw w 8. tygodniu testow aplikacyjnych (T8) w poréwnaniu z wyjSciowymi
parametrami zebranymi w dniu rozpoczecia badan (T0) (p < 0,05) (rys. 31, prawa strona).
W przypadku produktu ACB zaobserwowano natomiast redukcje wartosci TEWL o 8% na
policzku (p <0,05), natomiast zmiany w okolicy czota okreslono jako statystycznie
nieznaczace.
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Zmiana wartosci nawilzenia skory [%]
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Rysunek 31. Zmiany nawilzenia skéry i przeznaskdrkowej utraty wody (TEWL) okreslone dla preparatéw ACN
i ACB podczas badan in vivo po 8-tygodniowym okresie stosowania (opracowanie wtasne).

Produkty kosmetyczne z grupy EYE (anti-aging EYE)

Poziom zawartos$ci wody w naskdrku wzrést o 5% po 8 tygodniach stosowania (T8) kremu
pod oczy EYEN (p<0,05) (rys. 32). W przypadku parametru TEWL odnotowano
7-procentowy spadek jego wartosci w poréwnaniu z wartosciami wyjsciowymi (p < 0,05).
Dla poréwnania preparat EYEB, ktéry nie zawierat nanoczgstek lipidowych, spowodowat
nieznaczny spadek stopnia nawilzenia naskdérka — o 1% — oraz 3-procentowy spadek
poziomi TEWL w poréwnaniu z badaniem wykonanym w TO (p < 0,05).

Poziom nawilzenia naskérka i przeznaskdérkowej utraty wody
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Ogodlne nawilzenie TEWL

Parametry nawilzenia naskoérka

Rysunek 32.Zmiany nawilzeniaskoryiprzeznaskdrkowejutraty wody (TEWL) okreslonedla preparatow EYEN
i EYEB podczas badan in vivo po 8-tygodniowym okresie stosowania (opracowanie wtasne).

Obecno$¢ nanoczgstek lipidowych w sktadzie opracowanych produktéow
kosmetycznych wptyneta na wzrost nawilzenia w nizszych warstwach naskérka przy
jednoczesnym zachowaniu funkcji barierowych skory. Zaleznos¢ ta wynikata ze zdolnosci
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nanoczastek lipidowych do regeneracji zewnetrznych warstw skéry poprzez
wbudowywanie zwigzkéw lipidowych w macierz miedzykomdérkowa warstwy rogowej
naskdrka [95]. Zaobserwowano rdznice w poziomach nawilzenia naskdrka, bedacg
wynikiem aplikacji kreméw zawierajgcych substancje aktywne w postaci SLN (AAN, ACN,
EYEN) — w pordéwnaniu do ich odpowiednikéw bazowych (AAB, ACB, EYEB). Zmiany
zwigzane z nieznacznym wzrostem transepidermalnej ucieczki wody, ktére odnotowano po
8 tygodniach stosowania produktéw kosmetycznych, spowodowane byty obecnoscig
retinolu, ktéry wykazuje keratolityczne dziatanie na skére [103]. Niemniej jednak, pomimo
wzrostu wartosci TEWL, poziom nawilzenia skory utrzymywat sie na optymalnym poziomie,
a jego wartos$¢ byta nawet wyzsza niz przed rozpoczeciem badania (T0).

5.3.2. Elastycznos$¢ skory

Okreslenie parametrow biomechanicznych skéry, w tym bezwymiarowego wspoétczynnika
elastycznosci ogélnej R2, umozliwito ocene skutecznosci przeciwstarzeniowej produktow
kosmetycznych z grupy AA oraz EYE. Im wyzsza jest warto$¢ wspdtczynnika R2iim bardziej
zbliza sie ona do jednosci (1), tym bardziej elastycznaijedrna jest skéra badanego obszaru
[104].

Produkty kosmetyczne z grupy AA (anti-aging)

Po 8 tygodniach stosowania preparatu AAN odnotowano poprawe elastycznosci skory
o okoto 2% (p < 0,05), podczas gdy formulacja AAB nie spowodowata zmian w elastycznosci
skéry uznawanych za istotne statystycznie (rys. 33).

Elastycznos¢ skory
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Rysunek 33. Zmianaelastycznosciisprezystosciskdry w czasie stosowania produktéw kosmetycznychz grupy
anti-aging AA (AAN i AAB) podczas badan in vivo po 8-tygodniowym okresie stosowania (p<0,05)
(opracowanie wtasne).
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Produkty kosmetyczne z grupy EYE (anti-aging EYE)

Poprawa elastycznosci i jedrnosci skory zostata zweryfikowana po stosowaniu kreméw
EYEN i EYEB trwajgcym 8 tygodni. W przypadku EYEN zauwazono znaczny wzrost
wspotczynnika R2. Odnotowano 4-procentowg poprawe elastycznosci skéry dla kremu
EYEN (z nanoczastka) i 1-procentowy spadek elastycznosci skory dla kremu EYEB (rys. 34),
co w odniesieniu do wynikdéw z dnia rozpoczecia badania uznano za zmiane nieistotng
statystycznie.
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Rysunek34.Zmianaelastycznosciisprezystosciskory w czasie stosowania produktow kosmetycznychz grupy
anti-aging EYE (EYEN i EYEB) podczas badan in vivo po 8-tygodniowym okresie stosowania (p<0,05)
(opracowanie wtasne).

Podczas analizy otrzymanych wynikéw zaréwno w przypadku formulacji AAN, jak
i w przypadku formulacji EYEN zauwazono znaczng poprawe sprezystosci i jedrnosci skory
w poréwnaniu z formulacjami bazowymi (AAB i EYEB). Addytywne dziatanie retinolu oraz
oligopeptydu spowodowato poprawe gestosci i elastycznosci skéry. Mogto to wynikaé
zdziatania tych substancji aktywnych na struktury skéry poprzez korzystny wptyw
w zakresie syntezy kolagenu oraz elastyny [105]. Na poprawe elastycznosci skéry mogto
wptyngc takze wiasciwe nawilzenie naskdrka. Skéra sucha i odwodniona jest zazwyczaj
mniej elastyczna i bardziej sztywna w pordwnaniu ze skdérg charakteryzujgcg sie
odpowiednim stopniem nawodnienia [106].
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5.3.3. Poziom sebum (grupa AC)

Produkty kosmetyczne z grupy AC, z powodu obecnosci substancji aktywnych
przeznaczonych dla skoér ttustych i mieszanych, zostaty przebadane takze przy pomocy
gtowicy Sebumeter®. Zgodnie z zatozeniami pomiaru poziomu wydzielanego sebum, im
blizszy 0 jest uzyskany wynik, tym wiekszg aktywnosc seboregulujgca wykazuje skéra [107].
Podczas 8-tygodniowego uzytkowania produktu ACN i ACB zauwazono wyrazng poprawe
w zakresie zmniejszenia produkcji sebum we wszystkich badanych obszarach (na skdrze
policzkdw oraz czota) (rys. 35). Stosowanie ACN pozwolito zredukowac warto$é parametru
zwigzanego z seboregulacja o 14% w okolicy policzka oraz o 18% na czole (p < 0,05).
Parametr ten poprawit sie nieznacznie takze pod wptywem aplikacji kremu ACB, jednak
w tym przypadku redukcja osiggneta poziom odpowiednio 9% i 6% w okolicach policzka
i czota (T8) (p < 0,05).

Zmiana poziomu ilosci wydzielanego sebum
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Rysunek 35. Redukcja iloscisebum wydzielanego przez skére w czasie stosowania produktow kosmetycznych
ACN i ACB podczas badan in vivo po 8-tygodniowym okresie stosowania (opracowanie wtasne).

Na podstawie wuzyskanych wynikdw uznano, Zze dobdér surowcéw
konsystencjotwdrczych kreméw z grupy AC byt dostosowany do pielegnacji skory
wymagajacej regulacji pracy gruczotéw fojowych i tym samym regulacji ilo$ci wydzielanego
sebum. Natomiast obecno$é substancji aktywnych powodowata efekt addytywny. Kremy
z grupy AC wykazaty wysoka skutecznos¢ w pielegnacji u ochotniczek ze skérg tradzikowa
i z niedoskonatosciami. Mozna jednoznacznie stwierdzié, iz przy dtugotrwatym stosowaniu
kosmetyk ACN przynidst wymierne korzysci — zaréowno zmniejszenie nadprodukcji sebum,
jak i redukcje stanéw zapalnych.
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5.3.4. Parametry makrorzezby skory

Analiza makrorzezby badanych obszarédw skéry umozliwita ocene powierzchni skéry pod
katem obecnosci, liczby i gtebokos$ci zmarszczek. Produkty kosmetyczne AAN i EYEN — dzieki
zawartosci retinolu i oligopeptydu, ktédrymi inkorporowane byty nanoczastki lipidowe —
spowodowaty zmiane liczby zmarszczek Srednio o -18% w okolicy oczu (EYEN) i 0 -29%
w okolicy czota (AAN) (p < 0,05), podczas gdy w przypadku AAB oraz EYEB uzyskane wyniki
ksztattowaty sie na poziomie odpowiednio -6% oraz -9% (p < 0,05) (rys. 36). Istotng réznice
zaobserwowano rowniez w sredniej dtugosci zmarszczek. W okolicy oczu warto$é tego
parametru zostata zredukowanao 16% (EYEN), natomiast na czole 0 11% (AAN) (p < 0,05).
W przypadku preparatéw kosmetycznych niezawierajacych zauwazono redukcje
zmarszczek 0 7% i 8%, odpowiednio dlaAABi EYEB (p < 0,05). Wyniki w zakresie parametru
dotyczgcego maksymalnej gtebokosci zmarszczek réwniez potwierdzity skuteczne dziatanie
przeciwstarzeniowe badanych produktéw kosmetycznych. Dla AAN po 8 tygodniach
stosowania kremu odnotowano 8-procentowg redukcje w przypadku zmarszczek na czole
oraz na poziomie 3% w okolicy oczu (p < 0,05). Tymczasem w przypadku EYEB zauwazono
1-procentowe pogorszenie sie kondycji skory, natomiast w przypadku AAB zmiany
odpowiadajgce 3-procentowemu obnizeniu sie wartosci tego parametru. Otrzymane
wyniki dotyczace parametrow makrorzezby skéry jednoznacznie potwierdzity dziatanie
przeciwzmarszczkowe opracowanych produktéw kosmetycznych AAN oraz EYEN.
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Rysunek 36. Zmiany wybranych parametréw makrorzezby skéry okreslone dla preparatéw kosmetycznych
anti-aging AA (AAN i AAB) oraz anti-aging EYE (EYEN i EYEB) podczas badan in vivo po 8-tygodniowym
okresie stosowania (opracowanie witasne).
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5.3.5. Parametry topografii skory (grupa EYE)

Dla diagnostyki kondycji naskérka i stopnia nasilenia procesdw keratolitycznych istotna jest
takze analiza parametrow topografii skdry, w tym: SEr, czyli parametru charakteryzujgcego
szorstko$¢ skory, SEsc — parametru ztuszczania oraz SEw — parametru obliczanego na
podstawie sredniej szerokosci i gtebokosci zmarszczek. Wartos¢ SEr odnotowana po
8 tygodniach stosowania EYEN wskazata na wzrost stopnia szorstkosci o0 25%, podczas gdy
w przypadku EYEB wzrost wynidst 17% w poréwnaniu do wynikdw otrzymanych w TO
(p <0,05). Dodatkowo parametr SEsc dla produktu EYEN zwiekszyt swojg wartos¢ o 22%
w ciggu 8 tygodni, natomiast dla EYEB — zaledwie o 7% (p <0,05). Biorgc pod uwage
parametr SEw — po 8 tygodniach odnotowano 4-procentowy wzrost wartosci parametru
w przypadku aplikacji EYEN oraz wzrost na poziomie 13% dla EYEB (p < 0,05) (rys. 37).
Analiza wynikéw wybranych parametréw topografii skéry wskazata na przyspieszony
i zintensyfikowany proces tuszczenia warstwy rogowej (dla EYEN), przy czym zjawisko to
mogto wptywaé takze na szorstko$é powierzchni naskérka oraz na zmiany parametréw
sredniej gtebokosci i szerokosci zmarszczek. Z catg pewnoscig tuszczenie byto zwigzane
z obecnoscig retinolu zawartego w matrycy SLN, ktéry aktywnie wptywa na skére,
przyspieszajgc odnowe komdrkowa i zwiekszajgc intensywnosé procesu keratynizacji [44].
Jednak co wazine, nie miato to istotnego wptywu na wartos¢ omawianych juz wczesniej
parametréw odzwierciedlajgcych poziom nawilzenia skéry oraz zdolnosci barierowe
naskadrka.

Parametry topografii skéry

30%

25%

25% 22%

17%
13% HEYEN
o ® EYEB
0
. 2

szorstkos¢ skory (SEr) tuszczenie sie naskorka (SEsc) Srednia szerokos¢ i gtebokosé
zmarszczek (SEw)

20%

15%

10%

5%

0%

Rysunek 37. Zmiany wybranych parametréw topografii skdry okreslone dla preparatéw kosmetycznych
anti-aging EYE (EYEN i EYEB) podczas badan in vivo po 8-tygodniowym okresie stosowania (opracowanie
wtasne).
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5.4. Sprawozdanie z badan aplikacyjnych subiektywnych

Po zakonczeniu okresu stosowania produktéw kosmetycznych wszystkie aplikantki
wypetnity subiektywng ankiete dotyczgcg odczué¢ aplikacyjnych i efektywnosci dziatania
testowanych produktéw. Sprawozdanie z badan aplikacyjno-uzytkowych przedstawione
jest w formie zatgcznikow:

e Krem zretinolem i peptydem do skory starzejgcej sie (zatgcznik 3) reprezentujacy
krem AA

e Krem z retinolem i peptydem do skdry z tradzikiem i niedoskonatosciami
(zatacznik 4) reprezentujgcy krem AC

e Krem z retinolem i peptydem do pielegnacji starzejgcej sie skory wokot oczu
(zatacznik 5) reprezentujgcy krem EYE

5.5. Wdrozenie gotowych produktéow kosmetycznych na rynek

5.5.1. Przekaz marketingowy

Nanoczastki lipidowe sg innowacyjnym nosnikiem substancji aktywnych. Zapewniajg
skuteczng penetracje zwigzkdéw przez naskérek, dzieki czemu wzmacniajg i wydtuzajg
dziatanie kosmetyku.

Wiaczenie do nanoczgstek lipidowych retinolu i oligopeptydu skutkuje powstaniem
uktadu o addytywnym charakterze. Oznacza to, ze obie substancje nie tylko dziatajg zgodnie
z whasnymi wtasciwos$ciami, lecz takze wzajemnie maksymalizujg swéj wptyw na skore.
Dzieki temu efekty pielegnacyjne catej formulacji s3 doskonate juz przy najnizszych
dziatajgcych stezeniach substancji.

Kosmetyki na bazie nanoczgstek lipidowych z retinolem i oligopeptydem
spowalniajg starzenie sie skdry, zwalczajg niedoskonatosci oraz wzmacniajg bariere
hydrolipidowa i przywracajg do normy poziom nawilzenia.

Retinol w stezeniu 0,1% korzystnie wptywa na kazda strukture zawartg w skoérze.
Dziata dwutorowo: od zewnatrz redukuje grubo$é warstwy rogowej naskodrka, a od
wewnatrz pobudza synteze kolagenu i elastyny oraz reguluje prace gruczotéw tojowych.
Dzieki enkapsulacji do nanoczastek lipidowych retinol nie powoduje efektéow
niepozadanych charakterystycznych dla tej substangji.

Oligopeptyd z grupy neuropeptyddw, zastosowany w stezeniu 0,05%, dziafa
w gtebokich warstwach skory: wptywa na redukcje juz istniejgcych zmarszczek mimicznych
i ogranicza powstawanie nowych.

Linia pielegnacyjna obejmuje trzy produkty kosmetyczne, ktére dzieki swoim
recepturom doskonale wpisujg sie w trend skin minimalismu.

Krem z retinolem i peptydem do skéry starzejacej sie oraz krem z retinolem
i peptydem do pielegnacji starzejacej sie skéry wokoét oczu sg odpowiedzig na potrzeby
filozofii slow aging — holistycznego podejscia do pielegnacji skdry z nastawieniem na

63



doltore

COSMECEUTICI

dtugotrwatg, ale skuteczng terapie. Naturalnego zegara biologicznego nie zatrzymamy,
jednak mozemy spowolnié oznaki uptywajgcego czasu widoczne na skérze.

Krem z retinolem i peptydem do skéry z tradzikiem i niedoskonatosciami to doskonata
propozycja dla skér mtodszych z problemem nadprodukcji sebum oraz ze zmianami o podtozu
tragdzikowym. Kosmetyk umozliwia pielegnacje skéry w stylu pre-aging — jeszcze zanim
procesy starze zaczng byé widoczne oraz gdy pojawia sie pierwsze ich symptomy.
Jednoczesnie krem jest skutecznym rozwigzaniem dla oséb, ktére borykaja sie z problemem
niedoskonatosci.

5.5.2. Gotowe produkty kosmetyczne

Przeprowadzone badania w certyfikowanych laboratoriach zewnetrznych, potwierdzajg
zgodnos$éreceptur w wytycznymi Rozporzgdzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr
1223/2009 z dnia 30 listopada 2009r. dotyczgcego produktdw kosmetycznych (Dz.Urz.UE L
342 7 22.12.2009), ktore obowigzuje od dnia 11 lipca 2013 r. z pdzniejszymi zmianami.
Produkt kosmetyczny RETIN-PEPT wellaging, RETIN-PEPT preaging oraz RETIN-PEPT eye o
zadeklarowanym przez producenta sktadzie spetnia wymagania natozone przez Ustawe o
kosmetykach z dnia 30 marca 2001r. (Dz. U. Nr 42 poz. 473 z pdzniejszymi zmianami),
stosowany zgodnie z przewidywanym przeznaczeniem i sposobem uzycia — nie stanowi
zagrozenia dla zdrowia cztowieka. Na opakowaniu zostang umieszczone ostrzezenia o
obecnosci Witaminy A w skfadzie produktu zgodnie z rozporzadzeniem Komisji (UE)
2024/996 z dnia 3 kwietnia 2024 zatgcznik Ill.

W wyniku przeprowadzonych badan przygotowane do wprowadzenie na rynek
kosmetyczny zostaty trzy produkty:

Retin-Pept wellaging
Krem z retinolem i peptydem do skory starzejacej sie
Cream with retinol and peptide for aging skin

Krem jest odpowiednikiem produktu AAN, ktory zawiera 10% wag. stezenie dyspersji SLN.
Kosmetyk bedzie opakowany w 50ml jednos$ciankowg butelke typu airless, ktéra
dodatkowo zabezpieczy substancje aktywne przed czynnikami zewnetrznymi oraz
papierowy kartonik jednostkowy (rys. 38). Butelka oraz jej elementy spetniajg wymagania
Dyrektywy Parlamentu Europejskiego i Rady 94/62/WE ze zmianamiw sprawie opakowan
i odpaddéw opakowaniowych.

W celu wdrozenia na rynek przeprowadzono badania w laboratorium zewnetrznym —
tabela 7.
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Tabela 7. Zestaw badan niezbednych do rejestracji produktu Retin-Pept wellaging.

Test konserwacji K/0/01/2023/527/M/1 + zatacznik M/23057/01

Dermatologia B-84108/20526/23

Stabilno$¢ produktu 01/07/22/TS/3
*Cytotoksycznos¢ byta wykonywana wytgcznie dla kremu z 10% wag. stezeniem statych

nanoczastek lipidowych. Otrzymany wynik dla najwyiszego stezenia w badanych
produktach w pozostatych produktach bedzie tozsamy badz nizszy.

Produkt jest gotowy do wdrozenia na rynek Polski.
Planowane rozpoczecie wprowadzania produktu na rynek ze wzgledu na obecnos¢
retinolu w skfadzie kremu JESIEN 2025r.

RETI N-P.EPT.
wellaging

7 f02/ Dk 54
50 mi

Rysunek 38. Pojemnik i opakowanie jednostkowe Retin-Pept wellaging.
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Retin-Pept preaging
Krem z retinolem i peptydem do skéry z tradzikiem i niedoskonatosciami
Cream with retinol and peptide for skin with acne and imperfections

Krem jest odpowiednikiem produktu ACN, ktéry zawiera 5% wag. stezenie dyspersji SLN.
Kosmetyk bedzie opakowany w 50ml jednos$ciankowg butelke typu airless, ktéra
dodatkowo zabezpieczy substancje aktywne przed czynnikami zewnetrznymi oraz
papierowy kartonik jednostkowy- rys. 39 . Butelka oraz jej elementy spetniajg wymagania
Dyrektywy Parlamentu Europejskiego i Rady 94/62/WE ze zmianamiw sprawie opakowan
i odpadéw opakowaniowych.

W celu wdrozenia narynek przeprowadzono badania wlaboratorium zewnetrznym-tab. 8.

Tabela 8. Zestaw badan niezbednych do rejestracji produktu Retin-Pept preaging .

Cytotoksycznosc* K/0/07/2022/309/F/1 + zatgcznik 20220729-AB-GBA-33
Test konserwacji K/0/02/2024/241/M/1 + zatgcznik M/12281/02
Mikrobiologia 01/02/24/DOTT/K
Dermatologia 15/02/24/D/5
Fizykochemia podstawowa 15/02/24/FCH/5
Stabilnosé produktu K/0/02/2024/304/F/1 + zatacznik F/16886/02
Kompatybilnos¢ masy z opakowaniem K/0/02/2024/304/F/1 + zatgcznik F/16886/02

Produkt jest gotowy do wdrozenia na rynek Polski.
Planowane rozpoczecie wprowadzania produktu na rynek ze wzgledu na obecnos¢
retinolu w sktadzie kremu JESIEN 2025r.

. COSMECEUTICI

RETIN-PEPT
preaging
RETIN-PEPT |
preagin Krem z retinolem i peptydem |
do skory z tradzikiem
i i'niedoskonatosciami
Creant with retinol and peptide
O Skin with acne
and imperfections
7 floz {pHSS
50 ml 1.7 floz / pH 5,5
50 ml

Rysunek 39. Pojemnik i opakowanie jednostkowe Retin-Pept preaging.
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Retin-Pept eye
Krem z retinolem i peptydem do pielegnacji starzejacej sie skéry wokoét oczu
Cream with retinol and peptide for aging skin around the eyes

Krem jest odpowiednikiem produktu EYEN, ktéry zawiera 1% wag. stezenie dyspersji SLN.
Kosmetyk bedzie opakowany w 15ml jednos$ciankowg butelke typu airless, ktéra
dodatkowo zabezpieczy substancje aktywne przed czynnikami zewnetrznymi oraz
papierowy kartonik jednostkowy —rys. 40. Butelka oraz jej elementy spetniajg wymagania
Dyrektywy Parlamentu Europejskiego i Rady 94/62/WE ze zmianamiw sprawie opakowan
i odpadéw opakowaniowych.

W celu wdrozenia na rynek na chwile obecng przeprowadzono badania w laboratorium
zewnetrznym - tab. 9.

Tabela 9. Zestaw badan niezbednych do rejestracji produktu Retin-Pept eye.

Cytotoksycznosc* K/0/07/2022/309/F/1 + zatgcznik 20220729-AB-GBA-33
Test konserwacji K/0/04/2024/660/M/2 + zatgcznik M/42480/04
Mikrobiologia K/0/05/2024/82/M/1

Pozostate badania produktu sg planowane na poczatku 2025r.
Planowane rozpoczecie wprowadzania produktu na rynek ze wzgledu na obecnos¢
retinolu w skfadzie kremu JESIEN 2025r.

'8 e —
=
i ¥
- COSMECEUTIC!
ob-e0
o@o
Car e
| RETIN-PEPT
dotiore eye
5
oWo Krem Zretinolem i peptydem
Oy g0 do pielegnacji starzejacej sig
skory wokot oczu
RETIN-PEPT Cream with retinol and peptide
eye for aging skin around the eyes.

0,5floz/ pH 6,0

15 ml

Rysunek 40. Pojemnik i opakowanie jednostkowe Retin-Pept eye.
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V. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Retinol i oligopeptyd (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu) zostaty przebadane celem weryfikacji
skutecznosci ich dziatania w roli sktadnikdow aktywnych formulacji kosmetycznych.
Wprowadzenie tych zwigzkéw w postaci nosnikéw lipidowych (statych nanoczastek
lipidowych o rozmiarach nieprzekraczajgcych 200 nm) zapewnito otrzymanie stabilnych
produktéw kosmetycznych charakteryzujgcych sie przedtuzonym w czasie dziataniem na
skore. Udowodniono, iz pomimo keratolitycznego charakteru retinolu testowane preparaty
kosmetyczne wykazaty wtasciwosci zapewniajgce odpowiedni poziom nawilzenia naskérka.
Obecnos$é nanoczastek lipidowych wptyneta pozytywnie na funkcje barierowe skory, dzieki
wtasciwosciom okluzyjnym SLN, oraz ograniczyta niepozadane dziatanie retinoluy,
pojawiajgce sie w podczas stosowania tego zwigzku w klasycznej postaci. Potwierdzono
przeciwstarzeniowe dziatanie produktu kosmetycznego z grupy anti-aging (AA) -
stosowanie kremu AAN (wzbogaconego nanoczgstkamilipidowymi) skutkowato poprawa
elastycznosci skory (1N2%), wptywajacg na polepszenie ogdlnej kondycji skory,
a wtasciwosci te przypisano zawartosci peptydu w sktadzie formulacji kosmetycznej. Efekt
anti-aging odnotowano takze w toku analizy wynikow parametréw makrorzezby skéry —
zmniejszenie liczby zmarszczek (1,29%) oraz redukcja ich Sredniej dtugosci (J{,11%)
i gtebokosci (1, 8%) w czasie 8 tygodni stosowania preparatu AAN jednoznacznie wskazatfa
na efektywne dziatanie kosmetyku. Analogiczne wyniki odnotowano dla produktu
przeznaczonego do pielegnacji skory wokot oczu (EYEN), gdzie obecnos¢inkorporowanych
SLN wptyneta na redukcje widocznosci linii i zmarszczek na jej powierzchni ({, 18%).
Synergiczne dziatanie retinolu oraz oligopeptydu zostato takze udowodnione w przypadku
produktu z grupy anti-acne (AC) — zaobserwowano znaczgcg funkcje seboregulacyjng
(419%) substancji aktywnych zawartych w tej recepturze (AAC) oraz ich dziatanie
przeciwtrgdzikowe. Badania przeprowadzone w ramach przedtozonej rozprawy doktorskiej
udowodnity skutecznos¢ testowanych produktéw kosmetycznych przy zachowaniu zatozen
obecnego trendu skin minimalism. Osiggnieto mierzalne efekty stosowania opracowanych
kosmetykéw zawierajgcych state nanoczastki lipidowe przy jednoczesnym zastosowaniu
najnizszych efektywnych stezen sktadnikow aktywnych (retinolu i oligopeptydu)
w recepturze formulacji kosmetyczne;.
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OSWIADCZENIE AUTORA PRACY

Niniejszym oswiadczam, Ze w ponizszym artykule:

Peptydy w nosnikach lipidowych i ich zastosowanie w produktach kosmetycznych /
Peptides in lipid carriers and their application in cosmetic product

CHEMIK 2/2024 tom 73, 114-118 (5);
doi: 10.15199/4.2024.2.3 (MNiSW = 20)
Matgorzata Pawtowska, Marta Marzec, Izabela Nowak

Maj wiasny udziat obejmowat:

wspotudziat w opracowaniu koncepcji wizualnej i merytorycznej;

wspoludzial w przygotowaniu manuskryptu i edycji;

wspotudziat w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje oraz korespondencja z edytorem
i recenzentami.

Mgr inZ. Matgorzata Pawlowska
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Prof. dr hab. lzabela Nowak Poznan, 30.09.2024
Wydzial Chemii, Zaklad Chemii Stosowanej

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Uniwersytetu Poznanskiego 8

61-614 Poznan

OSWIADCZENIE AUTORA PRACY

Niniejszym o$wiadczam, Ze w ponizszym artykule:

Peptydy w nosnikach lipidowych i ich zastosowanie w produktach kosmetycznych /
Peptides in lipid carriers and their application in cosmetic product

CHEMIK 2/2024 tom 73, 114-118;
doi: 10.15199/4.2024.2.3 (MNiSW = 20)
Maigorzata Pawiowska, Marta Marzec, Izabela Nowak

Bytam bezposrednim opiekunem naukowym | promotorem pracy doktorskiej mgr inz.
Malgorzaty Pawlowskiej, a mdj wiasny udziat obejmowat:

® nadzor naukowy;
pozyskiwanie finansowania;

wspotudziat w praygotowaniu odpowiedzi na recenzje oraz korespondencja z edytorem
i recenzentami.

Prof. dr hab, lzakela Nowak
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dr Marta Marzec Poznan, 30.09.2024
Wydziat Chemii, Zaktad Chemii Stosowanej

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Uniwersytetu Poznarskiego 8

61-614 Poznan

OSWIADCZENIE AUTORA PRACY

Niniejszym oswiadczam, ze w ponizszym artykule:
Peptydy w nosnikach lipidowych i ich zastosowanie w produktach kosmetycznych /
Peptides in lipid carriers and their application in cosmetic product

CHEMIK 2/2024 tom 73, 114-118;
doi: 10.15199/4.2024.2.3 (MNiSW = 20)
Matgorzata Pawtowska, Marta.Marzec, Izabela Nowak

Bytam bezposrednim opiekunem naukowym i promotorem pomocniczym pracy doktorskiej
mgr inz. Matgorzaty Pawtowskiej, a mdj wtasny udziat obejmowat:

* wspoludziat w opracowaniu koncepcji wizualnej i merytorycznej;
* wspdtudziat w przygotowaniu manuskryptu i jego edycji.

dr Marta Marzec
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OSWIADCZENIE WSPOtAUTOROW ,,INTERNATIONAL JOURNAL OF
MOLECULAR SCIENCES” [D3]

Mgr inz. Malgorzata Pawtowska Poznan, 30.09.2024
* Wydziat Chemii, Zaklad Chemii Stosowanej

Uniwersytet im. Adama Mickiewlcza w Poznaniu

Uniwersytetu Poznanskiego 8

61-614 Poznan

? Dottore Polska sp. z 0.0.

Ul. Margoninska 22

60-425 Pucnan

OSWIADCZENIE AUTORA PRACY

Niniejszym oswladczam, e w ponizszym artykul e:

Solid Lipid Nanoparticles Incorporated with Retinol and Pentapeptide-18—
Optimization, Characterization, and Cosmetic Application

RNAL OF MOLECULAR SCIENCES 2024, 25, 10078
doi: 10,3390/ijms251810078 (IF = 4.9, MNiSW = 140)
Matgorzata Pawlowska, Marta Marzec, Waldemar Jankowiak, lzabela Nowak

Maj wiasny udzial obejmowat:

wspotudzial w opracowaniu koncepcji badawczej;

wspdludzial w przygotowaniu metodologii badan;

wspéludziat w analizie i interpretacji uzyskanych wynikow;

wspotudziat w przygotowaniu manuskryptu | jego edycji;

wspotudziat w praygotowaniu odpowiedzi na recenzje oraz korespondencja z edytorem

i recenzentami.

Mgr inz. Malgorzata Powtowska
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Prof. dr hab. lzabela Nowak Poznan, 30.09.2024
Wydziat Chemii, Zaktad Chemii Stosowanej

Uniwersytet im, Adama Mickiewicza w Poznaniu

Uniwersytetu Poznanskiego 8

61-614 Poznah

OSWIADCZENIE AUTORA PRACY

Niniejszym oswiadczam, 2e w ponizszym artykule:

Solid Lipid Nanoparticles Incorporated with Retinol and Pentapeptide-18—
Optimization, Characterization, and Cosmetic Application.

INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR SCIENCES 2024, 25, 10078;
doi: 10.3390/ijms251810078 (IF = 4.9, MNISW = 140)
Malgorzata Paviowska, Marta Marzec, Waldemar Jankowiak, lzabela Nowak

Bylam bezposrednim opiekunem naukowym i promotorem pracy doktorskiej mgr inZ.
Matgorzaty Pawlowskie), a maj wlasny udzial obejmowat;

nadzor naukowy;

pozyskiwanie finansowania;

wspotudzial w opracowaniu koncepcji badawczej;

wspdludziat w przygotowaniv odpowiedzi na recenzje oraz korespondencja z edytorem
i recenzentami.

|
(‘u

Prof dr hab. !jbela Nowak
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dr Marta Marzec Poznan, 30.09.2024
Wydziat Chemii, Zaktad Chemii Stosowanej

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Uniwersytetu Poznanskiego 8

61-614 Poznan

OSWIADCZENIE AUTORA PRACY

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszym artykule:

Solid Lipid Nanoparticles Incorporated with Retinol and Pentapeptide-18—
Optimization, Characterization, and Cosmetic Application

INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR SCIENCES 2024, 25, 10078;
doi: 10.3390/ijms251810078 (IF = 4.9, MNiSW = 140)
Matgorzata Pawtowska, Marta Marzec, Waldemar Jankowiak, Izabela Nowak

Bytam bezposrednim opiekunem naukowym i promotorem pomocniczym pracy doktorskiej
mgr inz. Matgorzaty Pawtowskiej, a moj wiasny udziat obejmowat:

® wspotudziat w opracowaniu koncepcji badawczej;

® wspotudziat w przygotowaniu metodologii badan;

wspotudziat w analizie i interpretagji uzyskanych wynikéw;

wspétudziat w przygotowaniu manuskryptu i jego edycji;

wspotudziat w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje oraz korespondencja z edytorem
i recenzentami.

dr Marta Marzec

87



Lek. med. Waldemar Jankowiak Poznan, 30.09.2024
NZOz Klinika Estetyki Ciafa

Ul. Margoniriska 22

60-425 Poznan

O$WIADCZENIE AUTORA PRACY

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszym artykule:

solid Lipid Nanoparticles Incorporated with Retinol and Pentapeptide-
18—Optimization, Characterization, and Cosmetic Application

INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR SCIENCES 2024, 25, 10078
doi: 10.3390/ijms251810078 (IF =4.9, MNiSW = 140)
Matgorzata Pawtowska, Marta Marzec, Waldemar Jankowiak, Izabela Nowak

Bytem opiekunem naukowym i promotorem pomocniczym pracy doktorskiej megr inz.
Matgorzaty Pawtowskiej, z ramienia pracodawcy Dottore Polska sp. z 0.0., @ moj wtasny
udziat obejmowat:

e nadzor naukowy.

Lek. med. Waldemar Jankowiak
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OSWIDCZENIA WSPOLAUTOROW “LIFE” [D4]

Mgr Inz, Matgorzata Pawlowska Poznan, 30.09.2024
Y Wydziat Chemii, Zakiad Chemii Stosowane;j

Uniwersytet im, Adama Mickiewicza w Poznaniu

Uniwersytetu Poznanskiego &

61-614 Poznan

? Dottore Polska sp. 2 0.0.

Ul Margoninska 22

80-425 Puznian

OSWIADCZENIE AUTORA PRACY

Niniejszym oswiadczam, ze w ponizszym artyku le:

Retinol and Oligopeptide-loaded Lipid Nanocarriers as Effective Raw Material in
Anti-acne and Anti-aging Theraples

LIFE 2024, 14 {10), 1212;
doi: 10.3390/1ife14101212 (IF = 3.2, MNISW = 70)
Matgorzata Pawlowska, Marta Marzec, Waldemar Jankowiak, lzabela Nowak

M) wiasny udziat obejmowat:

wspdludziat w opracowaniu koncepcji badawczej;

wspodtudziat w przygotowaniu metodologii badan;

wspotudziat w analizie | interpretacii uzyskanych wynikéw;

wspotudziat w przygotowaniu manuskryptu i jego edycji;

wspotudziat w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje oraz korespondencja z edytorem

i recenzentami.

Magr ini. Motgorzata Pawfowska

K

Stosowane,
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Prof. dr hab. 1zabela Nowak Poznan, 30.09.2024
Wydziat Chemii, Zaktad Chemii Stosowane]

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Uniwersytetu Poznanskiego 8

61-614 Poznan

OSWIADCZENIE AUTORA PRACY

Niniejszym oswiadczam, ze w poni2szym artykule:

Retinol and Oligopeptide-loaded Lipid Nanocarriers as Effective Raw Material in
Anti-acne and Anti-aging Therapies

LIFE 2024, 14 (10), 1212
doi: 10,3390/1ife14101212 (IF = 3.2, MNISW = 70)
Matgorzata Pawtowska, Marta Marzec, Waldemar Jankowiak, |zabela Nowak

Bytam bezpoérednim opiekunem naukowym | promotorem pracy doktorskiej mgr inz.
Malgorzaty Pawtowskiej, a moj wiasny udziat obejmowat:

nadzor naukowy;
pozyskiwanie finansowania;
wspdludziat w opracowaniu koncepcji badawczej;

wspotudzial w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje oraz korespondencja 2 edytorem
i recenzentami.
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dr Marta Marzec Poznan, 30.09.2024
Wydziat Chemii, Zaktad Chemii Stosowanej

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Uniwersytetu Poznariskiego 8

61-614 Poznan

OSWIADCZENIE AUTORA PRACY

Niniejszym oswiadczam, ze w ponizszym artykule:

Retinol and Oligopeptide-loaded Lipid Nanocarriers as Effective Raw Material in
Anti-acne and Anti-aging Therapies

LIFE 2024, 14 (10), 1212;
doi: 10.3390/ life14101212 (IF = 3.2, MNiSW = 70)
Matgorzata Pawtowska, Marta Marzec, Waldemar Jankowiak, Izabela Nowak

Bytam bezposrednim opiekunem naukowym i promotorem pomocniczym pracy doktorskiej
mgr inz. Matgorzaty Pawtowskiej, a moj wtasny udziat obejmowat:

wspétudziat w opracowaniu koncepcji badawczej;

wspétudziat w przygotowaniu metodologii badan;

wspotudziat w analizie i interpretacji uzyskanych wynikéw;

wspotudziat w przygotowaniu manuskryptu i jego edycji;

wspétudziat w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje oraz korespondencja z edytorem
i recenzentami.

dr Marta Marzec
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Lek. med. Waldemar Jankowiak Poznan, 30.09.2024
NZOZ Klinika Estetyki Ciata

Ul. Margoniriska 22

60-425 Poznan

0$WIADCZENIE AUTORA PRACY

Niniejszym oswiadczam, ze W ponizszym artykule:

Retinol and Oligopeptide-loaded Lipid Nanocarriers as Effective Raw Material in
Anti-acne and Anti-aging Therapies

LIFE 2024, 14 (10), 1212;
doi: 10.3390/life14101212 (IF=3.2, MNiSW = 70)
Matgorzata Pawtowska, Marta Marzec, Waldemar Jankowiak, Izabela Nowak

Bytem opiekunem naukowym i promotorem pomocniczym pracy doktorskiej mgr inz.
Matgorzaty Pawtowskiej, z ramienia pracodawcy Dottore Polska sp. z 0.0., @ m¢j wiasny
udziat obejmowat:

e nadzoér naukowy.
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PRZEDRUK PUBLIKACJI STANOWIACYCH
OSIAGNIECIE NAUKOWE

Retinoids. Chemical diversity for health and beauty /
Retinoidy. Chemiczna réznorodnosc¢ dla zdrowia i urody

Peptydy w nosnikach lipidowych iich zastosowanie w produktach kosmetycznych /
Peptides in lipid carriers and their application in cosmetic product

Solid Lipid Nanoparticles Incorporated with Retinol and Pentapeptide-18 —
Optimization, Characterization, and Cosmetic Application

Retinol and Oligopeptide-loaded Lipid Nanocarriers as Effective Raw Material in
Anti-acne and Anti-aging Therapies
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“PRZEMYSt CHEMICZNY” [D1]

Matgorzata Pawtowska*®", Marta Marzec?, Izabela Nowak?, Waldemar Jankowiak®

2Adam Mickiewicz University, Poznan; Dottore Polska Sp. z 0.0., Poznan

Retinoids. Chemical diversity for health and beauty

Retinoidy. Chemiczna réznorodnosc dla zdrowia i urody

DOI: 10.15199/62.2023.2.XX

A review, with 43 refs., of vitamin A analogs. Structures, properties, me-
tabolisms as well as cosmetic and medical uses were taken into consid-
eration.

Keywords: retinoids, vitamin A, literature review

Przedstawiono réznorodna rodzine witaminy A docenianej od tysiacle-
ci. Dzieki dostepnosci nowoczesnych technologii oraz wiedzy powiek-
sza sie ona w bardzo szybkim tempie. Mnogo$¢ struktur chemicznych
zapewnia coraz to lepsza biodostepnosc i stabilno$¢ czasteczek. Dzieki
swojej réznorodnosci retinoidy stosowane sa w produktach kosme-
tycznych i medycznych, zapewniajac im szeroki wachlarz wtasciwosci
terapeutycznych.

Stowa kluczowe: retinoidy, witamina A, przeglad literatury

Nazwa ,,witamina A” jest nomenklatura zwyczajowa
odnoszaca sie do kilku zwiazkéw chemicznych, ktore
reprezentuja grupe karotenoidoéw, w tym do retinolu i jego
pochodnych (zwanych ogolnie retinoidami) oraz do beta-
-karotenu' . Dotyczy ona wielu substancji chemicznych
o analogicznej budowie, polaczonych ze soba w jedna
rodzing®. Pod pojeciem retinoidow kryja si¢ naturalne
postacie retinolu oraz jego syntetyczne analogi. Witamina
A nazywana jest witaming wzrostowa oraz normalizuja-
ca. Ma ona charakter hydrofobowy (lipidy)™>®, zwiazki
Jja reprezentujace sa nierozpuszczale w wodzie, ale tatwo
rozpuszczaja si¢ w thuszczach i w hydrofobowych oraz
sredniopolarnych rozpuszczalnikach organicznych™®.

Rys historyczny

Starozytnosc. Od objawow do lekarstwa

Zbawienne dzialanie witaminy A zostalo odkryte i doce-
nione juz w starozytnym Egipcie ok. 1500 r. p.n.e., a pozniej

The name “vitamin A" refers to a few chemical com-
pounds representing the group of carotenoids. including
retinol and its derivatives (generally known as retinoids)
and beta-carotene’. The most important chemical com-
pound from this group is retinol, so often the names vitamin
A and retinol are mistakenly confused. The term retinoids
refers to retinol and its synthetic analogues”. Retinol has
been also known as the “growth vitamin” or vitamin nor-
malizing the growth of epithelium. The group of compounds
known as vitamin A has the hydrophobic character (lipids)*
9. The compounds are water insoluble but they easily dis-
solve in fats and in most of organic solvents™ %,

Historical background

The Antiquity - from symptoms to discovery of a drug

Salutary effects of vitamin A were disclosed and appreci-
ated already in Ancient Egypt, 1500 BC, later close to 400

Mgr inz. Matgorzata PAWEOWSKA w roku 2005 ukonczyta
. studia na Wydziale XXX Uniwersytetu Przyrodniczego im.
A. Cieszkowskiego w Poznaniu. Jest doktorantkg w Zaktadzie
Chemii 1ej na Wydziale Chemii Uni ytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu. Pracuje na stanowisku kierowniczki

projektu w firmie Dottore cosmeceutici. Specjalnosc - substan-
- cje aktywne i ich zastosowanie w kosmetyce biatej.

* Adres do korespondencji:

Zaktad Chemii Stosowanej, Wydziat Chemii, Uniwersytet Adama Mickiewicza
w Poznaniu, ul. Uniwersytetu Poznariskiego 8, 61-614 Poznan, tel.: +48 515-237-337,
e-mail: m.pawlowska@dottore.pl

= Dr Marta MARZEC {ORCID: 0000-0003-1482-8274} w roku

2015 uzyskata stopiert magistra, a w 2019 r. stopieri doktora

na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu. Jest adiunktem badawczym w Zaktadzie Chemii
Stosowanej tej samej uczelni. Specjalnosc - preparatyka i bada-
nia fizykochemiczne produktéw kosmetycznych z zakresu
kosmetyki biatej, nowoczesne substancje czynne w produktach
kosmetycznych, badania aplikacyjno-aparaturowe kosmety-
kow, synteza nanoczastek lipidowych, z naciskiem na ich zasto-
sowanie w chemii kosmetycznej.

B, ooy
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ok. 400 r. p.n.e. w Grecji i Rzymie. Zaobserwowano, ze
w przypadku nieokreslonej choroby oczu, ktéra objawiata
si¢ utratg wzroku po zmierzchu, jej symptomy cofaja sie
w krotkim czasie po wlaczeniu do diety watroby zwie-
rzecej. Starozytni Grecy nazwali chorobe nyktalopig (myx,
nyktos — noc, alaos — Slepy, opteos — oko). Dzi§ wiadomo,
ze watroba jest najbogatszym zrédtem witaminy A, a §le-
pota jest objawem niedoboru tej witaminy*7®. Slepote
nocng opisuja takze asyryjskie teksty medyczne z 700 r.
p.n.e. oraz medycyna chinska. Wolf” w swojej publikacji
wspomina takze o hebrajskim traktacie z muzulmanskiej
Hiszpanii (Abraham Ibn Ezra, XII w. n.e.) oraz o stowach
holenderskiego lekarza Jacoba van Maerlandt (1235-1299).
W kazdym z powyzszych przypadkow leczenie obejmowato
oktady z watroby zwierzgcej, parowke nad gotujaca sie
watroba lub bezposrednie spozycie surowego badz ugoto-
wanego narzadu®. Natomiast Jacobus Bonitus (1592-1631),
lekarz pracujacy w Holenderskich Indiach Wschodnich,
opisuje zaburzenia widzenia prowadzace do $lepoty, ktore
mozna bylo wyleczy¢ za pomoca watroby rekina, co bylo
praktykowane rowniez przez rdzennych mieszkancow Jawy.
O leczeniu probleméw ze wzrokiem za pomoca watroby
rekina wspomina takze Brazylijezyk Willem Piso (1611
1678), opierajac si¢ na terapii opisanej przez Hipokratesa”.

0d obserwacji do opiséw klinicznych w XVII w.

Sommer'® opisuje, ze w 1816 t. (wg Wolfa i Lanskiego” '
w 1817 r.) uczony Magendie prowadzil obserwacje stada
psow karmionych wylgcznie wodg i cukrem. W wyniku
takiej diety zaobserwowal u badanych zwierzat spadek
wagi, podatnos¢ na choroby oraz owrzodzenie rogdwki.
Poczatkowo blednie przypisywal to brakowi azotu (biatka)
w pokarmie!'”. Najwczesniejsze powiazanie slepoty nocnej
z wada rogowki miato miejsce w 1860 r. i zostato dokonane
przez Hubbena, ktory zglosit obserwacje, ze slepocie nocnej
towarzysza .,srebrne tuski w rogdéwcee”. Podobne obserwacje
odnotowal Bitot w 1862 r., opisujac tzw. plamy Bitota®'”
jako pieniste biale plamki na rogéwce u niewidomych
dzieci. Objaw ten jest wspoélczesnie uznawany za silny
wskaznik niedoboru witaminy A, dotykajacego gltéwnie
niedozywione dzieci.

Odkrycie witaminy A w XX w.
Przetom XIX i XX w. przyniost wiecej odpowiedzi.
Rozpoczete wowcezas szersze badania z udzialem zwierzat

BC in Greece and Rome. It has been observed that the eyes’
condition manifested as the loss of sight after twilight was
cured in a short time after inclusion of animal liver into the
diet. The ancient Greeks called this disease the nyctalopia
(nyx, nyktos — night, alaos — blind, opteos — eye). Today, we
know that the liver is the richest natural source of vitamin
A and this kind of blindness is caused by its deficiency” 7 ¥.
The night blindness was also described in the medical
scripts from Assyria, 700 BC and China. In his paper, Wolf ¥
mentions a Hebrew treatise coming from Muslim Spain
(Abraham Ibn Ezra, 12" century AC) and words of a Dutch
doctor Jacob van Maerlandt (1235-1299). In the cases
described by him the treatment included compresses with
animal liver, exposure to the steam coming from boiling
liver or eating a raw or cooked liver”. Jacobus Bonitus
(1592-1631), a doctor working in the Dutch East Indies,
described the vision disorder leading to blindness that could
be cured using the shark’s liver, as had been practiced by
the native inhabitants of Java. Also, Willem Piso from Brazil
(1611-1678) mentioned the eye condition treatment with
the use of shark’s liver, referring to the therapy described
by Hippocrates”.

From observations to clinical descriptions
in the 17" century

According to Sommer in 1816'" or according to Wolf
and Lanska in 1817% %, Magendie made observations
of a pack of dogs fed only with water and sugar. This
diet led to the loss of mass, susceptibility to diseases and
ulceration of corneas in the animals. At first, he assigned
the symptoms to lack of nitrogen (that is proteins) in the
diet'. The earliest association between the night blindness
with the defect of cornea was made in 1860 by Hubben
who reported the observation that the night blindness is
accompanied by “silver scales in the cornea”. Similar
observation was reported by Bitot in 1862, who described
the so-called Bitot spots * ' as foamy white spots on the
corneas in blind children. This symptom is currently
assumed as a strong indication of vitamin A deficiency,
mainly in undernourished children.

Discovery of vitamin A in the 20" century

Much more information was collected at the turn of the
19" and 20" centuries. At that time, large-scale studies on

w roku 1993 ukonczyta studia magisterskie na Uniwersytecie
w Reading. W 1997, uzyskata stopien doktora, a w 2008 r. stopien
doktora habilif gona Uni ieim. Adama Mickiewi
w Poznaniu. W 2014 . otrzymata nominacje profesorska. Od 2009 r.
jest kierownikiem Zaktadu Chemii Stosowanej na Wydziale Chemii
| UAM. Od 2019 r. petni funkcje prezesa ZG PTChem. Specjalnosé
- synteza i modyfikacja nowych uporzadkowanych mezoporo-
watych materiatow, synteza wysokowartosciowych i masowych
chemikalidw z uzyciem heterogenicznych katalizatoréw, w tym
z uzyciem biomasy, nowatorskie metody analityczne w zakresie
chemii kosmetycznej, farmaceutycznej i stosowanej, nowoczesne
i kiibadania } kow oraz kosmeceutykow.

DrWaldemar JANKOWIAK jest lekarzem medycyny estetycznej
Miedzynarodowej Unii Medycyny Estetycznej (UIME), specja-
lista chirurgiem, prezesem Polskiego Towarzystwa Medycyny
Estetycznej i Anti-Aging, wyktadowca Podyplomowej Szkoty
Medycyny Estetycznej PTL, uczestnikiem i wyktadowca mie-
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laboratorvjnych ulatwily identyfikacj¢ skladnikow dicty.
Pod koniec XIX w. Guggenheim wspomnial o §lepocie
nocnej konczacej si¢ keratomalacja u niemowlat podczas
wiclkicgo 7-tygodniowego postu. Natomiast w 1913 1.
Ishihara'® pisze o ,.xerozie spojowek polaczonej ze $le-
pota nocng™ 'V, zwang takze ,.$lepotg zmierzchowa”.
Wszystkic badania i ckspervmenty, ktore mialy micjsce do
przelomu XIX i XX w. potwicrdzaly tezg, ze slepota nocna
oraz uszkodzenia rogowki zwiazane sg z niedozywieniem.
‘Wyniki te doprowadzily do sformulowania poj¢cia ,,mini-
malnych czynnikow jakosciowych w diccic niczbgdnych
do wzrostu i przezycia”, wprowadzonego przez Hopkinsa™.
Obscrwagcje zwigzane z wigczeniem do dicty watroby zwie-
rz¢eej (wolowej, rekinicj, oslej) doprowadzily do wniosku,
ze organ ten zawiera substancje lipidowe, ktore lecza obja-
wy chorobowe.

Skutki nicdoboru witaminy A zostaly opisanc po raz
picrwszy przez Lunina® ' w 1881 r. Odkrycic witaminy
A mialo migjsce w 1907 r. Dokonat go McCollum, ktory
w doswiadczeniach na szczurach udowodnil, Ze istnicje
rozpuszczalny w tluszezach (inny niz sam tluszcz) czynnik
sprzyjajacy prawidlowemu wzrostowi” i niezbedny do prze-
zycia. McCollum nazwal go ..czynnikiem A rozpuszczalnym
w tluszezach”, w przcciwienstwic do innych czynnikow
zwanych _,czynnikami B rozpuszczalnymi w wodzie™ %
Czynnik A okazal si¢ w pdzniejszych latach witaming A

Wolf i Lanska®'"" wspominajg o dalszych obscrwacjach
i badaniach zwigzanych z wplvwem niedoboru witaminy
A na organizm, przeprowadzonych na zwierzetach przez
Osborne’a i Mendla. Doswiadczenia te potwicrdzily, ze
niedobor witaminy A moze spowodowaé zahamowanic
wazrostu 1 wigkszg podatnos¢ na infekcje, a takze moze
wywola¢ keratomalacje. Podobne wnioski wysnul Bloch
na podstawic badan nad stanem zdrowia dzicci w dunskim
sierocinicu podczas [ wojny $wiatowej. Poza tym Osbome
i Mendel jako pierwsi zauwazyli réznice w rozwoju orga-
nizméw, ktorych dieta oparta byla na , zéltych tlhuszezach™
wobec tej, w ktorej spozywany byl smalec.

Rodzina retinoidow dla zdrowia i urody

Obserwacje zapoczatkowane przez Osborne a1 Mendla
potwierdzil takze Steenbock, ktory wysnul hipoteze, ze
czynnik A jest zwigzany z zoltym pigmentem (znanym
obecnie jako f-karoten). Udowodnil, ze pigment ten
jest przeksztalcany na drodze przemian biochemicznych
w aktywna bezbarwna postac, znang obecnic jako retinol.
W 1929 r. Hopkins otrzymal Nagrod¢ Nobla za wyizolo-
wanie witaminy A z mlcka'¥ i ujawnienic jej znaczenia
dla organizmu czlowicka. Udalo mu si¢ wskaza¢ trzy
najwazniejsze funkcje tej witaminy: udzial w utrzymaniu
prawidlowego widzenia, wplyw na prawidlowe rézni-
cowanic si¢ nablonka (np. rogoéwki) oraz wspomaganic
procesow wzrostu. Dopicro w latach 30. XX w. Moore
i Karrer wyizolowali f-karoten jako prowitaming lub pre-
kursor bezbarwnej witaminy A (retinolu). W 1937 r. Karrer

laboratory animals were performed whose results helped to
identify the diet components. At the end of the 19" century,
Guggenheim mentioned the night blindness that ended with
keratomalacia in infants, observed during the 7-week Lent.
In 1913, Ishihara™ wrote about the “xerosis of conjunctiva
accompanied with night blindness ™", also known as the
twilight blindness. All observations and analyses performed
till the turn of the 19" and 20" centuries supported the thesis
that the night blindness and defect of cornea were related
to malnutrition. The results have led to formulation of the
notion of “minimal qualitative factors in the diet neces-
sary for growth and survival” introduced by Hopkins®. The
observations related to the effect of inclusion of animal liver
into the diet (bovine, shark, codfish) led fo a conclusion that
the liver contains lipid substances that cure the specific eye
condition.

The consequences of vitamin A deficiency were for the
first time described by Lunin in 1881 ™. Vitamin A was
actually discovered in 1907 by McCullum who, on the
grounds of results of the tests on rats, proved that there is
a special factor soluble in fats that is conducive to correct
growth”. This growth factor soluble in fats and differing
from fats is necessary for correct growth and survival.
McCollum called it “the factor A soluble in fats”, in
contrast to the other factors known as factors B soluble
in water B"%1%. The factor A was later disclosed 1o be
vitamin A.

Wolf and Lanska® ' have also mentioned further
research on animals concerning the effects of vitamin
A deficiency, performed by Osborne and Mendel. Their
results confirmed that vitamin A deficiency may lead to
growth inhibition, increased susceptibility to infections
and may lead to keratomalacia. Similar conclusions were
drawn by Bloch on the basis of the studies of the health
condition of children in a Danish orphanage during the
world war 1. Besides, Osborne and Mendel were the first
to note the difference in activity between the yellow fats
and lard.

The retinoid family for health and beauty

The observations of Osborne and Mendel have also been
confirmed by Steenbock who has propounded a hypothesis
that the factor A is related to the yellow pigment (currently
known as f-carotene). The same authors have proved that
this pigment is converted by biochemical transformations
into the active colorless substance, currently known as reti-
nol. In 1929, Hopkins was awarded with the Noble Prize
Jor isolation of vitamin A from milk'> and disclosure of its
significance for human organism. He was able to identify
the three most important functions of this vitamin: in main-

tenance of correct vision, help in correct differentiation of

epithelium (e.g., cornea) and support of growth processes.
Only as late as in the 1930s, Moore and Karrer isolated
p-carotene as a provitamin or precursor of colorless vitamin
A (retinol). In 1937, Karrer was awarded with the Nobel

By 10212 (2023)

96



otrzymal Nagrod¢ Nobla'¥ za badania nad karotcnoidami
i witaming A.

Od 1935 r. Wald prowadzil intensywne prace badawcze,
majace na cclu okreslenie struktury rodopsyny i jej funkcji
w oku. Udowodnil m.in., z¢ izomer 11-cis retinalu bierze
udzial w procesie prawidlowego widzenia>”. W 1937 r.
witamina A zostala ostatecznic skrystalizowana, a w latach
1947-1948 Isler z grupa wspolpracownikéw ukonczyl jcj
pelna syntezg chemiczna”.

0Od lat 60. XX w. zainteresowanic witaming A koncentru-
jc si¢ glownic na wyjasnianiu jej szlakow metabolicznych
i biochemicznych. W 1969 r. Fulton i Kligman zapropono-
wali zastosowanic kwasu retinowego w leczeniu chorob
skory, takich jak tradzik (w roznych postaciach) oraz lusz-
czvea®. Migjscowe leczenice luszezyey retinoidami zostalo
wprowadzone dopicro w 1997 r.'¥ Natomiast w latach 70.
Saffiotti odkryl dzialanic antynowotworowe witaminy A.

W 1974 r. organizacjc WHO i UNICEF rozpoczely
dystrybuowanie 0,5 mld kapsulek witaminy A w krajach
rozwijajacych si¢, zapobicgajac smicrci ok. 350 tys. dzicci
rocznic'”. Zaintcresowanic retinoidami jako substancjami
o dzialaniu przeciwstarzeniowym pojawilo si¢ pod koniec
lat 80. XX w., po opublikowaniu w 1986 i 1988 r. wyni-
kow badan nad zastosowanicm tretinoiny jako substancji
aktywnej o dziataniu przeciwzmarszezkowym'® ', Pozniej
stosowanie izotretinoiny uznano za najskuteczniejszg meto-
de leczenia cigzkicgo tradziku, o czym wspomina Baumann
i Moscona-Nissan'™'®).

Budowa retinoidow i ich roznorodnos¢

Pod nazwg .retinoidy” kryje sie wiele zwigzkoéw che-
micznych wykazujacych analogiczne wlasciwosci oraz
budowg charakterystyezng dla witaminy A”. Od momentu
pierwszego zastosowania retinolu w leczeniu tradziku, ktore
mialo miejsce w 1969 r. i zostalo przeprowadzone przez
prof. Alberta Kligmana, zsyntctyzowano ok. 2500 nowych
retinoidow!” 192,

Retinoidy to zarowno naturalne, jak i syntetyczne pochod-
ne retinolu. Stopniowe powiekszanie tej grupy spowodowalo
koniecznosc jej usystematyzowania pod wzgledem budowy
chemicznej®. Retinoidy 1 generacji to zwigzki naturalne,
do ktérych zaliczamy retinol, aldehvd retinowy (retinal)
oraz izomery kwasu retinowego (izotretynoing, tretynoing).
Zwiazki z t¢j grupy wykazujg szeroki zakres aktywnosci
w leczeniu réznych postaci tradziku®'. Grupa ta jako jedyna
posiada dzialanie przeciwstarzeniowe' 2>, Retinoidy 11
generacji to retinoidy monoaromatyczne. Sa to otrzvmane
syntctycznic analogi retinolu, takic jak acytretyna oraz motre-
tynid. Substancje te s3 wykorzystywane m.in. w leczeniu
luszezyey™, wrodzonej , rybiej luski“czy choroby Dariera'”.
Retinoidy III gencracji (zwane arotinoidami) to poliaroma-
tvezne zwigzki svntetyczne: adapalen, tazaroten 1 beksaroten.
Zwigzki z tej grupy wykazujg selektywng aktywnosé wobec
odpowicdnich receptorow!. Wedlug Chaudhari i wspolpr.'

Prize for his contribution to the knowledge of carotenoids
and vitamin A,

From 1935, Wald started intensive research work aimed
at determination of the structure of rhodopsin and its finc-
tion in the eye. Among others, he proved that 11-cis isomer
of retinal is engaged in the process of vision*”. Finally in
1937, vitamin A was crystallized. Later in 1947—1948, Isler
and his research team successfully completed filll chemical
synthesis of vitamin A”.

Since the 1960s, the studies of vitamin A have been
Jocused on explanation of its metabolic and biochemical
pathways. In 1969, lulton and Kligman proposed the use
of retinoic acid for the treatment of skin diseases such as
different types of acne and psoriasis”. Topical treatment
of psoriasis with retinoids was introduced in 1997, In

the 1970s, Saffiotti disclosed the anticancer activity of

vitamin A.

Starting from 1974, the WHO and UNICEL organi-
zations have distributed large amounts of vitamin
A throughout the developing countries preventing deaths
of about 350 thousand children annually’”. The inter-
est in retinoids as anti-ageing substances emerged in
the end of the 1980s, after publication of results of the
studies on the use of tretinoin as the active ingredient

of anti-ageing activity. In 1986 and 198817, the use of

isotretinoin was acceplted as the mosi effective therapy
of acute acne, as mentioned by Bauman and Moscona-
Nissan'” 19,

Structure of retinoids and their diversity

Retinoids encompass a number of chemical compounds
of similar properties and structure characteristic of vitamin
A”. I'rom the first use of retinol for the treatment of acne,
in 1969 by Prof. Albert Kligman, about 2500 new retinoids
have been synthesized' 1.

Retinoids include both natural and synthetic deriva-
tives of retinol and their growing number induced the need

Jor their ordering according 1o the chemical structure®”.

Retinoids of the first generation comprise natural com-
pounds: retinol, retinoic aldehyde (retinal) and isomers
of retinoic acid (isotretinoin, tretinoin). The compounds
from this group show a wide range of activities in the
treatment of different types of acne®”. Moreover, only the
compounds representing this group show anti-ageing activ-
ity!%2h 2. Retinoids of the second generation comprise the
monoaromatic synthetic analogues of retinol: acitretin and
etretinate. The compounds are used e.g., for the treatment
of psoriasis’, ichthyosis and Darier s disease'”. Retinoids
of the third generation (called arotinoids) comprise the pol-
yaromatic synthetic compounds: adapalene, tazarotene and
bexarotene. The compounds from this group show selective
activity towards specific receptors”. The compounds from
this group significantly differ from those from the other
groups, but similarly to them show affinity to the relevant
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tazaroten wiaze si¢ sclektywnic z receptorami £ 1 y kwasu
retinowego (RAR) na blonie komorkowej keratynocytow,
a nastgpnie jest transportowany do jadra komorkowego.
Ponicwaz retinoidy z tej grupy majg wplyw na transkrypcje
genow w keratynocytach, znalazly swojc zastosowanic m.in.
w terapii choréb nowotworowych, wspomnianej wezesniej
luszezycy'> 2V oraz roznych odmian tradzika'?.

Zdaniem Baumann'” kolejne generacje retinoidow
powstawaly w wyniku modyfikacji szkieletu kwasu reti-
nowego. Dzigki temu retinoidy 11T generacji sa bardziej
fotostabilne w pordwnaniu z czastcczkami I i II gencracji
oraz wykazujg znacznic mniejszy potencjal draznigcy.

Metabolizm retinoidow

Podstawowa struktura czasteczek retinoidow sklada si¢
z cyklicznej grupy terminalngj (picrscien f-jononu) oraz
polienowego lancucha bocznego zakonczonego grupa
polarmag™->2?. Oba te elementy moga by¢ modyfikowane.

Efckt terapeutyczny retinoidow osiggany jest poprzez
ich wigzanic si¢ z rcceptorami wystepujgevmi w jadrze
komorkowym. Ze wzgledu na swoj lipofilowy charakter®
witamina A trudno rozpuszcza si¢ w hydrofilowych plynach
ustrojowych. Do ich transportu i dzialania niczb¢dne sg wla-
sciwe bialka wystepujace w osoczu RBP (retinoid binding
profeins) oraz w cytoplazmie CRBP (cellular retinoid binding
proteins® lub cytosolic retinoic binding protein)*". RBP jcst
biatkiem transpor-
towym, ktére wiagze
si¢ z retinoidem. Po

dotarciu do wnetrza

keratynocytu laczy si¢ I
z receptorem wykazu-

Jjacvm powinowactwo Retinol receptor
do retinolu CRBP lub

kwasu retinowego
CRABP (cyrosolic
retinoic acid binding
protein)™. Powstaly
kompleks jest sub-
stratem do dalszych
procesow 1 prze-
mian zachodzacyvch
w komoree (rys. 1).
Wedlug Murray
i wspolpr.>'” obja-
wy  toksycznosci
wystepuja w chwili
przckroczenia cal-
kowitego wysycenia
RBP i eksponowania
komorck na retinol
wolny, niezwigzany
z bialkiem nosniko-
wym. Ponadto rctinol
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Fig. 1. The retinoids metabolic pathway in the cell
Rys. 1. Szlak metaboliczny retinoidéw w komérce

receptors. According to Chaudhari et al.™ tazarotene binds
selectively to the receptors of f and y of retinoic acid (RAR)
on the cell membrane of keratinocytes, and then it is trans-
ported to the cell nucleus. As the retinoids from this group
have impact on the gene transcription in keratinocytes, they
have found use in the therapies of cancer, psoriasis'>?*2¥
and different types of acne’.

As claimed by Bauman', subsequent generations of
retinoids were obtained as a result of modifications of the
retinoic acid skeleton, consequently, the 3 generation
retinoids are more photostable than those of the I*' and 2™
ones and show much lower irritating potential.

Metabolism of retinoids

The main structure of the retinoids molecules comprises
a cyclic terminal group (f-ionone ring) and a polyene side
chain terminated with a polar group’ %, both of them
can be modified.

The therapeutic effect of retinoids is realized through
their bonding to the receptors in the cell nucleus. The
lipophilic nature of retinoids® makes them hardy soluble
in the body fluids, so their transportation and activity
needs the engagement of appropriate proteins present in
the blood serum RBP (retinoid binding proteins) and in the
cyvtoplasm CRBP (cellular retinoid binding proteins™ or
eytosolic retinoic binding protein®”). RBP is a transport-

The cell
RALDH -
FTQG%"S
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Geneexpression
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uczestniczy w ckspresji pewnych genow, zachowujac si¢
pod tym wzgledem jak hormony steroidowe. W przemianie
retinolu w retinal bierze udzial dehydrogenaza retinolu, nato-
miast dchydrogenaza retinaldehydu uczestniczy w utlenianiu
retinalu do kwasu retinowego™'. Retinoidy wykazuja swoje
dzialanie poprzez grupy receptorow RAR (retinoic acid
receptors) oraz RXR (retinoid X receptors)'s'", ktore znaj-
duja si¢ w jadrze komorkowym. Te dwa rodzaje receptorow
zawieraja inne ligandy zdolne do wiazania si¢ z okreslonym
retinoidem. Moga one wystgpowac w postaci trzech izotypow
oznaczanych jako ¢, £, y i kodowanych przez rézne geny®.
Ekspresja receptorow jest tkankowo-specyficzna. Sg one
obecne tylko w nicktorych tkankach i komorkach, takich jak
np. naskorek (dominuje tu podtyp RARY*Y), micszki wlosowe
czy gruczoly lojowe.

Retinol bedgcy podstawowa forma witaminy A musi
zostac dostarczony do organizmu w pozywicniu, suplemen-
tacji lub micjscowo na skorg. Retinol zwigzany z biatkiem
RBP jest transportowany do komoérki. Podobnie postacie
estrowe retinolu sg magazynowane w komaorce. Wewnatrz
komorki retinol jest konwertowany do retinalu'®, a ten
przechodzi w kwas retinowy. Procesy zachodzace migdzy
poszczegblnymi ctapami sa odwracalne, jedynic konwer-
sja do formy kwasowcj jest trwala®'. Nalezy podkreslic,
ze 95% retinalu jest konwertowane do retinolu 1 dalej do
postaci estrowej, a tylko 5% ulega przemianie do postaci
kwasowcj” (rys. 2).

ing protein that binds to retinoids. Upon reaching the
inside of the keratinocyte, retinoids bind fto the receptor
showing affinity to retinol CRBP or retinoic acid CRABP
(eytosolic retinoic acid binding protein)®”. The complex
Jormed is a substrate for further processes and transfor-
mations taking place in the cell (Fig. 1).

According to Murray et al.> ', the toxic symptoms
appear with total saturation of RBP and the cells’ expo-
sure to free retinol, i.e., non-bonded to the protein carrier.
Moreover, retinol is involved in the expression of certain
genes, in a way similar to that of steroid hormones. The
retinol metabolic pathway involves the use of retinol
dehydrogenase, while retinaldehyde dehydrogenase is
engaged in oxidation of retinal to retinoic acid®®. The
activity of retinoids is realized through binding to RAR
(retinoic acid receptors) and RXR (retinoid X recep-
tors)!% 17 present in the cell nucleus. The two types of
receptors contain different ligands capable of binding to
a specific retinoid. They may occur in the form of three
isotopes labelled as a, B, y, coded by different genes™.
The expression of receptors is tissue-specific. They occur
only in certain tissues and cells, e.g., in epithelium in
which RARy type dominates®”, in hair follicles and seba-
ceous glands.

Retinol, the basic form of vitamin A, must be supplied
Sfrom outside with food, supplementation of topically on
the skin. Retinol bonded to RBP protein is transported

into the cell. Similarly, the ester spe-

Retinyl palmitate

retinol

retinal

all-trans

retinoic acid

cies of retinol are stored in the cell with

the help of esterase. Inside the cell,

retinol is oxidized to retinal’” that is
Sfurther converted to retinoic acid. The

processes (aking place between par-
ticular stages are reversible, only the

conversion lo retinoic acid is not*>. It
should be emphasized that 95% of reti-
nal is converted to retinol and then to
the ester species, whereas only 5% of
this compound undergoes conversion
to retinoic acid ” (Fig. 2).

Retinol and retinal are inaclive
precursors of the only biologically
active retinoid that is retinoic acid®
2% Retinol may occur in 6 bio-
logically active isoforms: all-trans,
11-cis, 13-cis, 9,13-di-cis, 9-cis and
11,13-di-cis, with the dominant all-
trans isoform*™. The activities of reti-
noids can be evaluated on the basis
of induction of the CRABP protein
and according to activity they can be
ordered as follows from the highest

R=palmitate

Fig. 2. Chemical transformation of retinoids
Rys. 2. Chemiczna przemiana retinoidow
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fo the lowest: retinoic acid, retinal,
9-cis-retinic acid, retinol, and beta-
carotene®®. A similar ordering was
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Retinol i rctinal grajg rolg prekursora w biosyntezic
aktywnych retinoidow™ >, poniewaz tylko kwas retino-
wy jest postacia, ktéra wykazuje aktywnosc biologiczna.
Retinol ma 6 aktywnych biologicznic izoform: all-frans,
11-cis, 13-cis, 9,13-di-cis, 9-cis i 11,13-di-cis, przy czym
dominujaca jest all-trans®™. Aktywnosé tych postaci wita-
miny A mozna oceni¢ na podstawic indukcji bialka CRABP,
ktora od najwickszej przedstawia sig nastgpujaco: kwas reti-
nowy, retinal, kwas 9-cis-retinowy, retinol, beta-karoten®”,
Podobnego zdania jest Saha'®, szeregujac retinoidy wg ich
mocy od retinolu, przez retinal, do kwasu retinowcego jako
najsilniej dzialajacego. Bojarowicz natomiast uwaza, ze kwas
all-trans retinowy ma najwickszg aktywnos¢ biologiczng
i jest najlepicy przebadany®?. Murray 1 wspolpr. piszg, zc to
retinol wykazuje pelng aktywnos¢ witaminy A, zas pozostale
zwigzki (retinal oraz kwas retinowy) tylko niektore jej wla-
sciwosci biologiczne®. Baumann z kolei uwaza, zc chociaz
retinol jest 20-krotnie mniej aktywny niz kwas retinowy,
wykazuje lepsza penetracje przez poszczegolne warstwy
skory. Porownuje takze 0,25-proc. st¢zenic retinolu bez
podraznicn z cfcktami terapeutycznej i drazniacej 0.025-proc.
postaci kwasowej retinoidu'”. Zgodnie z raportem wydanym
przez SCCS sposrod pochodnych witaminy A najwicksza site
dzialania na 1 mg rctinoidu, biorac pod uwagg Intcrnational
Units (IU), ma retinol (3330 IU), nastgpnie octan retinylu
(2900 IU) i palmitynian retinylu (1830 L[U)*.

Wtasciwosci

Witamina A nazywana jest czynnikicm normalizujacym
i witaming wzrostowg. W codziennej diccic jest niczbgdna
dla prawidlowego funkcjonowania organizmu. To sklad-
nik rodopsyny, bialka uczestniczacego w procesie widze-
nia. Bierze takze udzial w procesach odpornosciowych
iembriogenezy. Korzystnie wplywa na wszystkie warstwy
skory. Dziala antvoksydacyjnie i przeciwwolnorodnikowo.
Retinoidy maja takze szerokic zastosowanic w wiclu tera-
piach leczniczych, takich jak terapia tradziku, luszczycy,
a nawet cukrzycy i chorob nowotworowych. Saha uwaza
ponadto, ze mozliwos$¢ miejscowego stosowania retinoidu
korzystnie wplynie na melanogenezg i redukcje plam pig-
mentacyjnych opartg na jego zdolnosci do rozpraszania
melanosomow. Retinoidy moga hamowacé inhibicje tyrozy-
nazy™. Kelly i wspolpr.* uwazaja, ze tretynoina zmniejsza
hiperpigmentacj¢ nawet u osob z fototypem Vi VI

Mimo licznych wlasciwosci nicpozadanych, pozytyw-
ny wplyw retinoidow wvkorzystywany jest w terapiach,
zwlaszcza tych ukicrunkowanych na kondycj¢ skory.

Postacie witaminy A stosowane
w kosmetyce” -3 i produktach medycznych®39

Kwas retinowy (tretynoina), jego 13-cis izomer (izotrety-
noina) oraz réozne syntetyczne retinoidy (adapalen 1 tazaroten)

proposed by Saha'®, from the strongest retinoic acid,
through retinal to retinol. Bojarowicz claims that all-
trans retinoic acid shows the highest biological activ-
ity?? and has been the best studied”®. According to
Murray et al.”, retinol shows the full activity of vitamin
A, while the other compounds (retinal and retinoic acid)
reveal only certain types of biological activity. It should
be noted that Bauman claims that although retinol is by
about 20 times less active than retinoic acid, it shows
much more effective penetration through the skin layers.
He has also compared the effects of retinol in 0.25%
concentration which is not related to irritations with
the therapeutic effects of retinoic acid used in the same
concentration and producing irritation'”. According
to the SCCS report, when expressed in International
Units (1U) per | mg of substance, the strongest activity
0f 3330 IU shows retinol, then retinyl acetate (2900 1U)
and retinyl palmitate (1830 1U)*?.

The properties of vitamin A

Vitamin A is known as the normalizing factor or growth

vitamin. It is indispensable for correct functioning of

human organism and must be provided with everyday
diet. It is a component of rhodopsin — the protein sup-
porting the process of seeing. Besides, vitamin A is takes
part in the processes of embryogenesis and immunologi-
cal reactions, has a beneficial impact on all layer of the
skin, shows antioxidative and anti-free-radical activily.
Retinoids are widely applied in many therapies, e.g., in
the treatment of acne, psoriasis, diabetes and even cancer.
As reported by Saha®”, retinoids in topical application
show a beneficial effect on melanogenesis and, thanks
fo their ability to scatter melanosomes, they may reduce

the pigment spots. Retinoids may hinder the inhibition of

tyrosinase. According to Kelly et al®, tretinoin is able
to reduce hyperpigmentation even in the persons with
phototypes V and V1.

Although retinoids show a number of undesirable effects,
their positive influence is employed in many therapies, espe-
cially targeting the condition of the skin.

Vitamin A forms used in cosmetic”34%
and medical products®3¥

Retinoic acid (tretinoin), its 13-cis isomer (isotreti-
noin) and some synthetic retinoids (adapalene and
tazarotene) are used for therapeutic applications exclu-
sively in medicines and medical products, while retinal,
retinol and retinyl esters can be used as cosmeceuticals®”
because of their controlled conversion to retinoic acid or
direct biological effect irrespective of receptor. The most
popular retinoids used in cosmetic and medical products
are listed in Table.
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Table. The most popular retinoids used in cosmetic* and medical products**

Tabela. Postacie witaminy A stosowane w kosmetyce* i produktach medycznych**

ctural formula/Wz6r strukturalny

Chemical name and formula/

INEVASER R AGS

. . anti-acnel
Rennal"/R.eunol“ unsaturated alcohol/ przeciwtradzikowe
(INCT: retinol) e S N D alkohol nienasycony anti-ageing/
used in concentration I przeciwstarzeniowe
up to 0.3%/uzywany \ i-di. ?

w stezeniach do 0,3% G0 Zggﬂfgff;’gg,',%"/
£=3
anti-acne/przeciwirgdzi-
) CHO | retinaldehyde/ S ;
Retinal*/Retinal* \ N N N aldehyd retinowy anti-ageing/przeciwsta-
(INCT: retinal) § ’ rzeniowe
CoH O anti-rosacealprzeciw (ry-

dzikowi rozowatemu®"

Retinyl palmitate™/
Palmitynian retinylu
(INCI: retinyl palmitate)

an ester of retinol and pal-
mitic acidlester retinolu
i kwasu palmitynowego

G,

antioxidant/antyoksyda-
cyjne
moisturizing/mawilzajace
anti-ageing/przeciwsta-
rzeniowe

Retinyl acetate™/
Octan retinylu
(INCL: retinyl acetate)

an ester of retinol and acetic
acid/ester retinolu 1 kwasu
octowego

Cl,0,

antioxidant/antyoksyda-
cyjne
moisturizing/mawilzajace
anti-ageing/przeciwstarze-
niowe

anti-cancerprzeciwrakowe

Retinyl retinoate*/
Retinian retinylu
(INCT: retinyl retinoate)

retinol and retinoic acid/
retinol 1 kwas retinowy

anti-acne/przeciwtradzi-
kowe
antibacterialfprzeciwbak-
teryjne
anti-wrinkling/przeciw-
7marszczkowe

Retinyl esters of sun-
flower seed acids*/
retinylowe estry
kwasow thiszezowych
oleju slonecznikowego
(INCL: retinyl sunflow-

a mixture of retinol and sun-
flower fatty acids:

retinyl linoleate (55-70%);
retinvioleate (18 32%);
retinyl palmitate (5-8%);
retinvistearate (3 6%)/
mieszanina retinolu i kwa-

sow tluszczowych slonecz-
nika:

anti-wrinkling/
przeciwzmarszezkowe
anti-discoloration/
depigmentacyjne'?

o]
erseedate) ™ linolenian retinylu (55-70%).
oleinian retinylu (18-32%),
palmitynian retinylu (5-8%);
o stearynian retinylu (3-6%)
O :\:\/\/)K/\/\:)
Hydroxypinacolone o
retinoate* /retinian hy- HC CH CH, CH CH an ester of retinoic acid/
droksypinakolonu S AN NG AN CH, ester kwasu retinowego anti-ageing/
przeciwstarzeniowe
(INCL: hydroxypinaco- CH C,H.O,
lone retinoate) CH, o

102/2(2023) Efeemist,
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Retinoid/Retinoid

N RN

Tretinoin**used in con-
centration up to 0.1%/
Tretynoina uzywana

w stezeniach do 0,1%

Structural formula/Wzor strukturalny

Activity/effect/
Dziatanie/efekt

nd formula/
hemiczny

Chemical nar
Nazwa 1 wzor

anti-acne (differentiypes,
includingdrug-resistan-
tacne)/przeciwtradzikowe
(rozne rodzaje, w tym
tradzik lekoopormy)
anti-psoriasis!
przeciwluszezycowe
anti-ageing/
przeciwstarzeniowe
anti-photoageing/
przeciwfotostarzeniowe
anti-discoloration/
depigmentacyjne*”

COOH

retinoic acidkwas retinowy

0

-

anti-seborrheal

do 0,1%

o ) przeciwlojotokowe
Isotretinoin®*/ A N A NS retinoic acidfkwas retinowy | . ageing/
1zotretynoina C.1L.0 przeciwstarzeniowe
COOH oo anti-acnef
przeciwtradzikowe
o anti-psoriasis/
przeciwtuszezycowe
anti-inflammation!
> o OE przeciwzapalne
Tazarotene**used I 1 ool i ol
in concentration up N ; NG bEIy i Uuma,'
100 1% Tasaroten ~ acetylenic form of retinoid! | tionof keratynocytes!
uZy.wanv e = N acetylenowa postac retinoidu | regulacja roznicowania
) ¢ keratynocytow

anti-acne/
przeciwtrgdzikowe
anti-rosacealprzeciw
tradzikowi rozowatemu

Adapalene**used in
concentration up to
0.1%(Adapalen uzy-
wany w st¢zeniach do
0,1%

anti-acnef
przeciwtrgdzikowe
anti-comedogenic/

multiring aromatic carbox-
Mic acidiwielopierScieniowy
aromatyczny kwas karboksy-

lowy przeciwzaskornikowe
CH.O anti-inflammatory!
e przeciwzapalne

sa stosowane w celach terapeutycznych wylacznie w lekach
i produktach medycznych, natomiast retinal, retinol 1 estry
retinylu, ze wzgledu na kontrolowana konwersje do kwasu
retinowego lub bezposrednie dziatanie biologiczne niezalez-
ne od receptora, moga by¢ stosowane jako kosmeceutyki*".
Najpopularniejsze retinoidy stosowane w produktach kosme-
tycznych 1 medycznych wymieniono w tabeli.

Funkcja retinoidéw w skorze

Suplementacja witaminy A oraz uzupelnianie jej niedo-
boréw za pomoca diety nie zawsze sa wystarczajace dla
skory. Dzieje si¢ tak, gdyz skora jako pierwsza oddaje swoj
ckwiwalent witaminy A, natomiast otrzymuje ja w ostatniej
kolejnosci*®. Do spadku zawartosci witaminy A przyczy-
nia si¢ takze promieniowanie stoneczne, w szezegolnosci
UVA*. W zwigzku z tym jej regulame miejscowe dostar-

The functions of retinoids in the skin

Supplementation of vitamin A with a diet is often insuf-
ficient for good condition of the skin as the skin is the first
to supply its equivalent of vitamin A to meet the needs
of the organism and it is the last to get its own supply®
Reduced level of vitamin A in the skin is also a conse-
quence of the effects of solar radiation, in particular from
the UVA range®®. In view of the above. its regular topical
supply in the form of a cosmetic or medical products may
be vital.

Vitamin A affects many processes takin place in
the skin: it stimulates the activity of fibroblasts and
their proliferation, stimulates the syntheses of elastin
and collagen®, in particular collagen I and 111, and
the anchoring collagen VII). It contributes to general
improvement in the epithelium architecture’” through
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Thickening of the epidermis
Pogrubienie naskorka

Reconstruction of the gramilar laver
Odbudowa warstwy ziamistej \

Thinning of the stratum cornenm
Scieiczenie warstwy rogowej naskorka
The mumber of new vessels increases =
‘Wzrost liczby naczyi krwionosnych

Sebaceous glands and sebum secretion decrease /v
Zmniejszaja si¢ gruczoly lojowe i wydzielanie loju

The number of abnormal cells decreases /
jsza si¢ liczba ni i vech komérek

Rediice the mmmber of bacteria \
Redukuje ilos¢ bakterii
/ Have anti-inflammatory and anti-biackhead properties
/ Ma dzialanie i i i 0
They work on all acne formation mechanisms
Dziala na wszystkie mechanizmy powstawania tradziku

The production of new collagen fibers increases,

normal type VII collagen is created -building anchoring
fibers, enabling i benveen the epidermis and the
dermis

Wzrasta prdukcja nowych wlékien kolagenowych. powstaje
nowy kolagen VII—budujacy wiokna kotwiczace pomigdzy
naskorkiem a skora wlasciwg

—

Activity is sti)
Aktywnos¢ zostaje

1 and the mumber of fibrob,
a liczba

Increases

wzrasta

Fig. 3. Role of retinoids in the skin
Rys. 3. Rola retinoidow w skorze

czanie w postaci produktu kosmetycznego lub medycznego
moze okazac si¢ kluczowe.

Witamina A wplywa na wicle procesow zachodzacych
w skorze: pobudza aktywnosc fibroblastow 1 ich proliferacje,
stymuluje synteze elastvny i kolagenu™ (w szczegolnosci
11 III oraz kotwiczgccgo kolagenu VII). Zauwazalna jest
takze ogdlna poprawa architektury naskorka'” przez zagesz-
czenie 1 przywrocenie wlasciwych proporcji w poszcze-
g6lnych jego warstwach. Retinoidy dzialaja regulujaco
na proces luszczenia si¢ naskorka poprzez zmnicjszenie
proliferacji keratynocytow i wzmocnienie procesu ich
roznicowania® *®. Retinoidy zmniejszaja wielkos¢ mela-
nocytow'” i tym samym zmnicjszaja powstawanic prze-
barwien na skorze. Opisano takze ich pozytywny wplyw na
przyspieszenie gojenia si¢ ran oraz na zdolnosci naprawcze
naskorka®®. Wazna ich cccha jest dzialanic przeciwzapal-
ne'* 3. Retinoidy wplywaja takze na wszystkie mechani-
zmy zwiazane z powstawaniem tradziku, m.in. na regulacje
pracy gruczolow lojowych®” (rys. 3).

Dziatania niepozadane,
ograniczenia i przeciwwskazania

Mimo szerokiego spektrum dziatan niepozadanych'®
) retinoidy od wiclu lat sg odpowicdziag na wicle pro-
blemoéw skomych. Wyzwania i postgpy w miejscowym
aplikowaniu preparatéw z retinoidami'” sg motorem
ciaglego poszerzania juz i tak liczngj rodziny witaminy A.
Nowe postacie retinoidow daza do zmniejszenia dzialan
niepozadanych, takich jak zluszczanie naskorka, rumien czy
podraznicnic skory®**. Znanc sg takze przypadki zwanc
retinoidowym zapaleniem skory lub reakcjg retinoidowsg.
Dzialania niepozadane wystepuja w szczegdlnoscei we weze-
snej fazic aplikacji preparatu na skorg® ¥, Dla uzyskania

promoting increased density and restoration of correct
proportions of collagen in its layers Retinoids have regu-
lating effect on the peeling of the epidermis by reduction
of keratinocytes proliferation and enhancement of the
process of their differentiation™ 3, they also reduce
the size of melanocytes'” so have a beneficial effect in
counteracting the appearance of skin discolorations.
Their positive effect on the self-healing capacity of the
epidermis and thus on the healing of wounds has also
been described®. An important area of their activity are
the anti-inflammatory abilities’ 3%, In general, retinoids
are known to be involved in all mechanisms related to
the appearance of acne, in particular in regulation of
sebaceous glands activity’ (Fig. 3).

Undesirable effects, limitations
and counterindications

Although retinoids have been established to show a wide
range of undesirable effects’ *?, they have been the treat-
ment of choice for many problems of the skin. The progress
in the knowledge of the effects of topical use of preparations
with retinoids and mechanisms of their interaction with the
skin'! stimulates the search for new members of the vitamin
A family showing target properties.

New formulations with retinoids have been proposed
aiming at alleviation of the undesirable effects such
as peeling of the epithelium, erythema or skin irrita-
tion®*3? or even retinoid skin inflammation or retinoid
response, appearing at the first stage of retinoid prepa-
ration application on the skin®*>>®. In order to enhance
their bioavailability and reduce their toxicity, increas-
ingly often retinoids are applied in the formulations

w2000 Bomteny N
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wickszcj biodostepnosci i zmnicjszenia toksyeznosci coraz
czesdceie) stosowane sa retinoidy w postaci liposomalnej,
nanoczasteczek i etosomow™. Enkapsulowana witamina
A jest bardzigj stabilna i odporna na czynniki atmosfe-
ryczne, takic jak promieniowanic UV i temperatural® ),
a proces estryfikacji minimalizuje wystgpowanic dzialan
nicpozadanych?®”.

Podsumowanie

Szcroka gama rctinoidow dost¢pnych na rynku,
zarowno kosmetycznym, jak i farmaceutycznym, umoz-
liwia dostosowanic odpowicedniej formulacji i stgzenia do
indywidualnych potrzeb uzyvtkownika. Dzi¢ki nowocze-
snym metodom biochemicznym nowe postacie retinoidow
pozwalaja na zachowanie szerokiego spektrum dzialania
przy wycliminowaniu cfcktow nicpozadanych, ponicwaz to
wlasnic dzialania nicpozadanc sg jedynym ograniczenicm
w stosowaniu tych substancji aktywnych. Tworzenie nowo-
czesnych retinoidéw w formic estrow, lipo- i ctosomow
czy koniugatow zapowiada dynamiczny rozwoj zwigzkow
nalezacych do rodziny witaminy A.

with liposomes, nanoparticles and ethosomes®. The
encapsulated vitamin A is more stable and resistant
the environmental agents (UV. temperature)™ 2% also
the process of esterification is known to minimize the
undesirable effects®.

Conclusion
A wide range of retinoids available on the cosmetic and

medical market permits adjustment of their formulations
and concentrations to the specific needs of individuals. New

Jormulations with retinoids as the active ingredient main-

tain the wide spectrum of their activity while eliminating
the undesirable effects that have been the main limitation

in their use. The successfill use of retinoids in the form of

esters, liposomes or ethosomes or conjugates has opened
the area of dynamic development of the treatment with the
compounds representing the vitamin A family.
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Peptydy w nosnikach lipidowych
| ich zastosowanie
w produktach kosmetycznych

Peptides in lipid carriers and their application in cosmetic products

Peptydy stanowig grupe zwigzkéwalktywnych, docenfong przez przemyst kosm etyczny
Juz pod koniec minionego stufecia za y wplyw na procesy fizj
zachodzgce w skdrze, m.in. dzialanie antyoksydacyjne, przeciwhakteryjne i przec:w»

DOI: 10.15199/4.2024.2.3

A review; with 38 refs., conceming peptides as active compds. showing a versatile
effect on physiof. processes occuriing fn the skin, such as antioxidant, antibacterial
and anti-inflammatory, and above aff am‘/—sgrng effects. The process of peptide en-

zapalne, a przede wszystkim przeciwstarzeniowe. Enkapsulac;epeptydoww{orrme fation fn fipid particles, imp, g their effectiveness, was presented. Many

nanoczgstek fipidowych moze wplywac na p 2 f fch dziatania. Wy- hods of incorporating peptide compds. into fipid carriers were descibed, such as

r6znia sfe wiefe metodrnkorporscjr zqukowpeptydowych do nosmkowhpldowyoh high-pressure homogenization or using a higf-speed homogenizer.

takich jak h Y fowa fub z wykoizy

wysokoobrotowego.

Siowa kluczowa peptydy stafe gstki fipidowe, f i wysokoor Kaywards peptides, sofid fipid nanopan‘mles hlgh-pressurehomogemzzmun homo-
k genizacja z wykoizy fem f i: ysokooh g0, using a high-speed fiomog

produkty kosmetyczne

Wprowadzenie

W ostatnich dziesiecioleciach mozna zaobserwowac znaczacy
wzrost zapotrzebowania rynku kosmetycznego na substancje aktyw-
ne poprawiajgce wyglad oraz kondycje skory. Rosnie zainteresowa-
nie, m.in. peptydami [1,2], ktérych historia siega poczatku XX wieku.
Fischer i Hofmeister [1] opisali i zsyntetyzowali pierwsze peptydy,
okreglajac je terminami: di-, tri- oraz polipeptydy. Nastepnie w la-
tach siedemdziesiatych XX wieku po raz pierwszy zsyntetyzowano
peptyd miedziowy, ktory pod koniec lat osiemdziesigtych XX wieku
zastosowano w produktach kosmetycznych [3]. Wedtug Schegena
[1], poczynajac od 2000 r, odnotowano wzmozone zainteresowanie
peptydami zarowno w przemysle, jak i w jednostkach badawczo-
-naukowych. Od tamtej pory powstato wiele krotkotancuchowych,
syntetycznych i stabilnych peptyddw. Ta grupa zwigzkow zyskata
na znaczeniu ze wzgledu na swojg aktywnosc i udziat w licznych
procesach zachodzacych w skorze [3].

Peptydy w kosmetykach

Zastosowanie bioaktywnych peptyddw jako substancji czynnych
jest coraz bardziej popularne ze wzgledu na wysoki profil bezpie-
czeristwa, hipoalergicznosc oraz ekonomiczny proces produkcyjiy
[4]. Bezpieczerstwo potwierdza amerykariska Agencja Zywnosci
i Lekow FDA (Food and Drug Administration), ktéra orzekia, ze pep-
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tydy pochodzgce z hydrolizatow biatkowych mogg byc stosowane
w zywnosci [5]. Ponadto przeglad skiadnikdw kosmetycznych CIR
({cosmetic ingredient review} i Kormitet Naukowy ds. Bezpieczetistwa
Konsumentow SCCS (Scientific Committee on Consumer Safety}
[6] wydaty raporty uznajace peptydy jako substancje bezpieczne do
stosowania w produktach kosmetycznych w steZeniu do 0,005%.
Glosariusz wspolnych nazw skiadnikow do stosowania w produk-
tach kosmetycznych wydany przez Komisje Europejskg w 2019 1.
zawiera ponad 1840 wpisdw ze stowem peptyd’. Swiadczyd to moze
0 ogromnym powodzeniu tej grupy zwigzkow aktywnych w kontek-
scie skiadnikow kosmetycznych [7]. Obecnie na rynku surowcow
kosmetycznych dostepne sg liczne modyfikacje chemiczne pepty-
dow. Tworzy sie struktury inspirowane peptydami wystepujgcymi
w sposob naturalny w skorze, jak np. matrykiny, ktore natywnie sg
elementami macierzy miedzykomorkowej, a takze mogg byc otrzy-
mywane poprzez synteze chemiczng lub metoda biochemiczng
[5]. Peptydy stosowane w recepturach produktow kosmetycznych
majg mase czasteczkowa ok. 500 Da [3]. Poczatkowo uwazano, ze
wiasnie taka wielkosc gwarantuje skuteczne i aktywne dziatanie na
skore [1]. Najnowsze badania wykazaty jednak, ze dzieki synergicz-
nemu dziataniu z substancjami zwiekszajacymi penetracje, takze
wieksze czgsteczki peptydow moga penetrowac przez warstwe
rogowg naskorka z zachowaniem swoich wiasciwosci [1,8-9].
Zwigzki peptydowe, jako substancje nie majgce charakteru lipofi-
lowego, wykazujg zerowe wchianianie pasywne, w zwigzku z czym
moga byc przyswajane wytacznie drogg miedzykomdrkowa [10].
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Z perspektywy biodostepnosci istotne sg dwa czynniki: hydrofilowy
charakter substancji peptydowych [3,5] oraz estryfikacja tancuchami
alkilowymi, ktére - zdaniem Ferreiry - moga mie¢ znaczacy wplyw na
zwiekszenie penetracji przez warstwy naskorka [5].

Budowa chemiczna peptyddw

Peptydy jako zwigzki chemiczne sg polimerami ztozonymi z po-
jedynczych aminokwaséw. Kazdy aminokwas to zwigzek dwufunk-
cyjny, ktéry zawiera zasadowa grupe aminowa oraz kwasowa grupe
karboksylowg [11-12]. Charakter bipolarnego jonu cbojnaczego to
cecha determinujgca ich rozpuszczalnosé w wodzie [12]. Biologicz-
ne znaczenie aminokwaséw wynika z ich mozliwosci fgczenia sig
w dtugie taicuchy za pomocg wigzan peptydowych (amidowych)
miedzy grupg -NH2 jednego aminokwasu a grupg -COOH kolejnego
[12-13] (rys. 1).

H (o] H (o} ]
W-cHcZ  + N-—cH-¢? —
H Son H \oH

Rys. 1. taricuch aminokwaséw potgczonych za pomoca wigzania pepty-
dowego (Zrédto: Dottore Polska Sp. z0.0.)

Ze wzgledu na zréznicowang budowe i diugosé tancucha pep-
tydy mozna podzieli¢ na: (i} oligopeptydy, zawierajgce 2-10 reszt
aminokwasowych w czasteczee, (i) polipeptydy, zawierajace 11-100
reszt aminokwasowych i (ii}} biatka, zbudowane z ponad 100 reszt
aminokwasowych, przy czym ten termin jest tez stosowany w ami-
nokwasach dtuzszych niz 50 [12]. Co istotne, tylko 20 aminokwaséw
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buduje wszystkie struktury biatkowe w ludzkim organizmie. Z tej
grupy, ludzki organizm moze syntetyzowaé 11 aminokwaséw, sg to
tzw. aminokwasy endogenne. Pozostate 9 aminokwasdw, nazwane
egzogennymi, jest syntezowanych przez rosliny i mikroorganizmy,
w zwigzku z czym musi by¢ dostarczane z pozywieniem [12].

Dziatanie peptyddw na skore

Szerokie zastosowanie oraz wiasciwosci peptydéw opisat
w swojej pracy Aguilar-Toala | wspotpr. [4]. Badacz zwrécit uwage
na wielokierunkowg bicaktywnosé tych zwigzkow. W swojej pracy
wspomniat o ogéinej poprawie kondycji skéry oraz o wspieraniu
przez peptydy mechanizméw ochronnych skéry przed czynnikami
zewnetrznymi (rys. 2).

Peptydy wykazujg aktywnos$¢ enzymatyczng, taka jak hamowa-
nie enzymu hialuronidazy, kolagenazy, elastazy, ktére sg odpowie-
dzialne za degradacje macierzy pozakomérkowej oraz tyrozynazy,
odpowiedzialnej za powstawanie przebarwien w skérze. W tym przy-
padku degradacyjne procesy biochemiczne zachodzace w skérze na-
silane sg dodatkowo przez czynniki zewnetrzne takie jak promienio-
wanie UV | zanieczyszczone powietrze [14]. Enzymatyczne dziatanie
peptydéw redukuje tym samym efekty zwigzane ze starzeniem sie
skory (spadek jedrnosci | elastycznosei, zmarszezki, hiperpigmen-
tacje). Peptydy wptywajg tez na liczne procesy fizjologiczne, takie
jak redukowanie skutkow stresu oksydacyjnego, dziatanie przeciw-
drobnoustrojowe i przeciwzapalne, a takze ograniczenie poziomu
transepidermalngj utraty wody [4].

Liczng rodzine peptydow stosowanych w kosmetyce Olejnik
i Errante i wspdtpr. [2,8] podzielili pod wzgledem dziatania i funkeji
w skdrze, Wyrdznili: (/} peptydy sygnatowe, ktdre inicjujg procesy
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Rys. 2 Sposoby oddziatywania peptydéw na skére w produktach kosmetycznych; cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan, MITF - czynnik transkryp-

cyjny zwigzany z mikroftalmia, MAPK - kinazy biatkowe aktywowane miogel

nami, JNK - c-jun N-koricowa kinaza, ERK - kinazy regulowane sygnatem

pozakomérkowym, MMPs - metaloproteinazy macierzy, ROS - reaktywne formy tlenu, AMPs - peptydy przeciwdrobnoustrojowe, TNF-a- czynnik martwicy
nowotwordw-g; [L-1B, IL-2, IL-6, |L-8, |L-12 - interleukiny zapalne; czarne strzatki wskazujg mechanizm bezposredni; przerywane czerwone strzatki wskazuja

mechanizm posredni. (Zrédto: Dottore Polska Sp. z 0.0.)
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wewnatrzkomadrkowe, zwigkszajg produkcje kolagenu, elastyny i gli-
kozaminoglikandw. Wplywajg na redukcje zmarszczek i drobnych
linii oraz uszkodzen skory spowodowanych fotostarzeniem [2,15].
Do grupy tej naleza palmitoy! hexapeptide-12 (Pal-Val-Gly-Val-Ala-Pro-
-Gly-0H) i palmitoyl pentapeptide-4 (Pal-Lys-Thi-Thi-Lys-Ser-OH); (i)
tzw. neuropeptydy, kidre petnig funkcje inhibitoréw neurotransmi-
teréw. Ich dziatanie jest zwigzane ze zdolnoscig blokowania recep-
tordw, co zmniejsza przeptyw impulséw z komérek nerwowych.
Ograniczeniu ulega tym samym kurczenie sie migsni twarzy oraz
tworzenie sie zmarszczek mimicznych [1,15]. Syntetyczne peptydy
bedace analogamitancuchdw aminokwasowych biatka synaptycz-
nego SNAP-25 mogg przejmowad funkcje inhibitoréw i wptywad
na pozadane zaktdcenia w kompleksie SNARE oraz na hamowanie
jego aktywnosci. Kompleks ten jest odpowiedzialny za kurczenie
sie migdni mimicznych i tym samym za utrwalanie zmarszczek na
skarze [2]. Do neuropeptyddw nalezg np. acetyl hexapeptide-8 (Ac-
—GlufG/ufMet—G/n—Arg—Arg—NHU pentapetide-18 (H-Tyr-Ala-Gly-Phe-Leu-
-OH) oraz (iif) peptydy transportujgce substancje aktywne w skdrze,
ktdre majg zdolnos$¢ stabilizagji i transportu kationdw miedzi [2,5,.8],
manganu [2] oraz magnezu [5], niezbednych w procesach gojenia sie
ran i procesach antyoksydacyjnych [2], np. copper tripeptide-1 (Cu(t)
H-Gly-His-Lys-OH), manganase tripeptide-1 (Mn(l) H-Gly-His-Lys-OH).

Schagen [1,16], oprocz powyzszych wyszczegdinit dwie kolejne
grupy peptydow, zwracajac jednak uwage na brak szczegdtowych
informacji na temat sposobu ich dziatania: (/) peptydy hamujgce
enzymy — oligopeptydy sojowe, fibryna jedwabiu i peptydy ryzowe
stymulujg lub hamujg aktywnosé wybranych enzymaow oraz (i) pep-
tydy na bazie biatek strukturalnych (keratyny) — majg wtasciwosci
hemostatyczne, nawilzajgce i naprawcze [1,16].

Zastosowanie peptydow
w produktach kosmetycznych

Peptydy moga przenika¢ przez warstwy naskdrka droga dyfuzji,
droga penetracji miedzykomdrkowej i za posrednictwem nosnikow
[10]. Zdaniem Fieldsa spetnienie wymagan skutecznej i bezpieczngj
terapii jest zalezne od nastepujgcych warunkow: (/) peptyd powinien
wykazywac skuteczng i udowodniong bioaktywnos¢ o widocznych
efektach; (i7) udowodniona bioaktywno$é nie powinna przynosic¢
negatywnych skutkdw terapeutycznych; (iif) czgsteczka peptydu nie
powinna wykazywa¢ cytotoksycznosci, dziatania draznigcego, im-
munogennosci ani mutagennosci; (iv) czgsteczka peptydu powinna
dotrzeé¢ do zatozonego celu w formie nienaruszongj i aktywnej; (v)
budowa fizykochemiczna peptydu powinna by¢ stabilna, kompaty-
bilna z innymi sktadnikami produktu kosmetycznego [9].

Stabilnos¢ i zgodnosé bioaktywnego peptydu z formulacjg ko-
smetyczng to aspekty istotne podczas uwalniania tego sktadnika
w aktywnej postaci w czasie kontaktu z powierzchnig skory [9]. Prze-
myst kosmetyczny przyczynit sie do postepdw zwigzanych z przez
naskdrkowym transportem substancji aktywnych. Funkcja barierowa
skdry jest bardzo ograniczajgca, w zwigzku z czym opracowano wie-
le rozwigzan utatwiajgcych penetracje | absorpcje kosmetycznych
sktadnikéw czynnych [17].

Nanoczgstki lipidowe a transport peptyddow
przez warstwe rogowq naskérka
State nanoczgstki lipidowe SLN (sofid fipid nanoparticles) to sys-

temy transportujgce substancje aktywne, cieszgce sie nadal nie-
stabngcym zainteresowaniem [18]. SLN zostaty zsyntetyzowane po
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raz pierwszy przez Profesora Mllera. Do ich utworzenia niezbedne
s3: macierz lipidowa ztozona z mono-, di- i trigliceryddw (5-30%
mas.) [19], emulgatory (np. fosfolipidy), sole zdtciowe (typu cholan
sodu) oraz woda [19,20]. Obecnosé hydrofilowej substancji aktywnej
wplywa na zwiekszenie stabilnosci uktadu [19,20]. Technika otrzy-
mywania SLN nie wymaga uzycia rozpuszczalnikdw organicznych,
ktdre mogtyby negatywnie wptyngé na struktury biatkowe peptyddw
[21,22]. Hu [23] uwaza, ze SLN, w pordwnaniu z innymi no$nikami
lipidowymi, wykazujg lepsza tolerancje oraz wyzszg biodostepnose.
Fangueiro [19] zwraca takze uwage na fakt, Ze inkorporacja SLN
zmniejsza stres chemiczny i termiczny zwigzkéw peptydowych.
W tym miejscu nalezy wspomnie¢ o chemicznych i fizycznych
ograniczeniach stabilnosci peptyddw, ich wrazliwoéci na pH, na
temperature oraz na parametry metodyki procesu technologicznego
takie jak zbyt wysokie ci$nienie podczas homogenizacii i zbyt duza
szybko$¢ mieszania [4]. Konieczne jest uwzglednienie tych ograni-
czen w procesie produkeyjnym finalnej receptury kosmetycznej [20].
Czynniki takie jak sterylizacja i liofilizacja mogg uszkadzad struktury
peptyddw i tym samym wptywac na ich bioaktywno$¢. Inkorporacja
peptyddw w macierzy nanoczastek SLN zapewnia im lepszg ochrong
przed procesami hydrolizy i utleniania. Ponadto wiasciwosci fizyko-
chemiczne peptyddéw takie jak hydrofilowy charakter zwigzku oraz
wielkos$¢ czgsteczki, mogg ograniczaé penetracje transdermalng
i zmniejszaé biodostepnosé tych zwigzkéw [17]. Z tego powodu
coraz czedcie] opracowywane sg metody z wykorzystaniem na-
noczastek lipidowych, ktére zmniejszajg degradacje enzymatycz-
ng oraz zwiekszajg przyswajalnos$¢ zwigzkdw aktywnych, a takze
zmnigjszajg mozliwos¢ wystapienia na skdrze skutkdw ubocznych
specyficznych dla zastosowanej substancji czynnej [21]. Formuta
SLN zapewnia lepszg stabilnos¢ inkorporowanych substancji oraz
zapobiega degradacji proteolitycznej i przedtuzonemu uwalnianiu
zwigzkow aktywnych w czasie [20].

Metody inkorporacji peptydow
w nanoczgstkach lipidowych

A. Metoda mikroemulsji

Wykorzystanie metody mikroemulsji do otrzymania SLN pierw-
szy raz zostato opisane przez Gasco [24]. Pierwszg zastosowang
technikg inkorporacji zwigzkéw peptydowych do SLN byta meto-
da mikroemulsji na ciepto (oparta na emulsji wielokrotnej w/o/w)
wykonana przez Morela [20]. Mikroemulsje uzyskuje sie poprzez
dodanie fazy wodnej do fazy lipidowej podczas powolnego i ciggtego
mieszania [25]. Wedtug Anil [10], podczas opracowywania procedury
otrzymywania SLN z wybranymi peptydami metodg mikroemulsji,
kluczowymi czynnikami sg: pH dyspersji, sita jonowa fazy wodnej,
atakze odpowiednio dobrany zwigzek powierzchniowo czynny [10].
Powstanie dyspersji nanoczastek lipidowych jest w przypadku tej
metody wynikiem tagodnego stracania a nie mieszania mecha-
nicznego jak w przypadku homogenizacji wysokocisnieniowej [24].
W wyniku zastosowania techniki mikroemulsji Ugazio i wspdtpr.
uzyskali zaledwie 13-proc. skutecznosé wprowadzania cyklosporyny
(peptydu cyklicznego) do wnetrza SLN [26]. Z kolei grupa badaczy
z Uniwersytetu Shandong [27] odnotowata efektywnos¢ enkapsula-
cjiw przedziale 38—90% w przypadku mikroemulsji typu w/o/w, w za-
leznosci od inkorporowanego zwiazku peptydowego (m.in.insuliny).

B. Homogenizacja wysokaocisnieniowa

Homogenizacja wysokocisnieniowa HPH (high pressure homo-
genization) nalezy do najczescie] stosowanych metod otrzymywania
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nanoczastek lipidowych [23,28]. Kluczowe sg warunki przeprowa-
dzenia homogenizacji, takie jak temperatura, cisnienie oraz liczba
cykli homogenizacji [20]. HPH moze by¢ wykonywana metoda ,na
ciepto’, ktéra zachodzi w temperaturze powyzej temperatury topnie-
nia lipidu, lub metoda ,na zimno'’, eliminujgca ryzyko niekorzystnego
wplywu temperatury na inkorporowane zwigzki aktywne [18]. Cignie-
nie podczas procesu moze oscylowac w granicach 100-2000 bar
[24,25,29]. Metodg HPH postuzyt sie w swoich badaniach Aimeida
[20], ktéry w przypadku inkorporadji lizozymu (zawarto$é 0,03%)
zastosowat 3-etapowg homogenizacje z wykorzystaniem ci$nienia
1000 bar. Wymienione parametry nie spowodowaty uszkodzenia
faricucha aminokwasowego, a efektywnos$¢ enkapsulacji wynio-
sta 59% [20]. Metoda ta okazata sie réwniez skuteczna w badaniu
przeprowadzonym z wykorzystaniem cyklosporyny przez zespét
Panklera i Mtillera [30,31]. Uzyskali oni efektywno$é inkorporacii
zwigzku w granicach 95-98%, stosujgc metode HPH na gorgco.
Zdaniem Miillera i wspdtpr. [31], homogenizacja wysokoci$nieniowa
jest metodg zapewniajgcg efektywnosé inkorporacii réznego typu
biatek na poziomie min. 78% bez wzgledu na to, czy wykonuje sie
jg metoda na ciepto, czy metoda na zimno. Pomimo, ze omawiana
metoda jest procesem energochtonnym, niewatpliwg jej zaletg jest
bardzo krétki czas produkgji oraz tatwosé przeniesienia techniki
z warunkow laboratoryjnych do produkgji wielkoseryjnej [18].

C. Homogenizacja z wykorzystaniem homogenizatora wysokoobro-
towego

Metoda homogenizacji z wykorzystaniem homogenizatora
wysokoobrotowego HSH (high shear homogenization) jest do$é
rozpowszechniona i tatwa w wykonaniu [24]. Newralgicznym
aspektem techniki jest mozliwos¢ degradacji zwigzku bioaktyw-
nego pod wptywem wysokiej temperatury [18]. Fangueiro [19]
w swoich badaniach zastosowata homogenizacje przez 15 min
z predkoscia 10 000 rpm, w celu wytworzenia dyspersji nanocza-
stek lipidowych opartych na emulsji typu w/o/w. Zmienna nieza-
lezna w tym przypadku byta zwigzana ze sktadem jakosciowym
i ilosciowym matrycy lipidowej. Podobne badania przeprowadzit
zespdt Molet-Rodriguez, ktéry uzyskat nosniki lipidowe bazujace
na emulsji wielokrotnej typu w/o/w z zastosowaniem predkosci
11 000 rpm. przez § min (pierwszy etap — w, ), a nastepnie 4
000 rpm przez 2 min (drugi etap — w1/o/w2). Skutecznos¢ za-
stosowanych metod potwierdzono na podstawie wartosci para-
metrow fizykochemicznych dyspersji: $redniej wielko$¢ czgstek
(Z-Ave), wskaznika polidyspersyjnoéci (Pdl) oraz potencjatu zeta
(ZP) [19,32]. W doswiadczeniu wtasnym, enkapsulacje oligo-
peptydu (stezeniu 0,05%) do nanoczastek lipidowych opartych
na emulsji wielkokrotnej w1/o0/w?2 przeprowadzono z wykorzy-
staniem metody HSH z predkoscig 8500 rpm w czasie 15 min.
Podobnie jak w do$wiadczeniach Fangueiro i Molet-Rodriguez,
wartosci parametrow fizykochemicznych dyspersji (Z-Ave, Pdl oraz
ZP) potwierdzity zasadno$¢ optymalizacji metody oraz stabilno$é
dyspersji w réznych temperaturach przechowywania (4, 25,45°C).

D. Metoda emulgowania i odparowania rozpuszczalnika

Metoda emulgowania i odparowania rozpuszczalnika jest szero-
ko stosowang metodg enkapsulacji biatek terapeutycznych do no-
$nikow lipidowych, jakimi sg state nanoczgstki lipidowe. Metoda zo-
stata zastosowana po raz pierwszy przez Sjéstréma i Bergenstahla
[20,24], poprzez stracanie w emulsji o/w. Obgjmuje tworzenie emulsji
o/w poprzez taczenie lipofilowego zwigzku z czesciowo mieszalnym
rozpuszczalnikiem (o niskiej toksycznosci np. cykloheksanem), ktéry
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jest w kolejnym etapie emulgowany w fazie wodnej [24,25]. Zda-
niem Saupe i wspotpr. [25] zaletg metody jest brak podwyzszonej
temperatury podczas przebiegu procesu, co moze by istotne dla
czynnych zwigzkow termo wrazliwych [25,33]. Ponad Almedia [20]
uwaza, ze technika oparta na emulsji wielokrotnej (w/o/w), wptywa
na skutecznosé enkapsulacji substancji hydrofilowych oraz pozwala
uniknag¢ stresu termicznego lub cisnieniowego inkorporowanego
biatka [20,23]. Garcia-Fuentes | wspotor. [34,35] dowiddt ponad 90-
proc. efektywnos¢ inkorporacii kalcytoiny do nanoczastek lipidowych
z wykorzystaniem metody odparowania rozpuszczalnika. Mniejszg
skutecznos$¢ metody przy probie enkapsulaci insuliny uzyskat Zhang
[27] osiggajac stopien zatadowania na poziomie 68% oraz Reithme-
ier z zespotem [36] uzyskujgc < 75% w przypadku somatostatyny.
Niemniej jednak Lasori [24] zwraca uwage, ze dostepne badania
wskazujg, ze metoda ta znaczagco ustepuje HPH w zakresie efek-
tywnosci uzyskiwanych wynikdw. Niezaprzeczalng wadg metody
jest zmniejszone stezenie lipidéw spowodowane stosowaniem sub-
stancji rozpuszczajgcej oraz obecnose pozostatosci rozpuszezalnika
w koricowej dyspers;ji [25].

Podsumowanie

Dostepna literatura wskazuje na skutecznosé i wszechstronno$é
nanoczastek lipidowych jako systemdw transportujgcych zwigzki
peptydowe. Szczegdlne zainteresowanie widoczne jest w gatezi
medycyny oraz farmacji. Przedtuzone w czasie uwalnianie oraz
wiasciwosci okluzyjne to niezaprzeczalne zalety metody z wyko-
rzystaniem statych nanoczastek lipidowych [15,21,37]. Inkorporacja
zwigzku aktywnego do matrycy lipidowej zawartej w SLN wplywa na
stabilnos¢ zwigzku aktywnego i eliminuje degradacje enzymatyczng
[20]. Ze wzgledu na duze zainteresowanie zwigzkami peptydowy-
mi w przemysle kosmetycznym warto doceni¢ dziatanie tej grupy
substancji aktywnych inkorporowanych w SLN. Tworzone uktady
i tym samym receptury formulacji kosmetycznych, sg stabilniejsze.
Ponadto wykorzystane surowce wpisujg sie w koncepcje zielonej
chemii (green chemistry), ktéra zaktada projektowanie proceséw che-
micznych w sposob ograniczajgey zuzycie | powstawanie substancji
zagrazajacych $rodowisku naturalnemu [38]. Metoda jest takze zgod-
na z filozofig minimalizmu kosmetycznego (skin minimalism), czyli
z koncepcjg pielegnacii, ktdra zaktada mniejsza liczbe stosowanych
produktéw kosmetycznych, a zarazem korzystanie z kosmetykdw
wysokiej jakosci, zawierajgcych zrownowazone sktadniki o zminima-
lizowanym negatywnym wptywie na Srodowisko naturalne.
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Abstract: Solid lipid nanoparticles (SLNs) incorporated with retinol and oligopeptide can have a full
spectrum of effects on the skin as a compatible combination of ingredients with broad anti-aging
properties. The research’s main objective was to ensure the stability of lipid nanocarriers containing
retinol and peptide due to the planned use of this dispersion as a cosmetic raw material. To confirm
the effectivencess of method optimization (high shear homogenization, [1SH) and proper selection of
substrates, SLN dispersions were obtained in three combinations: 1—non-incorporated SI.Ns; 2—SI.Ns
containing only retinol; 3—SLNs containing retinol and pentapeptide-18; these were then stored at dif-
ferent temperatures (4, 25, 45 “C) for 4 weeks. The desired values of the physicochemical parameters
of the optimized dispersion of lipid nanoparticles incorporated with retinol and oligopeptide over the
required storage period were confirmed: mean particle size (Z-Ave) = 134.7 £ 0.3 nm; polydispersity index
(PDI) = 0.269 + 0.017 [—]; zeta potential (7P) = 42.7 &= 1.2 mV (after 4 weeks at 25 “C). The results con-
firmed the proper selection of the SLN production method and the effectiveness of the optimization
performed. The possibility of using the obtained raw material as an ingredient in cosmetic products
with anti-aging properties was indicated.

Keywords: solid lipid nanoparticles; retinol; oligopeptide; high shear homogenization; optimiza-
tion; stability

1. Introduction

Systems for the delivery of active substances to the skin are a subject under constant
development and improvement processes. Numerous studies carried out in the pharmaceu-
tical and cosmetic industries have contributed to significant advances in the formulation
of pharmaceutical and cosmetic products containing encapsulated bioactive substances.
However, the physiology and characteristic structure of the skin, which acts as a natural
barrier against the external environment, still limit the effectiveness of therapeutics and
skin care, causing difficulties in the penetration and absorption of active substances [1]. In
the process of overcoming the epidermal barrier and facilitating the penetration of active
substances, different types of mechanisms are involved, such as intercellular diffusion,
active transport, and carrier-mediated transport [2—4]. The transport of bioactive substances
can take place through three routes: through the structures of the epidermis, through the
outlets of sweat glands, and through hair follicles and sebaceous glands [5]. The effective-
ness of the last three ways is less significant due to the small total arca that these structures
occupy on the skin’s surface (0.1%) [3]. However, in the case of large polar molecules and
ionic compounds, which have difficulty penetrating the epidermal layers, these routes
play an important role [3]. The route through the appendages of the skin can be used to
transport active substances with the participation of appropriately sclected lipid carriers,
such as solid lipid nanoparticles (SLNs).
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In the case of retinol, transport using skin appendages is the primary route of pen-
etration into the deeper layers of the skin [6]. Vitamin A is the first vitamin approved
by the U.S. Food and Drug Administration (FDA) as an anti-aging agent that affects the
appearance and condition of the skin and exhibits anti-aging activity [7]. Retinoids are an
attractive group of compounds with a broad spectrum of effects on the skin. They regulate
numerous physiological processes, such as epidermal cell growth, the differentiation of
the keratinocytes, and sebaceous gland function. In addition, they exhibit brightening
properties, contributing to the proper distribution of melanocytes within the epidermis, and
most importantly, they affect the synthesis of collagen and elastin, so they have anti-aging
and anti-wrinkle effects on the skin [8,9]. Retinol, as a fat-soluble substance, can penetrate
through the epidermis and, to a small extent, into the dermis. For effective operation, it
is important to increase its penetration rate [7]. The incorporation of retinoids into the
SLN significantly influences the controlled and prolonged release of the substance in the
skin and achieves a high penetration rate [8]. Ferreira et al. [6] also point to this process
minimizing the side effects of retinoids (in an encapsulated form) including erythema
reaction due to irritation or the degree of epidermal desquamation.

On the other hand, peptides—compounds of hydrophilic nature—do not exhibit the
possibility of passive absorption through the skin [2]; hence, the availability of delivery
methods for peptide compounds is quite limited and constantly a topic of scientific interest.
The history of the use of peptides in skin care dates back to the 1980s [10], but there was a
particular surge of interest in these compounds at the beginning of the 21st century when the
activity of peptides and their involvement in numerous skin processes were recognized [11].
The safety of the substances has been confirmed by the Scientific Committee on Consumer
Safety (SCCS) [12] and the FDA in its Cosmetic Ingredient Review (CIR). Peptides, as
bioactive compounds, have a multidirectional effect on skin conditions. They exhibit
anti-wrinkle and anti-aging effects by inhibiting the enzymatic activities of hyaluronidase,
collagenase, and elastase. In addition, they regulate the activity of tyrosinase responsible
for the formation of hyperpigmentation [13,14]. Currently, special attention is paid to
peptide compounds of higher molecular mass [2]. The use of solid lipid nanoparticles as
transdermal carriers for peptide compounds provides them with protection from enzymatic
degradation, increases the bioavailability of this active substance, and reduces the likelihood
of side effects [15].

Pentapeptide-18 (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu) belongs to the group of neurotransmitter
peptides. This neuropeptide is associated with the SNAP-25 receptor protein (SyNaptosome-
Associated Protein, 25 kDa), which is involved in the release of acetylcholine and the
formation of the SNARE (SNAP receptors—Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor
Attachment protein REceptor) complex. Acetylcholine, responsible for causing muscle
contractions and the formation of facial wrinkles, may negatively affect the condition of the
skin. Pentapeptide-18 affects receptors at neuromuscular synapses acting like enkephalins.
By binding to the receptors of enkephalins, it closes calcium channels and reduces the
release of acetylcholine. Clinical studies have unequivocally confirmed the anti-aging and
anti-wrinkle effects of the said oligopeptide on skin [16,17].

The use of SLN is a promising way to deliver active ingredients in a cosmetic product
due to several advantages that they show over traditional methods [18]: (i) the protec-
tion of the incorporated active ingredients (e.g., retinol) from chemical degradation [19];
(i) the possibility of the controlled and prolonged release of the active ingredient [5,20];
(iii) increasing the stability of the introduced biocactive substances [20]; (iv) the increased
absorption of substances across the epidermal barrier and improved depth of penetration
through the skin [5]; (v) the occlusive properties of the lipid carriers themselves, which
result in reduced transepidermal water loss (TEWL) and have a beneficial effect on skin
hydration levels [5,19]. The lack of toxicity and biodegradability of solid lipid nanoparticles
are perfectly in line with the trend of sustainable cosmetics and green chemistry. In addition,
due to its efficiency, the carrier-based method allows for the use of fewer active ingredients
while maintaining effective therapeutic effects.
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The purpose of the presented research was to develop a method for obtaining solid
lipid nanoparticles containing retinol and an oligopeptide (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu). A
detailed optimization of the qualitative composition of lipid nanoparticle dispersions was
performed, taking into account, among other things, the type of solid lipid, the surfactant,
and the presence of liquid lipid in the lipid matrix. The stability of the obtained SLNs was
a basic assumption for the optimization of the method since the designed dispersion was
ultimately one of the key components of the cosmetic formulation. Moreover, the additive
effect of the oligopeptide and retinol (contained in the cosmetic product formulation)
created the possibility of providing effective anti-aging therapy in line with the trend of
skin minimalism.

2. Results and Discussion
2.1. Optimization of the Qualitative Composition of Lipid Nanoparticle Dispersions
2.1.1. Lipid Screening—Selection of the Solid Lipid

Lipids, as non-polar compounds, are components of lipid nanoparticle dispersions
at levels of 0.1-30.0 wt.% [21]. Moreover, lipids such as mono-, di- or triglycerides of
medium- or long-chain fatty acids are, in fact, components of most available emulsion-
like cosmetic formulations [22]. The selection of a solid lipid began with a choice of four
lipid compounds most commonly used in the formulation of cosmetic products, namely
mono- (glyceryl monostearate—Imwitor® 900 K) and diglycerides (glyceryl dibehenate—
Compritol® 888 ATO, glyceryl distearate—Precirol® ATO 5) of long-chain fatty acids and
mixtures thereof (Witepsol® H15). The selected solid lipid had to be compatible with the
incorporated lipophilic active compounds—in this case, retinol—since it is the properly
formed lipid matrix that is crucial for the stability of solid lipid nanoparticles [23]. What
is more, the solid lipids selected for optimization were safe and commonly used lipid
compounds, which, at the same time, ensured production continuity for further commercial
implementation. In the course of the experiment conducted on the selection of the solid
lipid, Witepsol® H15 and Precirol® ATO 5 were excluded from further testing after the
first hour of observation following the solidification of the system (Table 1). These two
lipids showed incompatibility with retinol after a preliminary organoleptic evaluation—the
resulting mixtures were heterogeneous with irregularities on the surface of the system,
which was interpreted as the immiscibility of retinol with the above-mentioned two solid
lipids. After an assumed time of 72 h, the quality and compatibility of the remaining
systems were evaluated. Two solid lipids, Imwitor® 900 K and Compritol® 888 ATO, were
qualified for further optimization of the composition of solid lipid nanoparticles.

Table 1. Results of lipid screening—observation of homogeneity of mixtures (solid lipids combined
with retinol) over time.

Solubility
Solid Lipid
0 min 15 min 30 min 1h 24h 72h

Compritol® 888 ATO + + + + + +

Imwitor® 900 K ¥ + + + + +

Precirol® ATO 5 = =

Witepsol® Hi15 + +/— +/— +/— — _

“+” soluble; “—" insoluble.

The selected lipids Imwitor® 900 K (1.0 wt.%) and Compritol® 888 ATO (1.0 wt.%) were
used to produce lipid nanoparticle dispersions. Physicochemical parameters were deter-
mined for the SLN samples, differing in the type of solid lipid used. The test was carried
out on the day that the dispersion was obtained (D0). Due to the unsatisfactory parame-
ters of the sample containing Compritol® (Z-Ave = 560.2 + 7.4 nm; PDI = 0.563 + 0.040;
ZP = 45.7mV =+ 0.4), testing after 14 days (D14) was repeated for the formulation contain-
ing Imwitor® only. The purpose of the retest was to confirm the validity of the choice of
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solid lipid. The dispersion in which Imwitor® was used in the formulation was charac-
terized by the following values for the determined parameters: Z-Ave =207.4 = 1.1 nm;
PDI1=0.446 4= 0.015; ZP = 39.7 4= 0.2 mV (on day 0). The test repeated on day 14 indicated a
decrease in the values of individual parameters as follows: by 16% for Z-Ave = 1744 & 0.8 nm;
by 17% for PDI = 0.369 + 0.026; and by 3% if ZP = 38.7 4 0.3 mV was considered.

For the SLN samples whose matrixes were based on Imwitor®, the most favorable
results were observed, given the assumption made regarding the expected size of the lipid
structures tested (Z-Ave < 300 nm). This lipid was selected as a solid lipid suitable for the
formation of the lipid matrixes of SLNs. The stability of the optimized nanoparticles was
confirmed by test results after 14 days of storage at 25 °C. According to Almeida [15], the
selection of a suitable solid lipid in the lipid matrix can affect the release efficiency of the
active substance, especially protein substances, which are in the research area of this paper.
The presented comparison of the results obtained for samples based on Compritol® and
Imwitor® indicated that more favorable effects of delivering the active compound deep into
the skin using lipid nanoparticles would be obtained by just using glyceryl monostearate.
Thus, monoglycerides have been identified as more useful in terms of epidermal use. These
observations corresponded with the results obtained by Abdelbar’s team, who also based
their study on LNs containing Imwitor®, Compritol® and Witepsol® —analogous sizes of
the resulting carrier structures were noted [24]. Satisfactory results for SLN production
using glyceryl monostearate were also generated by Prof. Miiller’s research group, which
confirmed the effectiveness of the synthesis of SLNs occurring within the limits of 60 °C [25].
Moreover, the reason for this can be attributed to the fact that Imwitor® 900 K has a lower
melting point [15], which will translate into the compatibility of the obtained dispersion in
terms of cosmetic/skin surface application. It should also be said that despite Compritol®’s
compatibility with retinol, this solid lipid was rejected due to its too high melting point,
which may affect retinol’s stability [26]. Nevertheless, it should be taken into account
that the nature of the lipid matrix also depends on the amounts and types of lipids and
supporting emulsifiers selected [27].

2.1.2. Addition of Phosphatidylcholine as a Stabilizing Agent

The parameters obtained for the dispersion containing no phosphatidylcholine were
compared with those of the sample containing this substance (0.25 wt.%) and the solid lipid
Imwitor® 900 K. The comparison was carried out due to the analogous composition and the
identical production method. The only element differentiating the compared formulations
was the presence or absence of the aforementioned raw material (Figure 1). Testing of the
physicochemical parameters was carried out on the day that the sample was made (D0)
and after 14 days of storage (D14).

For the sample containing no phosphatidylcholine, the following values of physic-
ochemical parameters (D0) were obtained: Z-Ave = 232.9 + 2.8 nm; PDI = 0.309 £ 0.016
[=]; ZP = 43.3 + 0.2 mV. After 14 days, there was a noticeable increase in the values of the
studied parameters to the following: Z-Ave = 326.9 £ 7.4 nm (+40%); PD1 = 0.634 £ 0.087
[—]1(+105%); ZP = 35.7 £ 0.1 mV (+6%). It was noted that for the dispersion containing
phosphatidylcholine, much more satisfactory parameter values were obtained compared to
the results observed for formulations without this raw material. Moreover, a stabilization
of the values of the determined parameters of the dispersion over time could be observed
for the sample in which phosphatidylcholine was included. Similar observations were
reported in the Molet-Rodriguez study—the increased stability of W/O /W emulsions was
noted when lecithin was used in their formulation [28]. In contrast, in the case of a sample
without phosphatidylcholine, a significant increase in the values of individual parame-
ters and a decrease in the quality of the dispersion over time were noticeable. Despite
comparable initial parameters, the measurement made after 14 days verified the necessity
of using phosphatidylcholine in an amount of 0.25 wt.% in the final formulation. Phos-
phatidylcholine, acting as a stabilizing agent, does not exhibit irritant properties, which
is important for the use of optimized dispersion in cosmetic formulation [29]. It excels
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in processes where lower temperatures are required to protect the thermal degradation
of the incorporated biologically active compound [30]. Therefore, Vani¢ [31] believes that
the presence of phospholipids (in this case, phosphatidylcholine) in the matrix of a lipid
nanoparticle enhances its ability to penetrate, and thus it can help to improve the activity
of the incorporated active ingredient.

(a) Z-Ave [nm] (b) PDI [-]
400 07 0.634
3269

0.6

300

232.9 05 Ddh
2074 04 0.369

200 174.4 . 0.309
0.3

100 02
0.1

¢] 0.0
Do D14 DO D14
W with L-phosphatidylochline W without L-phosphatidylochline
(c) ZP [mV]
433
2l 39.7
45.7
D4 387
34 36 38 40 42 44 46

Figure 1. Comparison of physicochemical parameters: Z-Ave (a), PDI (b), and ZP (c) of dispersions of
lipid nanoparticles containing and not containing phosphatidylcholine; the pHs of the solutions were
within the range 5.33-5.47.

2.1.3. Selection of the Surfactant System

To select the appropriate surfactant system, five samples of lipid nanoparticle disper-
sions were made, and their physicochemical parameters were determined on the day of
production of the dispersion (D0) and after 14 days of storage at room temperature (D14).
The obtained results are presented in Table 2.

When analyzing the results obtained in DO, it was noted that in samples 1-4 (contain-
ing CTAB), the Z-Ave parameter, reflecting the particle size of the dispersion, obtained
satisfactory values < 300 nm. In contrast, the value of the mean particle size determined for
sample No. 5 significantly exceeded the desired size range. On this basis, the variant of
the dispersion not containing CTAB was not repeated anymore, but the substance was left
in the final dispersion formulation at 0.5 wt.%. When considering PDI, it was noted that
for samples No. 2 (containing Tween® 80 and CTAB) and No. 3 (with Lutrol® F68, sodium
cholate, and CTAB), PDI was significantly higher than in the other samples. Elevated PD1
values were noted in both D0 and D14. The most promising, considering the analysis of
physicochemical parameters, were sample No. 1, containing Tween® 80, sodium cholate,
and CTAB, and sample No. 4, with Lutrol® F68 and CTAB present in the formulation. The
results obtained at DO were analyzed and then compared with those determined at D14.
For both samples, the Z-Ave value remained similar (comparing measurements from DO
and D14), and any difference was within the statistical error. A more significant change
was observed in the PDI values—sample 1 showed a 25% decrease in the PDI value from
the baseline, while for sample 4, the polydispersity index value remained at a similar
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level. The zeta potential results for all samples, both at DO and at D14, remained at the
desired level of > 1 £30 mV . At values higher than | £30 mV |, the system was considered
physically stable [32]. According to Dabrowska et al. [33], high and positive zeta potential
values were influenced by the presence of the surfactant CTAB and its cationic nature. The
negatively charged skin surface and positively charged lipid nanoparticles can interact
electrostatically with each other and affect the increased permeation of active ingredients
through the different layers of the epidermis [34].

Table 2. The optimization of the surfactant system—the changes in the physicochemical parameters
(Z-Ave, PDI, ZP) of the tested dispersions of lipid nanoparticles over time (data are expressed as
mean =+ standard deviation).

Surfactant System Results Do D14
Tween® 80 Z-Ave [nm] 165.1 £ 0.5 173.9 + 0.9
1. sodium cholate PDI[-] 0.379 + 0.001 0.286 -+ 0.002
CTAB ZP ! [mV] 423413 427 +04
Tween® 80 Z-Ave [nm] 200.0 + 0.7 1857 + 1.5
2. = PDI[-] 0.403 4 0.004 0.417 £0.013
CTAB ZP 1 [mV] 45.6 +0.2 439+23
Lutrol® F68 Z-Ave [nm] 2035 4+ 2.4 4758 +£19.8
3. sodium cholate PDI[-] 0456 + 0.012 0.489 4+ 0.042
CTAB ZP ! [mV] 436411 39.6 +5.2
Lutrol® F68 Z-Ave [nm] 1921 4+ 04 180.9 4 0.5
4. - PDI[-] 0.396 4 0.005 0.374 +0.019
CTAB ZP 1 [mV] 39.7 £ 04 38.1+07
Lutrol® F68 Z-Ave [nm] 5618.0 4 33.0 —
5. sodium cholate PDI[-] 0.380 £ 0.022 —
- ZP 1 [mV] e =

1 'The pHs of the solutions are within the range 5.01-5.47.

Based on the analysis of the results additionally correlated with the available literature,
the optimal surfactant system was selected: Tween® 80 (1.5 wt.%) and sodium cholate
(0.1 wt.%). The necessity of using CTAB (0.5 wt.%) as a component of the lipid phase of the
optimized dispersion was also confirmed.

Regarding the optimization discussed, the final composition and methodology for
obtaining solid lipid nanoparticles incorporated with retinol and pentapeptide were es-
tablished. As a result of the numerous trials and verification of physicochemical pa-
rameters, Imwitor® 900 K was included as a solid lipid in the composition of the SLN
dispersion (based on the lipid screening performed). Subsequently, it was decided that
L-phosphatidylcholine should be added due to the need to ensure the sufficient stability
of the designed dispersion. As a last step, the surfactant system was verified—the one
composed of CTAB, Tween® 80 and sodium cholate was selected. The final step was the
addition of active substances to the dispersion—pentapeptide and retinol—in amounts that
complied with current regulations for the cosmetics industry. The qualitative—quantitative
composition of the SLN dispersion thus established the starting point for its use as a
component of selected cosmetic products.

2.2. Assessment of Encapsulation Efficiency and Loading Capacity of Retinol and Oligopeptide

Encapsulation efficiency (EE) and loading capacity (LC) are key parameters for the
physicochemical characterization of lipid nanoparticles, usually determined by spectropho-
tometric or chromatographic methods. EE is defined as the amount of active compound
that has been incorporated into lipid nanoparticles, relative to the real amount of active
substance used during the production of lipid nanocarriers. LC, on the other hand, ex-
presses the ratio of the amount of the loaded active ingredient to the total weight of the
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nanoparticle’s lipid components, through which it may indirectly characterize the matching
of the lipid system used with the active substance [35]. The value of EE and LC is directly
proportional to the lipophilicity of the incorporated raw material—for lipophilic substances,
EE is usually in the 90-98% range, while hydrophilic compounds tend to reach relatively
lower values due to their weak affinity for the lipid matrix [36]. Since LC determines the
percentage of the active substance that can be bound to the lipid phase, this parameter for
water-soluble substances will also assume lower values compared to LC values determined
for lipid-soluble ingredients.

The encapsulation efficiency of retinol (91.9 + 0.3%), as well as the loading capacity
(52,5 £ 0.1%) determined for that compound, were definitely within the expected ranges of
values typical for compounds of lipophilic nature. The high affinity of retinol to the lipid
structures of the obtained carriers greatly facilitated the incorporation of this compound
into their matrix. It is also worth noting that the high LC value of more than 50% directly
confirmed the correct selection of the quantitative ratio of retinol relative to the compo-
nents of the lipid matrix of the nanoparticles. These results can be considered satisfactory,
especially when comparing them with the works of other authors on the production of
retinol-containing lipid nanocarriers. For example, Boskabadi and co-workers [37] reported
much lower EE values—at a maximum of 66%—by encapsulating retinol into SLNs using
the ultrasound technique. For the second active ingredient—pentapeptide-18—the follow-
ing results were indicated: EE (75.7 & 0.4%) and LC (21.6 & 0.1%) significantly exceeded
the values usually obtained for water-soluble compounds, which could be related to the
method used to produce solid lipid nanoparticles based on W/O/W multiple emulsion.
It should be mentioned that in this method, the active substances are incorporated into
the internal aqueous phase, which highly reduces their undesirable penetration into the
outer aqueous phase of the surfactant, which in turn could adversely affect the level of
encapsulation efficiency. The EE and LC values (determined for the tested active sub-
stances) confirmed the usefulness of the high shear homogenization based on multiple
emulsions for the efficient incorporation of cosmetic raw materials of both a hydrophilic
and hydrophobic nature in the case of the described study of retinol and pentapeptide-18.

2.3. Evaluation of Stability

The evaluation of the stability of lipid nanoparticle dispersions was necessary because
the dispersion would eventually become one of the components of the cosmetic formulation.
The choice of elevated temperature conditions (45 °C) was related to the aging tests of the
cosmetic product, which were carried out in the following stages of this study [33]. The
results obtained for the analyzed dispersions are shown in Table 3.

Table 3. The changes in the values of the mean particle size (Z-Ave), the polydispersity index
(PDI), and the zeta potential (ZP) of the lipid nanoparticle dispersions (B—blank; R—retinol; P+R—
oligopeptide and retinol) stored under different temperature conditions (4, 25, 45 °C) for 28 days
(data are expressed as mean =+ standard deviation).

Temperature Do D7 D14 D21 D28

4°C 1735 £ 0.9 1835 + 0.4 206.3 £ 0.5 1723 £1.1

Z-Ave [nm] 2518 165.1 £1.1 165.9 £ 0.4 2045 +1.2 1778 £ 05 2531 +£98

45°C 1478 £ 0.8 600.8 £12.3 667.4+9.8 7316 £74
1. (B) 4°C 0.276 £0.008 0319 4+0.023 04194+0.02 0344 £ 0.007
blank PDI[-] 25°C 0379 +0.007 0.255 £0.006 0386 +£0.032 0.334 £0.008 0439 4 0.013
45°C 0498 £0.039 0.42240.027 0384 +0.023 0427 £ 0.022

4°C 430+1.1 403 +£04 39.5 +£0.9 386+ 04

ZP 1 [mV] 25:°C 427 +£0.9 411+£09 423 +£08 427 £08 331+£03

45°C 410+ 0.6 45.0+03 435 +05 446+13
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Temperature Do D7 D14 D21 D28

4°C 1639 + 0.4 2684 + 0.5 2048 +54 42944123

Z-Ave [nm] 25°C 164.0 £0.5 1645 +1.1 2021 +1.2 168.6 + 0.3 157.9 +£1.6

45°C 1113 +1.4 2134 +44 12804023 2167464
2. (R) 4°C 0311 £0.018 0566 +0.022 0341 £0.011 0485 + 0.036
RG] PDI1[—] 25°C 0.287 £ 0.008 0.29240.008 0358+£0.011 036440015 0327 +0.020
45°C 0365 £0.005 0515+0.014 0.436+0.012 0626+ 0.017

4°C 37.6 £0.7 45+01 38.1+08 39.9 + 0.4

ZP 1 [mV] g5eE 436+14 421+1.2 42,6 +03 39.6+13 535 +5.2

45°C 411403 431404 35.6+1.1 455 +£04

46 2423 +7.2 2283 +1.4 2593 4+ 8.7 2483 +7.4

Z-Ave [nm] 25°C 156.5 +0.8 1482 4+ 0.8 151.8 + 0.7 157.4 +1.8 1347 £03

45°C 117.7 £ 0.9 107.2 + 0.4 1585 + 2.9 231.1+14
8. (P+R) 4°C 0438 £ 0009 0489 £0.019 0491 £0.022 0445+ 0.022
OhgoPeP“de PDI[-] 25°€ 0.284 +£0.002 0.269 +0.006 0.261 £0.002 0.320 +0.084 0.269 + 0.017
retinol 45°C 0366 +£0.003 0.272 +0.004 0.463 +£0.007 0.464 + 0.006

4°C 409 +0.4 433405 445406 438403

ZP 1 [mV] 25°C 456 +0.2 447 +0.7 458 +03 440+19 427+1.2

45°C 381+21 451402 37.2 409 445416

1 The pHs of the solutions within the range 4.37-5.47.

It was concluded that the most favorable results of physicochemical parameters (in

terms of Z-Ave and PDI) were obtained for sample 3, in which oligopeptide and retinol
were present. In addition, it was noted that regardless of the presence of active substances,
the samples retained the best parameters at 25 °C. Analysis of the data for individual
samples stored for 28 days at different temperatures yielded the following observations:

I

I

11T

The changes in the value of the mean particle size of the dispersion depended on
the presence of the active substances. For non-incorporated lipid nanoparticles
(B), over the assumed 28 days, the Z-Ave value increased depending on the stor-
age temperature by 4% at 4 °C, by 35% at 25 °C and by 77% at 45 °C (p < 0.05)
(Figure 2a). The retinol-loaded SLNs (R) recorded Z-Ave values 62% (4 °C) and
24% (45 °C) higher (p < 0.05) compared to the results obtained at DO and D28. On
the other hand, at 25 °C, there was a 4% decrease in the value from 164.0 + 0.5 to
157.9 £ 1.6 nm (Figure 2b). For sample 3 (P+R) enriched with two active substances,
the following values of Z-Ave at day 28 were obtained: 248.3 4+ 7.4 nm (+37%),
134.7 4 0.3 nm (—16%) and 231.1 £ 1.4 nm (+32%) for storage temperatures of 4, 25
and 45 °C, respectively (p < 0.05) (Figure 2c). Significantly, despite the noticeable
changes in Z-Ave values for dispersion 3, regardless of storage conditions, the value
of 300 nm indicative of stable dispersion in this case was not exceeded [38].

In the case of the polydispersity index (PDI), an increase in the value of this pa-
rameter was noted over time and under different storage conditions of the sam-
ples. The most noticeable changes in PDI values were noted for samples 1 (B)
and 2 (R) stored at 45 °C for 28 days, changing by +35% and +54%, respectively
(p < 0.05) (Figure 2a,b). Sample 3 (P+R) showed 36% and 39% increases in PDI
at 4 °C and 45 °C, respectively (p < 0.05). The exception was sample 3, stored at
25 °C, for which the polydispersity index value decreased slightly (by 6%) from
0.284 +0.002 [—] (DO) to 0.269 £ 0.017 [—] (D28, p < 0.05) (Figure 2c). The PDI value
for this sample did not exceed the value of 0.3 [-], considered in this study to be a
value representing a stable dispersion [38].

There were no statistically significant changes in the zeta potential values of the
samples tested. There was also no correlation between the presence or absence
of bioactive substances and variable storage conditions and the ZP results. In all
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three cases (B, R, P+R), the values were above the desired value of +30 mV, both
at DO and D28. After 28 days of stability testing, the parameters of sample 1 (B)
stored at the three assumed temperatures were in the range 38.6 +0.4-44.6 £ 1.3 mV.
The zeta potential values for sample 2 (R) were 39.9 4 0.4 mV, 53.5 4 5.2 mV, and
45.5 + 0.4 mV (D28) for temperatures of 4, 25, and 45 °C, respectively. In contrast, the
ZP results for sample 3 (P+R) oscillated between 42.7 &= 1.2 and 44.5 4- 1.6 mV (D28). It
was shown that the incorporation of active substances (oligopeptide and retinol) did
not affect the ZP values determined for the samples of lipid nanoparticle dispersions.
The cationic surfactant (CTAB), present in the composition of the dispersion, was
primarily responsible for the positive zeta potential value [39].

A comparison of the tested samples (B, R, P+R) containing different systems of encap-
sulated active substances indicated that the presence of these compounds influenced
smaller variations in the values of parameters related to dispersion stability. This was,
for example, evident by comparing the Z-Ave results obtained for samples stored at
25 °C, where sample 1(B) showed a 35% increase in mean particle size, while sample 2
(R) achieved an increase of 4%, and sample 3 (P+R) showed a 16% decrease in Z-Ave.
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Figure 2. Cont.
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Figure 2. A comparison of the physicochemical parameters—Z-Ave, PDI, and ZP—of the lipid
nanoparticle dispersions—B—blank (a); R—retinol (b); P+R—oligopeptide and retinol (¢)—stored
under different temperature conditions (4, 25, 45 “C) for 28 days.

In the course of stability testing, the following ranges of values of physicochemical
parameters were obtained for the lipid nanoparticle dispersion containing oligopeptide
and retinol: Z-Ave: 134.7 £ 0.3-248.3 £ 7.4 nm; PDI: 0.269 £ 0.017-0.464 + 0.006 [—];
7P:42.7 +1.2-44.5 & 1.6 mV. The results were obtained after 28 days of storage under
three different temperature conditions (4, 25, 45 °C). The storage conditions recommended
for the designed dispersion were found to be room temperature, and the slight variations
in temperature conditions that occur should not affect the stability of the dispersion. The
results were determined to be favorable for the use of SLN as a raw material in cosmetic
formulations, where highly stable lipid carriers are necessary [18,40].

2.4. Characterization of Lipid Matrices

The solid state of the lipid nanoparticles and the procedure for the preparation of
SLN-type lipid nanoparticles were confirmed by DSC and XRD techniques. For developed
SLNs, melting peak values decreased compared to bulk Imwitor® 900 K (65.4 °C), but still,
all three dispersions (B; R; P+R) showed onset and melting points higher than 40 “C, which
is a prerequisite when it comes to designing lipid nanoparticles for dermal application [41].
Table 4 shows the DSC parameters, including melting point, onset and enthalpy, for all the
tested samples.

Table 4. DSC parameters of bulk lipid (Imwitor® 900 K), non-incorporated (B), retinol-loaded (R),
and oligopeptide and retinol-loaded SLNs (P+R).

Sample Melting Peak ["C] Onset ["C] Enthalpy [J/g]
Imwitor® 900 K 65.4 547 164.5
(B) blank 62.3 51.7 26.8
(R) retinol 61.6 50.7 32.1
(P+R) oligopeptide + retinol 61.7 50.9 336

Lipid nanoparticles are classified as crystalline materials; hence, their melting behavior
and polymorphic form can be characterized using the DSC method. Imwitor® 900 K, used
for the production of lipid nanoparticles, is always represented on the thermogram in the
form of a single peak with a maximum at about 65 “C. Hence, in bulk form, it mainly occurs
in the stable 3 form. The process of formation of the lipid nanoparticles is associated with
the transition of the bulk lipid to the colloidal state through the B” form but back to the «
form, which is usually reflected as a shift in the peak maximum toward lower values. By
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analyzing the DSC parameters, this manifested, as mentioned above, as a decrease in the
melting point and onset temperature of dispersion of lipid nanoparticles by about 34 °C
for SLNs, both non-loaded and loaded with bioactive components. The similar melting
behavior for the dispersions tested (B; R; P+R) confirmed the effective incorporation of
retinol and oligopeptide into the lipid nanoparticles not affecting the polymorphic form and
stability of the dispersion system. Since the decrease in the values of the DSC parameters
shown in Table 4, relative to bulk Imwitor®, was not significant, the presumed desirable
type of SLN-type lipid nanoparticles was confirmed. In contrast, a much more pronounced
decrease in the values of these parameters is usually observed with NLCs (nanostructured
lipid carriers). For example, in the work of Averina et al. where liquid lipid (Pinus sibirica
seed oil) was added to the lipid matrix, the decrease in melting point and onset temperature
relative to solid lipid were significantly sizable, which may have resulted in the formation
of lipid nanostructures with lower stabilities [42].

The DSC data were confirmed by XRD analysis. Figure 3 shows the diffractograms
for bulk Tmwitor® 900 K and unloaded and loaded SLN dispersions. The crystallization
profile of the solid lipid revealed two scattered peaks at the angles 20 = 19.5° and 23.2°,
which indicated the presence of the metastable polymorphic form R’. The effect of the
SLN production process itself on the polymorphic state of the lipid was analyzed for
both non-incorporated and incorporated formulations. From the patterns, it was noticed
that for all three SLN dispersions, the 3 form was no longer determined. Instead, the
observed characteristic single peak on the diffractograms of the dispersions of the lipid
nanoparticles was studied. It was attributed to the « form in which the lipid-forming lipid
nanoparticle was found due to the transition to a higher energy level after the production
of LNs. Analogous results were obtained by Silva et al. when working on SLNs also based
on Imwitor® 900 K as a solid lipid [43]. Despite the use of different methods for lipid
nanoparticle production, the DSC parameters and crystallization profiles did not differ
significantly from those determined for the nanocarriers developed within the framework
of this paper. Thus, it can be concluded that the melting behavior of lipid nanoparticles
depends mainly on the solid lipid used in their production and the polymorphic form,
which affects the values of the determined DSC parameters and XRD results.

——solid lipid
——SLNs blank
——SLNs retinol
——SLNs peptide+retinol
B
10 20 30 40 50 60

20[°]

Figure 3. A comparison of the X-ray diffraction patterns of the solid lipid and the studied dispersions
of SLNs (the diffractograms are shifted by a constant value of 14,000 arbitrary units in relation to the
previous diffractogram).

2.5. Assessment of the Effect of Cosmetic Products on Selected Skin Parameters

Skin’s hydration is one of the main parameters determining its proper functioning
and healthy appearance. Numerous biochemical processes depend on the condition of the

120



Int. J. Mol. Sci. 2024, 25, 10078

12 of 20

epidermis and on its barrier properties [44], and symptoms such as roughness and scaliness
are the result of insufficient hydration [45]. The ability of the epidermis to retain water is
determined by the condition of the protective barrier. The degree of hydration is closely
related to the water content within the dermis. As a result of the difference in osmotic
pressure, water passes through successive layers of the epidermis and evaporates into the
environment [46]. This process is called transepidermal water loss (TEWL) and is a natural
process that occurs within the structures of the skin [47]. The EYEN cream, containing
SLNs incorporated with retinol and oligopeptide, showed stronger moisturizing properties
compared to the EYEB cream, which is only a base without lipid nanoparticles. The results
are shown in Figure 4. After 8 weeks of using EYEN, the degree of skin hydration in the
eye area increased by 5% (p < 0.05) compared to baseline (W0), while measurements made
for the cosmetic base (EYEB) showed changes in hydration at a statistically insignificant
level. These results corresponded with the values of the TEWL parameter—there was a
7% decrease for the EYEN product and a 3% decrease for EYEB (p < 0.05). The noticeable
difference in the obtained values of the degree of skin hydration may have been related to
the presence of solid lipid nanoparticles, which, exhibiting occlusive properties, may have
influenced the reduction in water evaporation from the epidermis [5].

Basic skin parameters/Skin topography parameters
Moisturizing TEWL Elasticity 5Ez SEsc

25
25 22

i L
5 3

-10 7
B EYEN EYEB

Changes in the values of selected
skin parameters [%]

Figure 4. Changes in the values of basic skin parameters and selected skin topography parameters
determined during an in vivo study for night eye creams after 8 weeks of application.

The analysis of SEr, a parameter characterizing skin roughness, and SEsc, a parameter
of scaliness, is also important for the diagnosis of epidermal conditions and the degree of
keratolytic processes (Figure 4). The SEr value recorded after 8 weeks of EYEN application
indicated an increase in the degree of roughness by 25%, while for EYEB, the increase was
17% (p < 0.05) compared to the results obtained at W0. According to the manufacturer’s
instructions, the lower the SEr value, the rougher the skin [48]. In addition, the SEsc
parameter for the EYEN product increased its value by 22% (T0—T8), while for EYEB, it
increased by only 7% (p < 0.05). The lower the SEsc value, the less desquamation of the
stratum corneum occurred, indicating a higher level of skin hydration [48]. The analyzed
results testified to an accelerated process of the desquamation of the stratum corneum and
its increased degree (for EYEN), while these phenomena could also affect the roughness of
the epidermal surface. Certainly, the desquamation was related to retinol contained in SLNs,
which actively affects the skin by accelerating cell renewal and increasing proliferation
while, at the same time, enhancing the differentiation of keratinocytes and synthesis of
collagens I, III, and VII [49,50]. Importantly, however, it had little effect on hydration
parameters and TEWL, the results of which are described above.
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Another important parameter was also analyzed, namely skin elasticity, reflecting
the anti-aging effectiveness of the cosmetic product. Measurements of the flabbiness and
deformability of the skin in the eye area showed that after an 8-week application of the
EYEN cream, the value of the parameter increased by 4% (p < 0.05), while in the case
of the EYEB product, it decreased by 1% with respect to the results from the day of the
study, which was considered a statistically insignificant change (Figure 4). The anti-aging
properties of the EYEN product containing SLN with active substances (retinol and peptide)
were unequivocally confirmed. Satisfactory elasticity values may also have been influenced
by proper epidermal hydration. Dry and dehydrated skin tends to be less elastic and more
rigid compared to skin characterized by an adequate degree of hydration [46].

Analysis of skin macrorelief images using the profilometric method made it possible to
assess the number, depth, and length of wrinkles present on the characterized skin surface
in the eye area. The results of this study are summarized in Figure 5. After 8 weeks of using
EYEN and EYEB creams, the total wrinkle area was reduced by 20% and 11%, respectively
(p < 0.05). Moreover, there was also a reduction in the mean length and maximum depth of
wrinkles when the EYEN preparation was applied. Mean length was shown to be reduced
by 17% and maximum wrinkle depth by 4% (p < 0.05). On the other hand, in the case of the
cosmetic base (EYEB), there was a 9% decrease in the value corresponding to the length of
wrinkles (p < 0.05) and a 1% increase in their maximum depth, with the magnitude being
within the statistical error; hence, our conclusion was that there was no improvement in
this parameter for EYEB.

Skin macrorelief parameters
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T e Total wrinkle area ~ wrinkle area Mean length depth
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Figure 5. Changes in the values of skin macrorelief parameters determined during an in vivo study
for night eye creams after 8 weeks of application.

The results obtained after an 8-week application of the tested cosmetic formulations
undoubtedly indicated an improvement in the appearance of the skin and a reduction in
the appearance of lines and wrinkles on its surface. Hence, the anti-wrinkle properties of
the EYEN cosmetic product containing solid lipid nanoparticles encapsulated with retinol
and oligopeptide were confirmed. The effectiveness of retinol-loaded lipid nanoparticles
was also confirmed by Ferreira et al. They noted lower irritation potential and a lower
degree of skin peeling of SLNs enriched with retinol compared to the use of retinoid in its
classic form [6]. Salvioni et al., on the other hand, mentioned the occlusive properties of
SLNs, which had an influence on the moisture level of the skin [29].

It should be mentioned here that the skin around the eyes is very thin (about 0.35 mm
on the eyelids) [45], which makes its susceptible to loss of elasticity and hydration, and
thus the formation of wrinkles relatively common [51]. Based on the in vivo study, it was
concluded that the properties of the EYEN cream can fully meet the needs of the delicate
skin around the eyes.
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3. Materials and Methods
3.1. Materials

Four different solid lipids were selected for lipid screening—Compritol® 888 ATO
(glyceryl dibehenate), Precirol® ATO 5 (glyceryl distearate) from Gattefossé (Lyon, France),
Imwitor® 900 K (glyceryl monostearate) and Witepsol® H15 (a blend of tri-, di- and mono-
glycerides of fatty acids) from IOI Oleo GmbH (Hamburg, Germany). The dispersions
of the lipid nanoparticles were produced by using glycerol (99.5%; Chempur, Piekary
Slaskie, Poland), CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide, >98%; Chemat, Gdarisk,
Poland), L-phosphatidylcholine (from soybean, Type I1-S, 14-29% choline basis) and Lutrol®
F68 (>90%) from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany), as well as sodium cholate (99%;
Acros Organics, Antwerp, Belgium) and Tween® 80 (polysorbate 80; Pol-Aura, Zawroty,
Poland). The incorporated active compounds—Retinol GS50 (retinol, 50%) and Leuphasyl®
peptide (pentapeptide-18/Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu, 99.5%)—were purchased from DSM
(Kaiseraugst, Switzerland) and Lipotec (Barcelona, Spain), respectively.

3.2. Optimization of the Composition of Lipid Nanoparticles—Selected Factors

The optimization of the composition of the lipid nanoparticles started with the selec-
tion of a retinol-compatible solid lipid, as the composition of the lipid matrix is crucial for
the stability of the SLN [23]. First, appropriate amounts of pre-selected solid lipids and
retinol were weighed into glass vials. The components were then heated to a temperature
above the melting point of the solid lipid. In the final step, the resulting mixtures were ob-
served at 15 min, 30 min, 1 h, 24 h, and 72 h after the system was solidified. The experiment
aimed to obtain a compatible and homogeneous mixture from the combination of retinol
and solid lipid. Four solid lipids were used in this study: Compritol® 888 ATO (glyceryl
dibehenate), Precirol® ATO 5 (glyceryl distearate), Imwitor® 900 K (glyceryl monostearate)
and Witepsol® H15 (a blend of tri-, di- and monoglycerides of fatty acids). Solid lipids
found to be compatible with the tested active ingredient after 72h were subjected to further
testing as components (1.0 wt.%) of lipid nanoparticle dispersions.

The next optimization step was to verify the necessity of including phosphatidyl-
choline in the dispersion. This compound belongs to the group of glycerophospholipids
(the most common polar lipid compounds found in nature), mainly in the outer parts of
the cell membrane [52]. Phosphatidylcholine is also credited with the ability to ensure
the stability of the lipid nanoparticle dispersions containing it [53]. In the course of this
study, lipid nanoparticles differing regarding the presence (0.25 wt.%) or absence of the
raw material were compared.

A combination of four different surfactants was also used during optimization. In-
cluded in this study were surfactants belonging to the non-ionic group—Tween® 80
(polysorbate 80) and Lutrol® Fé8 (polyoxyethylene—polyoxypropylene block copolymer),
anionic-sodium cholate, and cationic-hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB).
Optimization at the surfactant system selection stage consisted solely of varying the com-
position of the external aqueous phase for producing the target lipid nanoparticles. Various
surfactant systems were tested based on a combination of 1.5 wt.% non-ionic surfactant
with or without 0.1 wt.% sodium cholate while assuming a constant CTAB content of
0.5 wt.%. One trial was also performed, during which the use of CTAB in the lipid phase
was abandoned.

3.3. Lipid Nanoparticles—Method of Production

Solid lipid nanoparticles were produced by applying a high shear homogenization
(HSH) method based on multiple emulsion (W/O/W). The first step was to introduce
the components of the external aqueous phase (I) into a glass beaker (0.1 wt.% sodium
cholate and 1.5 wt.% Tween® 80 (polysorbate 80) were dispersed in distilled water) and
heat them to 35 °C while stirring at 250-300 rpm for 15 min. Then, the system was cooled
to room temperature. At the same time, the components of the lipid phase (I)—1.0 wt.%
Imwitor® 900 K (glyceryl monostearate), 0.5 wt.% CTAB (hexadecyltrimethylammonium
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bromide) and 0.25 wt.% L-phosphatidylcholine—were introduced into a glass beaker and
heated to the melting point of the solid lipid. Next, 2.0 wt.% of retinol was added to
the properly heated lipid phase (II) and cooled to 60 °C. The next step was to gradually
pour the heated glycerol into a beaker with the lipid phase (II) and subject the resulting
mixture to continuous stirring for 10 min. At the same time, an aqueous solution of
0.1 wt.% Leuphasyl® peptide (pentapeptide-18/Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu), which was the
internal aqueous phase (III), was prepared in a glass vial. The solution was heated to
60 °C and then added to the lipid phase (II). The key step was to subject the system to high
shear homogenization (Ultra—TurraX® DI 25 Basic, IKA-Werke GmbH, Staufen im Breisgau,
Germany) at 8000 rpm for 15 min. The resulting W/O emulsion was combined in the final
step with the external aqueous phase (I) under continuous stirring at 500 rpm for 15 min.

3.4. Lipid Nanoparticles—Physicochemical Parameters

The three basic physicochemical parameters of lipid nanoparticle dispersions were
determined using a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK). The mean
particle size (Z-Ave), polydispersity index (PDI), and zeta potential (ZP) were taken into
account. Measurements were performed on aqueous solutions of SLN dispersion with
appropriate concentrations and pH values. The measurement procedure was repeated three
times for each sample, and the arithmetic mean and standard deviation were calculated
from the obtained results.

3.5. Encapsulation Efficiency and Loading Capacity

The encapsulation efficiency (EE) and loading capacity (LC) of retinol and oligopeptide
in solid lipid nanoparticles were determined indirectly by the centrifugation technique,
assessing the free retinol and pentapeptide-18 (non-incorporated) contents by UV-Vis spec-
troscopy (Varian Cary 50 Bio UV-Vis Spectrophotometer, Varian Inc./ Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA). The spectroscopic method was previously validated and involved
the quantification of non-encapsulated active substances present in the external aqueous
phase of the surfactant of LNs dispersion. The samples were prepared by measuring
1 mL of the dispersion into an Eppendorf Tubes® test tube, placing it in the angular rotor
of an MPW-350R laboratory centrifuge (MPW MED. INSTRUMENTS, Warsaw, Poland),
and centrifuging at 4000 rpm for 30 min. In the next step, 20 uL of the supernatant (the
aqueous solution of the external phase separated by centrifugation) was taken into the
flask, which was subsequently increased up to 10 mL with a 50:50 mixture of phosphate
buffer (pH = 5.8) and ethanol. The sample was then shaken vigorously for 5 min. The final
step was to convert the concentration results into encapsulation efficiency and loading
capacity (expressed as a percentage), in accordance with the following equations [54]:

_ total amount o f active substance — amount of non-incorporated active substance

EE[%] = total amount of active substance M

__ total amount of active substance — amount of non-incorporated active substance

LC (%) total amount of lipid

@

3.6. Stability Test

The confirmation of the stability of the lipid nanoparticle dispersions was carried out
by verifying changes in the values of three parameters (Z-Ave, PDI, and ZP; Zetasizer
Nano ZS instrument (Malvern Instruments, Malvern, UK) over time and under varying
temperature conditions. The stability test was performed for the target optimized dis-
persions of SLNs: sample 1 (B, blank)—non-incorporated lipid nanoparticles; sample 2
(R)—SLNs containing 2.0 wt.% of retinol; sample 3 (P+R)—SLNs loaded with 0.1 wt.% of
pentapeptide-18 and 2.0 wt.% of retinol. The experiment was conducted on the day that
the lipid nanoparticles were received (DO0) and after 7, 14, 21, and 28 days of storage at 4,
25, and 45 °C. The statistical analysis was carried out using Statistica 10.0 software. The
level of statistical significance was set at p < 0.05.
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3.7. X-ray Diffraction (XRD) and Differential Scanning Calorimetry (DSC) Analysis

The characterization of the lipid matrices of SLNs was performed by using X-ray
diffraction (XRD; D8 Advance powder diffractometer combined with a Johansson monochro-
mator/Bruker, Billerica, MA, USA) and differential scanning calorimetry (DSC; DSC 8500
differential scanning calorimeter /PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Both samples of solid
lipid and dispersions of lipid nanoparticles were analyzed. The procedure of sample
preparation and the detailed conditions of DSC and XRD analysis for lipid nanoparticle dis-
persions were described in earlier papers [55]. In brief, the principle of DSC measurement
was to gradually heat a sample of solid lipid or SLN dispersions from 25 °C to 90 °Cina
flow of nitrogen (20 mL/min) at a scanning rate of 5 °C per minute, maintaining the sample
at 90 °C for 1 min, and then cooling it to 25 °C with similar parameters. On the other hand,
during XRD analysis, samples were dried at room temperature before measurement. For
each sample, the procedure was carried out within the high-angle range (20 = 6.0-60.0°).

3.8. Cosmetic Products/Eye Creams—DPreparation

This study was performed on two cosmetic preparations—two night eye creams
produced by Dottore Polska Sp. z 0.0., Poznan, Poland. The formulation of the cosmetic
products was in accordance with Regulation (EC) No 1223/2009/EC of the European
Parliament and the Council of 30 November 2009 on cosmetic products with subsequent
updates. One of the cosmetic formulations contained a tested SLN dispersion, which
was added in the last technological stage with continuous mixing to ensure the uniform
consistency of the cosmetic mass. The exact quantitative composition and manufacturing
technology of the eye creams remain the sole knowledge of Dottore Polska Sp. z o.0.
Two cosmetic products of analogous composition (O/W emulsions with 24.5 wt.% of
lipid phase), differing only in the presence of lipid nanoparticle dispersion, were used
in a comparative study, which is discussed within the scope of this paper. The INCI
compositions of night eye creams investigated are shown below.

3.8.1. EYEN (Anti-Aging Night Eye Cream Containing 1.0 wt.% of Lipid Nanoparticles
Loaded with Retinol and Pentapeptide-18)

Ingredients (INCI): Aqua, Butylene Glycol, Coco-Caprylate /Caprate, Pentylene Gly-
col, Propanediol, Cetyl Alcohol, Glyceryl Stearate, Simmondsia Chinensis Seed Oil, Tri-
isostearin, Glyceryl Stearate Citrate, Butyrospermum Parkii Butter, Theobroma Cacao Seed
Butter, Glycerin, Cetyl Ricinoleate, Persea Gratissima Oil, retinol, Sodium Hyaluronate,
Acetyl Tetrapeptide-5, Palmitoyl Tripeptide-5, Palmitoyl Dipeptide-5 Diaminobutyroyl
Hydroxythreonine, Tetradecyl Aminobutyroylvalylaminobutyric Urea Trifluoroacetate,
Pentapeptide-18, Phosphatidylcholine, Cetrimonium Bromide, sodium cholate, Potassium
Cocoyl Hydrolyzed Rice Protein, Sodium Cocoyl Amino Acids, Caprylic/Capric Triglyc-
eride, Tocopheryl Acetate, Tocopherol, Helianthus Annuus Seed Oil, Raspberry Ketone,
Stearyl Alcohol, Polysorbate 80, Xanthan Gum, Magnesium Chloride, Tetrasodium Gluta-
mate Diacetate, Sodium Hydroxide, Trisodium NTA, and Parfum.

3.8.2. EYEB (Anti-Aging Night Eye Cream without Lipid Nanoparticles)

Ingredients (INCI): Aqua, Butylene Glycol, Coco-Caprylate /Caprate, Pentylene Gly-
col, Propanediol, Cetyl Alcohol, Glyceryl Stearate, Simmondsia Chinensis Seed Oil, Tri-
isostearin, Glyceryl Stearate Citrate, Butyrospermum Parkii Butter, Theobroma Cacao Seed
Butter, Glycerin, Cetyl Ricinoleate, Persea Gratissima Oil, Sodium Hyaluronate, Acetyl
Tetrapeptide-5, Palmitoyl Tripeptide-5, Palmitoyl Dipeptide-5 Diaminobutyroyl Hydrox-
ythreonine, Tetradecyl Aminobutyroylvalylaminobutyric Urea Trifluoroacetate, Potassium
Cocoyl Hydrolyzed Rice Protein, Sodium Cocoyl Amino Acids, Caprylic/Capric Triglyc-
eride, Tocopheryl Acetate, Tocopherol, Helianthus Annuus Seed Oil, Raspberry Ketone,
Stearyl Alcohol, Xanthan Gum, Magnesium Chloride, Tetrasodium Glutamate Diacetate,
Sodium Hydroxide, Trisodium NTA, and Parfum.
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3.9. Evaluation of the Effectiveness of Cosmetic Products—In Vivo Study

Application tests were carried out on a group of 20 female volunteers aged
30-65 years old with signs of aging in the eye area, such as wrinkles and skin sagging.
Before this study, the volunteers were informed about the implications of this study (in the
form of information material) and signed an informed consent form to participate in the
tests. Each participant received two cosmetic products: EYEN (an eye cream containing
lipid nanoparticles) and EYEB (a formulation devoid of active substances encapsulated in
lipid carriers). The cosmetic formulations tested were to be applied once a day at night.
During this time, the application of cosmetics of similar or analogous compositions and
actions was prohibited. Sun exposure, including tanning beds, was also to be avoided
(due to the presence of retinol in the cream formulation). Any adverse effects were to be
reported to the principal investigator.

The duration of the in vivo study was 8 weeks and approved by the Bioethical Com-
mission of Poznan University of Medical Sciences, Poland, on 12 October 2023 (768/23).
Skin parameters were measured before the application of the products on the day that this
study started (W0) and after 8 weeks (W8) of use. To assess skin condition, the following
equipment from Courage + Khazaka electronic GmbH (Cologne, Germany) was used:
Tewameter® TM 300 (transepidermal water loss level, TEWL); Corneometer® CM 825
(epidermal hydration level); Cutometer® MPA 580 (skin elasticity); Visioscan® VC 98 (skin
topography parameters); Visioline® VL 650 (skin macrorelief parameters). The Wilcoxon
test for pairs of observation results was used for statistical analysis. The level of significance
was p < 0.05.

4. Conclusions

The use of solid lipid nanoparticles encapsulated with retinol and pentapeptide (Tyr-
D-Ala-Gly-Phe-Leu) in the cosmetic industry is perfectly in line with the trend of skin
minimalism. The main advantage of using lipid nanocarriers is the provision of assisted
transepidermal transport, which enables the delivery of active substances with prolonged
action directly to the deeper layers of the epidermis. The additive nature of the active
compounds incorporated into SLNs provides a broader spectrum of action and offers more
functions than retinol and peptide used in therapy alone. Through numerous trials to
optimize the SLN formulation, it was proven that Imwitor® 900 K was most compatible as
a solid lipid. The presence of L-phosphatidylcholine as a polar lipid compound also proved
crucial for dispersion. In contrast, the surfactant group represented by the combination of
Tween® 80, sodium cholate, and CTAB proved to be the most effective. The physicochemi-
cal parameters of the designed lipid nanoparticles enriched with retinol and oligopeptide,
such as a particle size (Z-Ave) of less than 200 nm, a polydispersity index (PDI) of up to
0.3, and a zeta potential (ZP) of >30 mV, met the requirements of their functionality for
cosmetic application. The efficiency of transepidermal transport (using SLNs) was con-
firmed by in vivo studies, indicating the potential of these lipid nanoparticles as a cosmetic
raw material in terms of reducing wrinkles and supporting the regeneration of the delicate
skin around the eyes. It should be mentioned that there are few cosmetic products on the
cosmetic market that use lipid nanoparticle technology. Available solid lipid nanoparticles
usually contain only one active ingredient, such as retinol itself. Peptides incorporated in
the lipid matrix are virtually absent in cosmetics. The presented research proved the effec-
tiveness of SLNs containing simultaneously lipophilic retinol and hydrophilic oligopeptide,
which is an innovative solution not previously used in the cosmetics industry.
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Abstract: The use of lipid nanocarriers as components of cosmetic formulations may provide an
opportunity to fully exploit the beneficial properties of pentapeptide-18 and retinol while reducing the
undesirable effects that occur during retinoid therapy. This study aimed to evaluate the effectiveness
of semi-solid formulations enriched with retinol and oligopeptide-loaded lipid nanocarriers. Solid
lipid nanoparticles were produced using a high-shear homogenization method. The work included
physicochemical characterization of the cosmetic products, and evaluation of their stability as well
as their efficacy. The resulting semi-solid preparations were determined to be stable regardless of
their storage temperature. No effect of the presence of lipid nanoparticles on the shelf-life stability
of the cosmetic products was observed. A temperature of 25 “C was considered the recommended
storage temperature for the tested semi-solid formulations. Beneficial effects of the cosmetic products
were proven (in vivo study on volunteers), i.c., a significant reduction in the level of scbum secretion
(anti-acne therapy) and a decrease in the number of facial wrinkles (anti-aging therapy). In addition,
the protective properties of the lipid nanoparticles themselves against the skin were confirmed,
reducing the irritating effect of retinol that is usually the case with classic retinoid therapies.

Keywords: solid lipid nanoparticles; retinol; oligopeptide; anti-aging therapy; anti-acne action

1. Introduction

Harnessing the therapeutic potential of retinol and peptides in line with the current
trend of “skin minimalism” is possible through the use of solid lipid nanoparticles (SLNs),
colloidal carriers of active substances for topical application [1]. Lipid nanoparticles provide
a delivery system for active compounds, increasing their bioavailability while controlling
permeation and distribution in target tissues [2]. The biocompatibility and lack of toxicity
of the aforementioned lipid carriers are primarily related to the structure of the lipid
matrix, which undergoes enzymatic degradation to compounds naturally found in the
human body [2].

Peptides used in cosmetics have a low molecular weight and are hydrophilic in na-
ture [3]. Based on their structure and chain length, these compounds can be divided into
oligopeptides, polypeptides, and proteins [4,5]. The study of Olejnik et al. [5] showed that
the group of peptides used in cosmetics is also divided in terms of action and function
concerning the skin-signal peptides, so-called neuropeptides, and carrier peptides. The
oligopeptide (pentapeptide-18) used in the study belongs to the group of neurotransmit-
ter inhibitor peptides, which in its action resembles the natural enkephalin pathway by
affecting the reduction in acetylcholine release at the synapse in the nervous system [6,7].
Clinical studies indicate its broad anti-aging effect on the skin, including by reducing the
depth of facial wrinkles [6].

Retinol, a compound from the retinoid group, shows analogous propertics and struc-
ture characteristics of vitamin A [8]. Retinol is the primary biologically inactive form and
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must be converted to retinal and then to retinoic acid, which is the only biologically active
form [9]. This process occurs in the cell and is associated with RBPs (retinoid binding
proteins) [10,11]. The positive effects of retinol can be observed in all layers of the skin
(collagen synthesis and regulation of sebaceous glands) [12].

The incorporation of retinol into a matrix of lipid nanoparticles may provide a solution
to the problematic limitations of retinoids when they are used in cosmetic therapies. Wissing
and Lason et al. [13,14] pointed out the contribution of solid lipid nanoparticles to the
controlled release of active substances and to protecting them from chemical degradation;
this includes retinol and peptides. Also emphasized are the occlusive properties of lipid
nanoparticles, which increase skin hydration [15]. Ferreira et al. [16] further pointed out
that retinoids delivered topically in the form of lipid nanoparticles are more stable and
better tolerated by the skin. Anil and Kannan [17], on the other hand, stressed that the
incorporation of peptides inside lipid nanoparticles provides better bioavailability, while
Almeida et al. [18] pointed out the increased stability, prolonged release of peptides, and
prevention of their degradation.

Nowadays, the cosmetic market offers many active substances dedicated to the care
of aging skin, where ensuring an adequate level of hydration and effective antioxidant
activity play an important role [19]. Among the most commonly used active compounds,
in addition to the aforementioned retinol and peptides, are vitamin C [19,20] and gly-
colic acid [21]. These substances have an anti-aging effect through their antioxidant and
exfoliating properties. On the other hand, in the case of acne-prone skin and skin with
imperfections, chemical peels with the use of, among other components, mandelic and
pyruvic acids, are considered to be the most effective. They have a beneficial effect on the
regulation of the sebaceous glands, while also having an antibacterial effect, which are
desired for the care of skin with acne problems [22,23].

The purpose of the study presented in this paper was to introduce the designed
dispersion of lipid nanoparticles, i.e., solid lipid nanoparticles loaded with retinol and
pentapeptide-18 (oligopeptide, Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu), into semi-solid cosmetic prepara-
tions in the form of night face creams. The work included physicochemical characterization
of the cosmetic products, and evaluation of their stability as well as their efficacy (in vivo
studies). The novelty of this research lies in the combination of retinol and oligopeptide in
a lipid carrier, which is a new solution unprecedented in the cosmetic market. An attempt
was also made to verify the effectiveness of the anti-aging oligopeptide and the reduction
in the irritant potential of retinol introduced into lipid carriers and used in anti-aging and
anti-acne therapies.

2. Materials and Methods
2.1. Production and Characterization of Lipid Nanoparticles

Lipid nanoparticles were produced by applying a high shear homogenization (HSH)
method based on multiple emulsion (W/O/W) (Figure 1). The lipid phase (1.75 wt.%)—L-
phosphatidylcholine (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), Imwitor® 900 K (glyceryl
monostearate; IOl Oleo GmbH, Hamburg, Germany), and hexadecyltrimethylammonium
(CTAB; Chemat, Gdansk, Poland)—was prepared first, and heated to the melting point of
the lipid. The next step was to add 2.0 wt.% of retinol (DSM, Kaiseraugst, Switzerland) and
then glycerol (Chempur, Piekary Slaskie, Poland). At the same time, an aqueous solution of
Tween® 80 at a concentration of 3% w/w (polysorbate 80; Pol-Aura, Zawroty, Poland) was
prepared with the addition of 0.1 wt.% sodium cholate (Acros Organics, Antwerp, Belgium).
Leuphasyl® peptide (pentapeptide-18/Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu; Lipotec, Barcelona, Spain),
which was the internal aqueous phase, was added to the lipid phase (high shear homog-
enization, 8000 rpm/15 min-Ultra-Turrax® DI 25 Basic, IKA-Werke GmbH, Staufen im
Breisgau, Germany). The final step was to add the resulting pre-emulsion to the previously
prepared aqueous surfactant solution under continuous stirring.
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LIPID PHASE
1.0 wt.% Imwitor® 900K
37.5 wt.% glicerol
0.25 wt.% L-phosphatidylocholine
0.5 wt.% CTAB EXTERNAL
2.0 wt.% retinol AQUEOUS

PHASE
0.1 wt.% sodium cholate,
1.5 wt.% Tween® 80,
HSH ad. 100 wt.% water
o

INTERNAL AQUEOUS
PHASE
0.1 wt.% pentapeptide-18
0.75 wt.% water

Figure 1. A step-by-step scheme for production of lipid nanoparticles.

A set of physicochemical parameters of lipid nanoparticle dispersions—mean par-
ticle size (Z-Ave), polydispersity index (PDI), and zeta potential (ZP)—was determined
with a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK). These parameters were
determined based on the scattering of the laser light beam generated by the device on the
particles of the dispersion of lipid nanoparticles, with respect to the following phenomena:
(i) dynamic light scattering (DLS)-Z-Ave&PDI: the method is based on measuring changes
in the intensity of light scattered under the influence of the movement of dispersed particles;
and (ii) electrophoretic light scattering (ELS)-ZP: a technique based on measuring the veloc-
ity of dispersion particles moving in an electric field generated during the electrophoresis
process [24]. Before the measurements, aqueous solutions of the tested lipid nanoparticle
dispersions were prepared, namely, 60 uL of the dispersion was dissolved in 15 mL of
distilled water. The measurement procedure was repeated three times for each test sample,
and the arithmetic mean and standard deviation were calculated from the obtained results.

2.2. Preparation of Semi-Solid Cosmetic Formulations

The study was performed on four night-type face creams produced by Dottore Polska
Sp. z 0.0., Poznan, Poland, labeled as follows:
¢  AAN (anti-aging NANO)—anti-aging night face cream containing lipid nanoparticles
loaded with retinol and pentapeptide-18 (10.0 wt.%);
AAB (anti-aging BASE)—anti-aging night face cream without lipid nanoparticles;
ACN (anti-acne NANO)—anti-acne night face cream containing lipid nanoparticles
loaded with retinol and pentapeptide-18 (5.0 wt.%);
¢ ACB (anti-acne BASE)—anti-acne night face cream without lipid nanoparticles.

The technology of the production of the above cosmetic bases (AAB and ACB) remains
the know-how of the manufacturer (Dottore Polska Sp. z 0.0.). Briefly, the emulsions are of
o/w type with 21.2 wt.% of lipid phase and were formed by using a homogenization process.
The introduction of lipid nanoparticles into base products (AAB and ACB) consisted of
combining the cosmetic base with an appropriate amount of lipid nanoparticle dispersion
under continuous stirring. The process continued until the appropriate consistency of
cosmetic formulations enriched with lipid carriers (AAN and ACN) was achieved. The
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INCT compositions of night face creams investigated are shown below. The ingredients
were grouped according to their content in the cosmetic formulation and assigned to one of
the following ranges: (A) 50-100 wt.%; (B) 25-50 wt.%; (C) 10-25 wt.%; (D) 5-10 wt.%; (E)
1-5 wt.%; (F) 0.1-1 wt.%; (G) <0.1 wt.%; (H) traces.

AAN (anti-aging NANO)

Ingredients (INCI): Aqua (A), Tripelargonin (D), Glycerin (D), Isopropyl Palmitate
(D), Polyglyceryl-3 Dicitrate/Stearate (E), Persea Gratissima Oil (E), Glyceryl Stearate
(E), Retinol (F), Pentapeptide-18 (G), Tocopheryl Acetate (F), Xanthan Gum (F), Benzyl
Alcohol (F), Benzoic Acid (F), Polysorbate 80 (F), Dehydroacetic Acid (G), Tocopherol
(G), Phosphatidylcholine (G), Cetrimonium Bromide (G), Sodium Cholate (G), Sodium
Hydroxide (H), Tetrasodium Glutamate Diacetate (G), Parfum (F)

AAB (anti-aging BASE)

Ingredients (INCI): Aqua (A), Tripelargonin (D), Glycerin (D), Isopropyl Palmitate (D),
Polyglyceryl-3 Dicitrate/Stearate (E), Persea Gratissima Qil (E), Glyceryl Stearate (E), Toco-
pheryl Acetate (F), Xanthan Gum (F), Benzyl Alcohol (F), Benzoic Acid (F), Dehydroacetic
Acid (G), Tocopherol (G), Sodium Hydroxide (H), Tetrasodium Glutamate Diacetate (G),
Parfum (F)

ACN (anti-acne NANO)

Ingredients (INCI): Aqua (A), Citrullus Lanatus Seed Oil (D), Propanediol (E), Citrus
Limon Fruit Extract (E), Isopropyl Palmitate (E), Glyceryl Stearate Citrate (E), Cetearyl
Alcohol (E), Pentylene Glycol (E), Glyceryl Stearate (E), Squalane (E), Cannabis Sativa Seed
Qil (E), Glycerin (E), Sodium PCA (E), Succinoglycan (F), Pentapeptide-18 (G), Retinol
(F), Phosphatidylcholine (G), Cetrimonium Bromide (G), Sodium Cholate (G), Polysor-
bate 80 (F), Cannabidiol (G), Bioflavonoids (G), Raspberry Ketone (F), Tocopherol (G),
Helianthus Annuus Seed Oil (F), Potassium Sorbate (G), Tetrasodium Glutamate Diacetate
(G), Sodium Hydroxide (H), Trisodium NTA (H), Parfum (F)

ACB (anti-acne BASE)

Ingredients (INCI): Aqua (A), Citrullus Lanatus Seed Oil (D), Propanediol (E), Citrus
Limon Fruit Extract (E), Isopropyl Palmitate (E), Glyceryl Stearate Citrate (E), Cetearyl
Alcohol (E), Pentylene Glycol (E), Glyceryl Stearate (E), Squalane (E), Cannabis Sativa Seed
Qil (E), Glycerin (E), Sodium PCA (E), Succinoglycan (F), Cannabidiol (G), Bioflavonoids
(G), Raspberry Ketone (F), Tocopherol (G), Helianthus Annuus Seed Oil (F), Potassium
Sorbate (G), Tetrasodium Glutamate Diacetate (G), Sodium Hydroxide (H), Trisodium NTA
(H), Parfum (F)

The effectiveness of the production method for the semi-solid cosmetic formulations
was verified on a production scale. The stability of both the key raw material (lipid
nanoparticle dispersion) and the finished cosmetic products was confirmed. The production
method was developed in accordance with all regulatory standards for the concentrations
of raw materials used. In addition, the high-speed homogenizer used within the framework
of the study is a device commonly found in cosmetic manufacturing companies, which does
not generate additional difficulties at the various stages of production of the developed
cosmetic products. Furthermore, the method for obtaining lipid nanoparticles was prepared
in such a way as not to cause limitations in the production of SLNs with retinol and
oligopeptide on a production scale. The effective transfer of production from laboratory
scale to industrial scale was a strong point of the implementation PhD under which this
research was conducted, and confirmed the translational significance of the study.

2.3. Physicochemical Characterization of Cosmetic Products
2.3.1.pH

The pH (EcoSense® pH 10 pH/Temperature Meter, Pen Style; VWR International,
Radnor, PA, USA) of the cosmetic products was tested on the day of their production (week
0, denoted as W0) and after 2 months (week 8, denoted as W8) of storage. The pH test was
conducted for samples stored at three temperatures (4, 25, and 45 °C). The measurement
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procedure was repeated three times for each test sample, and the arithmetic mean and
standard deviation were calculated from the obtained results.

2.3.2. Stability Test

The stability of the cosmetic products was evaluated by the method of multiple
light scattering using a Turbiscan Lab Expert analyzer (Formulation, ['Union, France).
Measurements were made on day 0 and then repeated on the 7th, 30th, and 60th days for
the samples stored at three temperatures (4, 25, and 45 °C). The measurement procedure
was repeated three times for each test sample. The results were obtained as the curves
illustrating changes in the light backscattering (BS) and the Turbiscan Stability Index (TSI)
calculated by the device software.

2.4. The Application Tests

The application tests lasted 8 weeks, and measurements of biophysical parameters
of the skin were taken on the day of the start of the tests (W0) and at weeks 4 and 8 (W4
and W8). All volunteers were informed about the nature of the study, signed an informed
consent form to participate in the tests, and received written informational materials about
the use of the cosmetic products being tested. The participants completed a questionnaire
on their health status, possible skin problems, and skin care habits. A detailed cosmetic
interview was also conducted. Each measurement was taken after a 15 min acclimatization
in the examination room; this was done to equalize skin temperature and regulate sweat
secretion in the volunteers, which in turn translated into the accuracy and reliability of
the measurement. In the 8th week of the study, all volunteers filled out a subjective
questionnaire about the application sensations and effectiveness of the tested products.
Any adverse effects were to be reported to the investigator at any stage of the application
tests. The in vivo study was approved by the Bioethical Commission of Poznan University
of Medical Sciences, Poland, on 12 October 2023 (768/23). The Wilcoxon test for pairs of
observation results was used for statistical analysis. The level of significance was p < 0.05.

2.4.1. Testing Panel

The testing panel consisted of two groups of 20 female volunteers. The selection
criteria for the first group (anti-aging, AA), in the 30-65 age range, were signs of skin aging,
i.e., wrinkles and loss of skin elasticity and firmness. For the second group (anti-acne,
AC), in the 18-65 age range, the criteria were imperfections and skin inflammation, with
an emphasis on the acne substrate of the lesions. Each volunteer received two cosmetic
products (night face creams) for testing: group AA—cream AAN (anti-aging NANO) and
cream AAB (anti-aging BASE); group AC—cream ACN (anti-acne NANO) and cream
ACB (anti-acne BASE). The volunteers undertook to apply the tested cosmetic products
to cleanse facial skin for the entire duration of the study, once a day, exclusively at night.
All participants were informed that they were prohibited from using products with similar
or analogous ingredients or actions. Information was also given on the need to avoid sun
exposure, including tanning beds, due to the nature of the active substances contained
in the tested cosmetic product. The main contraindications to participation in the study,
which were pregnancy and lactation, were also mentioned.

2.4.2. Skin Testing Equipment

Evaluation of selected biophysical parameters of the skin was carried out using a
set of equipment from Courage + Khazaka electronic GmbH (Cologne, Germany). The
equipment, using the technique of non-invasive evaluation of skin parameters, made it
possible to observe changes appearing under the influence of active substances (retinol and
oligopeptide contained in the lipid nanoparticles) present in the tested cosmetic products.
The devices used in the study were:

134



Life 2024, 14, 1212

6 of 19

o Tewameter® TM 300 (level of transepidermal water loss, TEWL)

The Tewameter® TM 300 allows assessment of the functioning of the epidermal barrier.
Transepidermal water escape is a natural process occurring in the epidermis, but changes
in the biophysical state of the skin and the application of cosmetic products can modify the
parameters of this process. The probe works by measuring the density of water evaporation
from the skin, based on the law of diffusion [25]. The lower the level of water evaporation,
and thus the lower the measurement result, the better the tightness of the epidermal barrier.
The measurement was performed by applying the probe vertically to the skin surface of
the forehead and cheek, on the left and right sides of the face. Twenty measurements were
taken on each area of the volunteers’ facial skin. The arithmetic mean was calculated from
the values obtained. Measurements were taken on the day of the start of the study (W0)
and after 4 and 8 weeks of application of the tested cosmetic products (W4 and W8).

¢  Corneometer® CM 825 (skin hydration level)

The Corneometer® CM 825 is a probe that determines the moisture level of the skin.
The measurement is based on the physical electrical conductivity of the tissues and the
electrical resistance they generate. Due to the large amount of water in the epidermal
cells, and thus due to proper skin hydration, the electrical resistance decreases, while
the electrical conductivity increases. Thus, the higher the measurement, the better the
hydration of the skin [26]. The results were collected in volunteers from the left and right
facial areas of the forehead and cheek by vertically applying the probe to the skin surface.
The test was conducted at W0, W4, and W8, where three measurements were taken each
time, from which the arithmetic mean was calculated.

o Cutometer® MPA 580 (skin elasticity)

The Cutometer® MPA 580 is a device used to measure the viscoelastic properties of
the skin. The probe measures the elasticity and firmness of the upper layer of the skin
using negative pressure. The suction method causes mechanical deformation of the skin.
Its resistance to vacuum determines firmness, while its ability to return to its original shape
indicates elasticity. This method makes it possible to objectively assess the aging process
of the skin and to generally characterize the elasticity and mechanical properties of the
epidermal surface [27]. The general elasticity factor (R2) was determined before cosmetic
product application (WO0) and after & weeks (W8), using a Cutometer® that was applied
to the facial surface without additional pressure. This allowed the skin to be sucked into
the opening, where a vacuum was generated. During each measurement session, three
measurements were taken on each test area of the skin. The arithmetic mean was calculated
from the results obtained.

¢ Sebumeter® SM 815 (amount of sebum secreted by the skin’s sebaceous glands)

Sebum secretion is a natural physiological process of the skin. The Sebumeter® SM
815 measures the amount of sebum secreted on the epidermal surface. Sebum from the
surface of the skin is collected using a special tape that becomes transparent under the
influence of sebum. The tape is placed in a designated hole in the base of the MPA device,
where a beam of light, transmitted through the section of tape being tested, allows the level
of its saturation to be read [28]. The study was conducted on a group of volunteers using
anti-acne products (ACN and ACB). The tape was applied at four locations of skin: on the
left and right cheek, and on the left and right sides of the forehead at a height of about
1 cm above the upper eyebrow arch. Sebumeter® measurements were taken on the day the
study began (W0) and at W4 and W8.

¢ Visioline® VL 650 (skin macrorelief parameters: total wrinkle area [mm?]; percentage
of wrinkle area [%]; mean length [mm] and maximum depth of wrinkles [pum])

%]

Skin macrorelief parameters were determined on the basis of images of silicone replicas
taken on the skin areas under study. The Visioline® VL 650 works on the principle of
profilometry: a light beam falls on the replica at an angle of 35° and makes visible the
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elevations of the replica, which represent the wrinkles of the skin. The measurable shadows
are digitized by the camera and processed using software [29]. Silicone skin replicas were
made on the skin of volunteers (forehead and cheeks on both sides of the face) using
anti-aging creams (AAN and AAB) on the day the tests began (W0) and after 8 weeks (W).

3. Results and Discussion
3.1. Lipid Nanoparticles Loaded with Retinol and Pentapeptide-18-Physicochemical Characterization

The desire to introduce lipid nanoparticles as a cosmetic raw material in the production
of cosmetic preparations on an industrial scale is an important aspect when planning and
optimizing the composition of designed lipid nanocarriers. The stability of nanoparticle
dispersion significantly affects the effectiveness of the incorporated active substances [18].
Moreover, the presence of the incorporated active compounds positively affects the stability
of the dispersion itself. The selection of individual dispersion components depends on the
nature of the incorporated active substance. On the other hand, the wrong concentration
of lipids (both solid and liquid) and surfactants can affect the overall internal structure
of the lipid nanoparticles [15]. Proper selection of physicochemical parameters for lipid
nanoparticle dispersion can also help predict SLNs” behavior in in vivo studies [15]. When
lipid nanocarriers are introduced into cosmetic formulations, it is necessary to maintain
dispersion stability for a minimum of four weeks [30]. For the prepared dispersion of
solid lipid nanoparticles containing oligopeptide and retinol, the following values of
physicochemical parameters were obtained: Z-Ave = 156.5 4= 0.8 nm; PDI = 0.284 + 0.002;
and ZP =45.6 & 0.2 mV. The long-term stability of the lipid nanoparticles was tested by
storing the dispersion samples at three temperatures (4 °C, 25 °C, and 45 °C) for one month.
After four weeks, the following results were obtained: at 4 °C: Z-Ave = 248.3 £+ 7.4 nm;
PDI =0.445 4 0.022; ZP = 43.8 + 0.3 mV; at 25 °C: Z-Ave = 134.7 £ 0.3 nm; PDI = 0.269
+0.017; ZP = 42.7 £ 1.2 mV; at 45 °C: Z-Ave = 231.1 4 1.4 nm; PDI = 0.464 + 0.006; and
ZP = 44.5 4+ 1.6 mV. The purpose of the stability study was to determine the recommended
storage temperature for the tested lipid nanoparticles. The most favorable results, i.e., the
smallest fluctuations in the values of the determined physicochemical parameters, were
obtained for the dispersion stored at room temperature (25 °C). Thus, it was recommended
for storing the investigated dispersions. Nevertheless, even at more demanding storage
temperatures (4 and 45 °C), the Z-Ave value of 300 nm, indicative of stable dispersion, in
this case was not exceeded. The presented results confirmed the stability of the investigated
lipid nanoparticles over time, subjected to different temperature conditions, and thus the
correct selection of the components of the designed dispersion of solid lipid nanoparticles
intended for use as a cosmetic raw material.

3.2. Cosmetic Products Enriched with Lipid Nanoparticles—Physicochemical Characterization
3.2.1. pH Test

The initial pH values of the cosmetic products tested (W0) were 5.68 £ 0.03 and
5.92 + 0.02 (for anti-aging formulations, AAN and AAB, respectively); 5.48 4 0.03 and
5.50 £ 0.01 (for anti-acne formulations, ACN and ACB, respectively) (Figure 2). It can be
concluded that the addition of lipid nanoparticle dispersion caused a decrease in the pH
values of the tested face creams. This decrease was more noticeable in the case of anti-aging
preparations. After 8 weeks of storage (W8), it was observed that for all samples stored at
4 °C, regardless of composition and the presence of SLNs, the pH value increased slightly.
For AAN and AAB, the pH was 6.13 4 0.01 and 5.95 + 0.02 (an increase of 8% and 1%,
respectively), while for ACN and ACB, it was 5.70 & 0.02 and 5.65 4 0.04 (an increase of 4%
and 3%, respectively). At 25 °C, there were slight fluctuations in the value of the parameter,
atan average level of 0.4%. In contrast, at 45 °C, the pH value decreased noticeably. For the
AAN and AAB samples, the pH dropped by 0.32 to 5.36 £ 0.03 and 5.60 = 0.04 (a decrease
of 6% and 5%, respectively). As for ACN and ACB formulations, on the other hand, the pH
value decreased by 0.27 and 0.21, or 5% and 3%, respectively.
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Figure 2. Changes in pH of the cosmetic formulations stored under various temperature conditions
(4,25, 45 °C) for 60 days.

Based on the analysis of the pH results and the trend of changes in the value of this
parameter over time, it was concluded that the presence of lipid nanoparticles does not
affect the nature of changes in the pH values of the tested cosmetic formulations. It is
also important that active substances such as retinol [31] and peptides are not sensitive
to such slight fluctuations in the pH of the cosmetic base, which do not affect the active
action of these compounds. It was determined that changes in the pH values of the tested
cosmetic formulations were not noticeable enough to affect the processes in the skin and on
its surface.

3.2.2. Stability Study by Multiple Light Scattering

The stability of cosmetic products sustained over time and under varying storage
temperatures was a basic requirement when testing designed cosmetics enriched with lipid
nanoparticles containing retinol and oligopeptide. When evaluating the stability of the
tested formulations, the focus was on assessing the level of backscattering (ABS) and the
Turbiscan Stability Index, TSI, which expresses the total value of all instabilities in the
sample [31-33]. The use of the multiple light scattering method made it possible to quickly
and accurately detect destabilizing phenomena, which are invisible to the naked eye, in the
non-transparent and undiluted dispersion system [34].

The study successfully used the TSI to characterize the instability of the samples. The
lower the TSI, the more stable the cosmetic formulation [31,35]. The results of the analysis
for two face creams from the AA group (Figure 3a,b) allowed us to conclude that both
cosmetic products—both the cream containing lipid nanoparticles (AAN) and the base
itself (AAB)—were stable after 60 days at reduced temperature (4 °C) and at 25 °C. The
corresponding TSI values did not exceed 2. The TSI value increased only above day 30
for the AAN sample stored at elevated temperature, where an increase in the parameter
value was observed from 1.75 (day 30) to 7.55 (day 60). Meanwhile, in the case of the pure
cosmetic base (AAB), an increase in TSI value was noted as early as 7 days into the test;
the TSI then reached 0.61, before rising to 5.61 after 30 days and to 9.09 after 60 days of the
stability test.
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Figure 3. Changes in the Turbiscan Stability Index of the cosmetic formulations ((a) AAN; (b) AAB;
(c) ACN; (d) ACB) stored under various temperature conditions (4, 25, 45 °C) for 60 days.

In the case of variants of the second tested cosmetic formulation (anti-acne)—ACN
(Figure 3c) and ACB (Figure 3d)—the Turbiscan Stability Index did not exceed the value of
1.5 in samples stored for 60 days at 4 °C and 25 °C. A low and acceptable TSI value was also
shown by the ACB sample stored at 45 °C; after 60 days, the parameter did not exceed the
value of 3. This result testified to the absence of instability-like phenomena [36]. An increase
in TSI value was noted only in the ACN formulation between the 30th and 60th days of
storage at 45 °C, where an increase from 1.0 to 5.7 was achieved. Nevertheless, it should
be remembered that 45 °C is an extreme temperature for cosmetic product samples, and
despite the values obtained for the TSI, no instability, such as creaming or sedimentation,
visible to the naked eye, appeared in the samples.
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For each sample, the results were also obtained in the form of a stability profile, where
the abscissa axis presents the height of the measurement cell, while the ordinate axis shows
the intensity of the backscattering light (ABS) [14,31,32]. The least favorable ABS results
were obtained for samples of cosmetic preparations stored at an elevated temperature of
45 °C. The obtained results undoubtedly corresponded to the TSI results described above.
The profiles of intensity of the backscattering light indicated the instabilities presented
in the upper part of the samples. Examples of ABS plots for ACN (Figure 4) and ACB
(Figure 5) exposed to 45 °C are shown below. In the case of ACN, the decrease in light
intensity at the top of the cell on day 30 may have been the result of changes occurring
on the walls of the vessel, where the glass was soiled with the sample during meniscus
equilibration on day 0. The thin layer of product that remained on the walls of the cell
dried out under the increased temperature and, thus, became apparent on the graphs in
the form of a significant decrease in ABS intensity. A similar situation was observed for the
ACB sample (Figure 5), but the changes in the upper part of the sample were not as intense
and noticeable (a decrease in intensity of about 4%).

ACN temp. 45°C

4 8 12 16 20 24 28 32 36 40

Height of the measurement cell [mm]

Figure 4. Changes in intensity of the backscattering light for ACN stored at 45 °C for 60 days.

ACB temp. 45°C

4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
Height of the measurement cell [mm]

Figure 5. Changes in intensity of the backscattering light for ACB stored at 45 °C for 60 days.

Qi’s research group claims that particle migration can destabilize the entire system [37].
It is noteworthy, however, that for both samples (ACN and ACB) there was a comparable
change in the intensity of backscattered light throughout the sample volume. Significant
differences appeared only on the higher parts of the measurement cell. Based on the ABS
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profiles, one can infer the gradually appearing instability of the ACN and ACB formulations.
Nevertheless, these values are within the acceptable limit of 10%, which is considered the
limit for stable formulations [38].

Based on a comparison of the ABS plot for the AAN stored at 25 °C (Figure 6) and the
ABS profile for AAB stored at 4 °C (Figure 7), the assumed storage temperature conditions
were considered as recommended, and the mentioned cosmetic formulations were deter-
mined to be stable. In both cases, comparable changes in the intensity of backscattered light
were observed throughout the sample volume. No changes related to the migration of sam-
ple particles toward the top or bottom of the measurement cell were noted. The maximum
ABS values in the AAN and AAB samples were —2.2% and —1.0%, respectively. These
results were compatible with TSI results for analogous samples. The data obtained confirm
the stability of the formulations under varying temperature conditions over a period of
60 days. This allowed the tested cosmetic formulations to be approved for further testing.

AAN temp. 25°C

8 12 16 20 24 28 32 36 40

Height of the measurement cell [mm]

Figure 6. Changes in intensity of the backscattering light for AAN stored at 25 °C for 60 days.

AAB temp. 4°C

8 12 16 20 24 28 32 36 40

Height of the measurement cell [mm]

Figure 7. Changes in intensity of the backscattering light for AAB stored at 4 °C for 60 days.
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3.3. Cosmetic Products Enriched with Lipid Nanoparticles—Efficacy Testing (In Vivo Tests)

The final stage in the evaluation of the effectiveness of the designed cosmetic formula-
tions and their effect on skin parameters was an in vivo study conducted using non-invasive
methods to confirm the claimed properties of the tested cosmetic products. Analysis of the
results of the application tests allowed an objective assessment of changes in selected skin
parameters, occurring under the influence of the applied cosmetic preparations.

3.3.1. Skin Hydration and Transepidermal Water Loss Measurement

One of the main functions of the epidermis is to maintain proper levels of skin hy-
dration. Effectively ensuring the barrier properties of the epidermis is important because
proper hydration affects the healthy appearance of the skin and determines the course
of most of the biochemical processes occurring in it [39]. According to Adamski and
Kaszuba [23], a too-low water content in the epidermis (less than 10%) causes cracking,
roughness, and scaling of the skin. Transepidermal water loss is a natural process that
occurs within the structures of the skin. Temperature and humidity can affect the rate at
which water evaporates from deeper parts of the skin through the epidermal layer to the
external environment [40]. According to Gardien, TEWL is the most relevant physiological
parameter of the skin to assess the functionality of the epidermal barrier. It should be
mentioned here that repeated and regular application of a cosmetic product containing
appropriately selected active substances can have a significant impact on the functioning of
the skin barrier [41].

The AAN cream (anti-aging group), containing 10% SLNs incorporated with retinol
and oligopeptide, showed stronger moisturizing properties compared to the anti-aging
base (AAB cream), which did not contain nanoparticles with active substances (Figure 8a).
After 4 weeks (W4) of using the AAN formulation, skin hydration increased compared
to the baseline result (WO0), by 11% in the cheek area and by 9% in the forehead area
(p < 0.05). After another 4 weeks of the study (W8), hydration levels decreased slightly, but
the values were higher compared to week 0, at +9% for the cheek and +7%, considering
the volunteers’ forehead area (p < 0.05). In comparison, in the case of AAB cream, after
4 weeks (W4), there was a 3% decrease in hydration in the cheek area compared to baseline
results and a 4% increase in the forehead area (p < 0.05). Results obtained at week 8 of
the study (W8) indicated only a 3% increase in hydration for both tested application areas
(p < 0.05). Turning to changes in the value of the TEWL parameter (Figure 8b), the 4-week
application (W4) of the AAN cream did not cause statistically significant changes in the
value of this parameter. However, significant changes were observed in the 8th week of
the study (W8), when TEWL levels increased by 7% (cheek) and 3% (forehead) (p < 0.05).
Meanwhile, application of the AAB formulation resulted in a reduction in TEWL values of
7% on the cheek and 2% on the forehead at week 4 of the study (W4), and 8% in the cheek
area at 8 weeks after the start of application tests (W8) (p < 0.05). Changes in TEWL on the
forehead skin area were considered statistically insignificant compared to the baseline.

The increase in epidermal hydration and constant TEWL levels in the first stage of
the study, i.e., after 4 weeks, indicated the moisturizing properties of the AAN cream. The
presence of lipid nanoparticles in the composition of the cosmetic product increased hydra-
tion in the lower layers of the epidermis while maintaining the skin’s barrier function. This
relationship is due to the ability of lipid nanoparticles to regenerate the outer layers of the
skin by building lipid compounds into the intercellular matrix of the stratum corneum [30].
A difference was observed in the level of hydration resulting from the application of AAN
and AAB formulation. The changes noted after 8 weeks, namely, a decrease in hydration
and a slight increase in transepidermal water loss, were due to the presence of retinol in the
AAN cream. Retinol acts as a keratolytic agent: it loosens the bonds between keratinocytes,
causing accelerated desquamation of the epidermis and disruption of epidermal continu-
ity [8]. The inclusion of retinol into the lipid matrix of SLNs influenced its prolonged release
from the cosmetic base, and thus delayed active action on the skin; hence the conclusion
that the decrease in hydration levels observed after a further four weeks of retinol contact
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with the skin, along with a concomitant increase in TEWL values, may have been the result
of the described process. Nevertheless, despite the increase in TEWL values, the skin’s
hydration level remained at an optimal level, and its value was even higher than before the
start of the study.

Skin hydration (AA) (a) TEWL (AA) (b)
S
= 6
Z 4
D
C 9
& 2
'§ 4
6
£ 3
&o -10
g 12
W4 w8 6 wo W4 w8
time [weeks] time [weeks]

e=@=cheeck AAN ==lll=forehead AAN

==g==cheek AAB

=@=cheeck AAN  ==fll=forehead AAN
e forehead AAB === cheek AAB wde= forehead AAB

Figure 8. Changes in skin hydration (a) and transepidermal water loss (b) determined for the
anti-aging (AA) cosmetic formulations during in vivo studies.

Using the second group of cosmetic products tested (anti-acne)—the ACN preparation
with 5% SLNs containing retinol and oligopeptide—we observed an increase in skin
hydration in the first 4 weeks of the study (W4), which amounted to 1% in the cheek area
and 7% on the forehead (with respect to baseline values, W0) (p < 0.05) (Figure %a). In
contrast, after 8 weeks of application of the cream (W8), the values reached +3% for both
tested areas (p < 0.05). In comparison, the results recorded for the ACB cream (base without
SLNs) were a 3% increase in hydration on the cheek and a 6% increase on the forehead in
the 4th week of testing (W4) (p < 0.05). After another 4 weeks of ACB application (W8),
hydration levels returned almost to baseline values, and the changes were considered
statistically insignificant. Considering the TEWL parameters (Figure 9b), for the ACN
cream, a decrease in the values of the parameter on both the cheek and forehead was noted,
by 8% and 6%, respectively (in week 4, W4) (p < 0.05), and a final 2% for both tested areas
in the 8th week of application tests (W8) compared to the baseline parameters collected on
the day of the start of the study (WO0) (p < 0.05). In the case of the ACB formulation, we can
observe a reduction in TEWL values compared to baseline parameters of 12% in the cheek
area (p < 0.05), and in the case of the forehead, statistically insignificant changes were noted
(W4). Continued use of ACB cream exacerbated the decline in TEWL values, eventually
reaching 8% on the cheek at the study’s closing date (W8) (p < 0.05), while changes in the
forehead area remained insignificant.

Results obtained after 4 weeks of application of AC cosmetics showed an increase
in hydration with a decrease in TEWL, which was due to the presence of SLNs and their
previously mentioned occlusive properties. The deterioration in parameters noted at the
end of the study was related, as with the AA group products, to the presence of retinol.
Importantly, the concentration of retinol in ACN was half that of AAN, which had a
significant impact on the keratolytic process and thus on skin hydration levels. Therefore,
fluctuations in hydration caused by the desquamation process were much less noticeable,
and, importantly, skin parameters did not deteriorate in any case.
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Figure 9. Changes in skin hydration (a) and transepidermal water loss (b) determined for the
anti-acne (AC) cosmetic formulations during in vivo studies.
3.3.2. Skin Elasticity Measurement
Determination of biomechanical parameters of the skin, including the overall elasticity
(dimensionless coefficient R2), made it possible to assess the “anti-aging” effectiveness of
AA cosmetic products. In general, the higher the value of the R2 coefficient and the closer it
approaches unity (1), the more elastic and firmer the skin. Turning to the results, the 8-week
application of the AAN cream resulted in an increase in R2 from a value of 0.898 + 0.032
(WO) to 0.915 £ 0.047 (W8) (p < 0.05); thus, an improvement in skin elasticity of about 2%
was noted (Figure 10). In comparison, for the AAB preparation (without SLNs), the initial
results (WO0) averaged 0.904 4 0.024, while the reading on the final day of the study was
0.895 + 0.038 (W8), making this change in skin elasticity statistically insignificant.
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Figure 10. Changes in skin elasticity determined for the anti-aging (AA) cosmetic formulations
during in vivo studies.
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It was concluded that the use of the AAN cosmetic product for 8 weeks improved the
elasticity and firmness of the treated skin. The additive effect of retinol and oligopeptide re-
sulted in improved skin density and elasticity. This could be due to the action of these active
substances on skin structures through beneficial effects on collagen and elastin synthesis [8].

3.3.3. Sebum Level Measurement

Cosmetic products from the AC group, due to the presence of active ingredients
intended for oily and combination skins, were also tested with the Sebumeter®. Due to
the nature of the physiological process of sebum secretion by the sebaceous glands, the
subjects were required to clean their faces a minimum of one hour before the test and not to
apply other emulsion products that could interfere with the reliability of the measurements.
According to the principle of measuring the level of sebum secretion, the closer the result
obtained is to 0, the greater the skin’s seboregulatory activity [28].

During the 8-week use of the ACN and ACB preparation, a significant improvement
in the reduction in sebum production was noted in all areas tested (cheek and forehead
skin) (Figure 11). The decrease in sebum secretion was noticeable already after 4 weeks of
study (W4), especially when the product containing lipid nanoparticles (ACN) was applied
to the forehead area of the volunteers. The amount of sebum secreted was then 18% lower
than at the start of the study (WO0) (p < 0.05). This condition continued throughout the
rest of the study period, as the final result (W8) was a 19% reduction in sebum in this area
(p <0.05). A significant improvement was also observed on the cheek: the use of ACN in
the first 4 weeks (W4) reduced the value of the seboregulation-related parameter by 5%,
and after 8 weeks (W8), by up to 14% (p < 0.05). This parameter was also improved slightly
under the application of ACB cream. However, in this case, the reduction reached 9% and
6% in the cheek and forehead areas, respectively (W8) (p < 0.05).

Sebum level (AC)

!

Changes in values of sebum level [%]
&

WO W4 W8

time [weeks]

=== check ACN e=lll==forchecad ACN e=g==check ACB == forechead ACB

Figure 11. Changes in sebum level determined for the anti-acne (AC) cosmetic formulations during
in vivo studies.

Analysis of the obtained results allowed us to conclude that the formulation of creams
from the AC group was adapted to the care of skin with the need to regulate the sebaceous
glands and thus the amount of sebum secretion. The choice of texture-forming raw materi-
als additionally supported the action of the active substances retinol and peptide and thus
caused an additive effect. After the 8-week study, the decrease in sebum production was
more pronounced for the ACN preparation compared to ACB cream; however, the ACB
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cosmetic also showed a noticeable sebostatic effect. Hence, the conclusion was that even the
cosmetic base itself (ACB) devoid of lipid nanoparticles was properly selected for this type
of skin with a wide range of problems. The difference in the results obtained for ACN and
ACB creams indicated the importance and effectiveness of the active ingredients with which
the designed lipid carriers were incorporated. For volunteers with oily and combination
skin affected by acne lesions, excess sebum, or local inflammation, AC cosmetic products
showed good efficacy. With long-term use, they brought real benefits, reducing both sebum
overproduction and skin inflammation.

3.3.4. Skin Macrorelief Parameters

Analysis of the skin macrorelief using profilometric methods made it possible to
assess the skin surface in terms of the presence, number, and depth of wrinkles. The study
assumed that a decrease in the values of the aforementioned parameters would indicate a
reduction in the number and size of wrinkles, thus confirming the anti-wrinkle effect of the
tested cosmetic products (from the AA group).

The cosmetic product AAN, thanks to the content of retinol and oligopeptide, with
which lipid nanoparticles were incorporated, caused a decrease in the number of wrinkles,
by 29% in the forehead area and 18% in the eye area (p < 0.05), and thus in the percentage
of wrinkles in the tested skin area (W8) (Figure 12). In comparison, the results obtained in
this regard for the AAB preparation were —6% in the case of the forehead and —9% in the
eye area (p < 0.05). The difference in the reduction in the average length and maximum
depth of wrinkles was also significant. Over the course of 8 weeks (W8), the average length
of lines in the tested area, compared to the baseline (W0), was reduced by AAN by 16% on
the skin near the eyes and by 11% on the forehead (p < 0.05), while the AAB cream caused
a reduction in wrinkles of 7% and 8%, respectively (p < 0.05). The anti-aging effectiveness
of the tested cosmetics was also confirmed by the parameter of maximum wrinkle depth.
Under the influence of AAN, its value over 8 weeks was reduced by 8% on the forehead
and by 3% in the eye area (p < 0.05), while for the AAB product, the changes obtained were
not statistically significant.

Skin macrorelief parameters (AA)

Percentage of

Total wrinkle area wrinkle area Mean lenght Max wrinkle depth
II II|I Ill! .-iu

HMeye AAN Meye AAB  Mforehead AAN W forehead AAB

Figure 12. Changes in skin macrorelief parameters determined for the anti-aging (AA) cosmetic
formulations (forehead and eye area) during in vivo studies (8 weeks).
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Taking into account all parameters of the skin macrorelief, a significant improve-
ment in the condition and overall appearance of the skin was undeniably noticeable, and
thus the anti-wrinkle and anti-aging properties of the cosmetic product containing lipid
nanoparticles were confirmed.

4. Conclusions

Retinol and an oligopeptide (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu) were tested to verify their ef-
fectiveness as active ingredients in cosmetic formulations. The introduction of these
compounds in the form of lipid nanoparticles ensured the acquisition of stable semi-solid
formulations characterized by a prolonged effect on the skin over time. It was proven
that despite the keratolytic nature of retinol, the tested cosmetic preparations showed
properties that maintained an adequate level of epidermal hydration. The presence of lipid
nanoparticles positively influenced the barrier function of the skin, thanks to the occlusive
properties of SLN, and reduced the undesirable effects of retinol, appearing during the
use of retinol in its classic form. The anti-aging effect of a cosmetic product from the AA
group was confirmed: the use of AAN cream resulted in a significant improvement in skin
elasticity, improving the overall condition of the skin. These properties were attributed to
the peptide content in the formulation. The anti-aging effect was also noted during the
analysis of the results of the skin macrorelief parameters. The reduction in the number
of wrinkles and the reduction in their length and depth over 8 weeks of application of
the AAN formulation undoubtedly indicated the effective action of the cosmetic prod-
uct. The synergistic effect of oligopeptide and retinol was proven for the anti-acne (AC)
product; a significant seboregulatory function of the active substances contained in this
formulation and their anti-acne effect were observed. The conducted research confirmed
the effectiveness of the tested cosmetic products while adhering to the assumptions of the
current trend of “skin minimalism”. Measurable effects (in vivo study) of the developed
semi-solid preparation enriched with solid lipid nanoparticles were achieved while using
the lowest effective concentrations of active ingredients (retinol and oligopeptide) in the
cosmetic formulation.
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DOKUMENTY ZtOZONE DO KOMISJI BIOETYCZNE)

ZAtACZNIK 1.

Zalacznik 4

FORMULARZ SWIADOMEJ ZGODY
NAUDZIAL W BADANIU APLIKACYJINYM

lat ..

Ja .
(wiek)

o e -

(imie i nazwisko)
wyrazam zgode na ndzial w badanin
zwiazanym z testowaniem produkim kosmetyeznego z retinolem i peptydem o dzialaniu

przeciwstarzeniowym i przeciwtradzikowym.

Oswiadczam, Ze:

= otrzymalam/em pisemna oraz wstng informacje na temat celu powyzszego badania,
czasie irwania oraz sposobie jego przeprowadzenia (w tym moich obowiazkow
jako probanta),

= zostalam/em poinformowana'y o mozliwescel wystapienia niepozadanych odezynow
skérnych podezas testowania preparatow kosmetyeznych,

= jestem swiadoma'y przyslugnjacego mu prawa do odstapienia od udziatu w badanin,
bez podania przyczyny, na kazdym jego etapie,

= zgadzam sig, aby informacje dotyczace stanu skéry, nzyskane w wyniku badania,
zostaly wykorzystane w pracy badawezej,

= uzyskalam/em zapewnienie, Ze moje dane nie zostana wykorzystane do celow innych

niz strefa badaweza.

Niniejszym wyrazam pelna, swiadoma i dobrowolna zgede na udzial w ww. badaniu.

miejscowosc, data czytelny podpis
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ZAtACZNIK 2.

Zatgznik 2

MATERIALY INFORMACYINE DLA PROBANTOW BIORACYCH UDZIAL W BADANIU
APLIKACYIMNYM

CEL BADAMIA:

Celemn przeprowadzomych testdw jest udokumentowanie skutecznosc dzistania i sprawdzenie stanu
skéry po aplikac)i nastepujgoych kosmetykow:

[ Krem do twarzy dia skdry starzejgcej sie.

2 Krem do twarzy z problemami tradzikowymi.
[l Krem pod oczy dia skory starzejgos) sie.

CTAS TRWANIA BADANIA: 2 typodni

SPOS0B PRFEPROWADZEMIA BADANIA:

Przed pierwszg aplikacjy testowanych kosmetykdw przeprowadzona zostanie ocena stanu skdry, 2
wiykorzystaniemn niginwazyjmych metod badania, za pomocg specjalistyczne] aparatuny pomianwe|
firmy Courage&¥hazaka Electronic GmbH (Miemcy) potaczone] z sondami: kormeometram,
sebumetrem, tewametrem, kutometrem craz Visioscanem i Visiclinem. Prebant poproszony zostanie
o wypetnienie kwestionariusza dotyczacego, m.in. jegoe nawykow pielesnacyjmych, problemow
skérmych oraz ogolnego stanu zdrowia.

INSTRUKCIA TESTOWANIA KREMU Z WITAMINA A

1. Krem naledy stosowad tylko na noc. Krem moina stosowad w okresie jesien - wiosna,
Aplikowat krem na twarz na wozesniej oczyszzong twarz, nakiadajgc réwnomiema warstwa
z pominieciem okolicy oczu. W przypadku kremu pod ooy aplikowad na doing i gdrng
powicke 2 zachowaniem odstepu aby krem nie dostat sie do worka spojowkowego.

3. Krem naledy stosowac co wieczor przez & tygodni. W przypadhu zakonczenia testowania
przed wyznaczonym terminem zanotowad date i preyceyne w odpowiednim punkcie ankiety.

4. U osob z wrazlivg skorg po aplikac)i kremu mozlive jest delikatne podrainienie. Jest to
objaw charakterystyczny zwigzany z akbywnym dziataniem preparatu.

5. W przypadku wystapisnia duzego podraznienia lub reakdji alergicznej nalefy zanotowad ten
fakt w odpowiednim punkcie ankiety, a takie niezwtocznie 2glosic sie do osoby prowadzzcej
badania.

6. W przypadku skor wrazliwych lub wystapienia delikammego podrainienia powodujgceso
dyskomfort stosowad krem co drugi wieczdr. Z chwila preyzwycajenia sie skory do aplikadi
Wrocic do systemu codziennego.

7. Nie nalezy stosowad kosmetykow ani innych preparatow o podobmynn dziataniu.

8. W okresie stosowania kremu nie ubywad samoopzlacy oraz unikad ekspozyci stonecne]
takie solarium.

9. W trakdie trwania badan aplikacyjnych, przeprowadzona zostanie ocena kondyci skdry z
uFyciem ww. aparatury w dniu rozpoczecia badania (0) oraz po 4§ 8 tygodniach. Spotkania
odbywac sie beda w terminach dogodmych dia probanta, ustalomych w porozumieniu z osobg
przeprowadzajgcg badania.

10. Po zakonczeniu badan, przeprowadzone zostanie badanie ankistowe (zatgcznik 3), dotyczace
subiektywne] cceny testowanych kosmetykow oraz koncowa ocena stanu skory z
wiykorzystaniem aparatury pomiznomee].

11. Podzas trwania badania probant zobowigzamy jest do:
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a. regularnego stosowania badanych preparatow przez okres 8 tygodni
{zgodnie z zatgczong instrukcls stosowanis kremu);

b. niestoscwania w tym czasie w miejsou aplikadi testowanych kosmetykow (skora twarzy)
inmych preduktow o identycznym lub analogicznym preeznaczeniu;

c. natychmiastowego przerwania stosowania preparatow, w przypadku wystapienia
jakichkohwiek chjawdw podraznienia i zghoszenia ich do osoby przeprowadzajgce]
badania;

d. obserwadi whasdwosc uzytkowych testowanego produktu.
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SPRAWOZDANIA Z TESTOW APLIKACYJNYCH

ZAtACZNIK 3.
Sprawozdanie z badan wtasciwosci aplikacyjno-uzytkowych
KREM AA
Krem z retinolem i peptydem do skéry starzejacej sie

1. CZAS PROWADZENIA BADAN
16 pazdziernika 2023 r. — 15 grudnia 2023 r.

2. PODSTAWA WYKONANIA BADAN
. Badanie aplikacyjne in vivo zostato zatwierdzone przez Komisje Bioetyczng

Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w dniu 12
pazdziernika 2023 r. uchwatg nr 768/23.

. Materiat do badan zostat dostarczony w opakowaniu handlowym.
. Sktad jakosciowy wyrobu przekazany przez zleceniodawce*:
Ingredients (INCI)

Aqua , Tripelargonin, Glycerin, Isopropyl Palmitate, Polyglyceryl -3 Dicitrate/Stearate, Persea
Gratissima Oil, Glyceryl Stearate, Retinol, Pentapeptide-18, Tocopheryl Acetate, Xanthan Gum,
Benzyl Alcohol, Benzoic Acid, Polysorbate 80, Dehydroacetic Acid, Tocopherol,
Phosphatidylcholine, Cetrimonium Bromide, Sodium Cholate, Sodium Hydroxide, Tetrasodium
Glutamate Diacetate, Parfum

* Za zgodnosc z deklarowanym sktadem jakosciowym i ilosciowym oraz za czysto$¢ mikrobiologiczng probek
przestanych do badan odpowiada zleceniodawca — Dottore Polska sp z 0.0.

3. METODY BADAN

Wszystkie badania kremu AAzretinolem i peptydem do skdry starzejacej sie prowadzone przez
kosmetologa odbywaty sie pod nadzorem lekarza medycyny estetycznej.

Badania wykonano zgodnie zart. 11, ust. 1, p. 6 Ustawy z dnia 30 marca 2001 r. o kosmetykach
(Dz.U. 2001 nr42, poz. 473): potwierdzenie deklarowanych przez Producenta rodzajow dziatan
obejmujgce badanie wtasciwosci uzytkowych zgtoszonego preparatu.

4. DOBOR OCHOTNIKOW
Dobor aplikantow zostat przeprowadzony przez kosmetologa na podstawie:
. Deklaracji helsinskiej z 1964 r. (z pézniejszymi uzupetnieniami),
. aktualnie obowigzujgcych przepiséw polskich i UE,
. wytycznych COLIPA z zastosowaniem kryteriow wtgczen i wytaczen,
. analizy stanu skéry badanych oséb.
5. DZIAtANIE PREPARATU DEKLAROWANE PRZEZ PRODUCENTA

Krem AA to produkt kosmetyczny zawierajacy 10% wag. dyspersji statych nanoczastek
lipidowych inkorporowanych retinolem i pentapeptydem-18. Krem stuzy do pielegnacji cery
starzejacej sie. Zaleca sig, by krem stosowac na noc. Regularne uzywanie kremu sprawia, ze

1
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skora jest mtodsza i pozbawiona niedoskonatosci, zmarszczki s3 wygtadzone, a koloryt ulega
ujednoliceniu i wyréwnaniu.

WSKAZANIA DO STOSOWANIA KREMU:

e walka z oznakami starzenia sie skory (takimi jak zmarszczki, utrata gestosci i jedrnosci
skory, skdra zniszczona storicem),

e zaburzenia poziomu nawilzenia skory,
e skdra ttusta i mieszana z niedoskonatosciami.
REZULTAT STOSOWANIA KREMU:
e ujednolicony koloryt skdry,
e zmarszczki wygtadzone i sptycone,
e skora mtodsza w wygladzie i pozbawiona niedoskonatosci.
6. BADANIA APLIKACYINE

Badania przeprowadzono w warunkach kontrolowanych, pod nadzorem kosmetologa.
Stosowanie kremu AA odbywato sie w warunkach domowych przez 8 tygodni. Badane osoby
uzywaty produktu w ramach pielegnacji domowej na noc.

Preparat stosowato 20 oséb w wieku od 26 lat, zgodnie z procedurg dostarczong przez
producenta (zob. p. 6.1.). Grupe badawczg stanowity: 3 kobiety w wieku 26-35 lat, 7 kobiet w
wieku 36-45 lat, 5 kobiet w wieku 46-55 lat oraz 5 kobiet w wieku 55 lat i wiecej.

Wszystkich ochotnikéw poinformowano, ze w czasie uzywania kremu nie nalezy stosowac
zadnych innych produktéw kosmetycznych o podobnym przeznaczeniu.

Skéra aplikantéw byta oceniana przed wykonywaniem badan, natomiast odczucia subiektywne
sprawdzano w trakcie stosowania produktu oraz po okresie jego stosowania. Ponadto ocenie
podlegaty takze wtasciwosci aplikacyjne produktu.

6.1. SPOSOB PROWADZENIA BADAN

Ochotnicy zadeklarowali stosowanie produktu zgodnie z nastepujgca instrukcja:

»,Natdz niewielka ilos¢ kremu AA na oczyszczong twarz—réwnomierng warstwa, zpominiedem
okolicy oczu. Wklepuj kosmetyk opuszkami palcoéw, az do catkowitego wchtonigcia. Uzywaj
codziennie na noc. Stosuj przez 8 tygodni.”
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6.2.

WYNIKI BADAN
Wykres 1.

TYP SKORY APLIKANTOW.

= normalna

* mieszana

= mieszana / naczyniowa
= mieszana / tlusta

= sucha

« sucha / naczyniowa

= tfusta

® naczyniowa

6.2.1. OCENA SUBIEKTYWNA W WYKONANIU OSOB BIORACYCH UDZIAt W BADANIU

Ocene formutowano:

.1
"2
"3
"4
"5

Wykres 2.
KONSYSTENCJIA

1 2 3
0% ‘0% 0%

25%

75%

=]
L
=3
w4
=5

w skali od 1 do 5, gdzie 1 oznacza niezadowalajgcy, a 5 — bardzo dobry;
w skali od 0 do 5, gdzie 0 oznacza brak, 1 —sfabe, a 5 - silne;
poprzez odpowiedz tak / nie / trudno powiedziec¢ / nie dotyczy.

Wykres 3.
ZAPACH

80%

155



Wykres 4. Wykres 5.

WCHEANIANIE WYDAJINOSC
1ll@]s Lif2] 3|
0% \| 0%/ 5% 0% 0% 0%/ o
ul =l
=2 =2
=3 =3
w4 =4
=5 =5
5
100%
Wykres 6. Wykres 7.
UCZUCIE PIECZENIA PO APLIKACII KREMU. PODRAZNIENIE, TKLIWOSC SKORY W PIERWSZE)
DOBIE PO ROZPOCZECIU APLIKACII KREMU.
3 alls 4
0% 0% 3 5
10% 2| |s%| LO%) ox
5%
=0 2 =0
10%
ul =]
1
2 %2 20%
=3 =3
1 o
ot 20% 60% e 0
=5 a5 70%
Wykres 8.

PODRAZNIENIE PO 4 TYGODNIACH STOSOWANIA KREMU.

)
=1
=2
=3
"4

=5 0
75%
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Wykres 9.

PODRAZNIENIE, TKLIWOSC SKORY W CZASIE STOSOWANIA KREMU (badane po 24 godzinach, po 4 tygodniach

i po 8 tygodniach).

18
16

8
6
4
2
; III

pieczenie 24h
Wykres 10.
Czy skora po aplikacji kremu jest wygtadzona?
TRUDNO
POWIEDZIEC
20%

NIE
0%

TAK
80%

=*TAK ®=NIE = TRUDNO POWIEDZIEC

Wykres 12.

Czy skora jest bardziej migkka i mita w dotyku?

TRUDNO POWIEDZIEC
10%

NIE
5%

TAK
85%

“TAK =NIE = TRUDNO POWIEDZIEC

4tyg. 81tyg.
Wykres 11.
Czy koloryt skory jest wyréwnany?
TRUDNO
POWIEDZIEC
25%
TAK
NIE 60%
15%

= TAK ®NIE = TRUDNO POWIEDZIEC

Wykres 13.

Czy zmniejszyta sie czgstotliwos$¢ powstawania
niedoskonatosci skéry (wypryskéw, zaskérnikéw)?

NIE DOTYCZY
35%
TAK
25%
TRUDNO
POWIEDZIEC NIE
20% 0%

= TAK = NIE = TRUDNO POWIEDZIEC * NIEDOTYCZY
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Wykres 14.
Czy wyregulowata sie praca gruczotéw tojowych
skory (czy zmniejszyto sig¢ wydzielanie sebum)?

TAK
35%
NIE
DOTYCZY
45%

NIE
0%

TRUDNO
POWIEDZIEC
20%

# TAK ®NIE = TRUDNO POWIEDZIEC = NIEDOTYCZY

Wykres 16.
Czy po aplikacji uczucie nawilzenia
jest odpowiednie?
TRUDNO

POWIEDZIEC
5%

NIE
25%

TAK
70%

*TAK ®=NIE = TRUDNO POWIEDZIEC

Wykres 18.
Czy wystepowato tuszczenie sig¢ naskérka po
aplikacji kremu?

TAK
5%

" TAK = NIE

Wykres 15.
Czy zauwaza Pani/Pan ogélna poprawe kondycji
skory?

TRUDNO POWIEDZIEC
10%

NIE
10%

TAK

= TAK ®NIE = TRUDNO POWIEDZIEC

Wykres 17.

Czy pojawia sie uczucie dyskomfortu (tzn.
swedzenie, pieczenie, podraznienie)?

TAK

15%

NIE
85%

= TAK = NIE
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6.2.2. OCENA DEKLARACIJI ZGODNOSCI

Wykres 19. Wykres 20.
Czy kuracja kremem AA sprostata Pani/Pana Czy polecitaby Pani / polecitby Pan ten produkt
oczekiwaniom? bliskiej osobie?
NIE NIE
10%

TAK

I 90%

85%

= TAK = NIE = TAK = NIE
7. WNIOSKI
. Na podstawie odpowiedzi ochotnikéw biorgcych udziat w badaniu, ktérzy dostarczyli

istotnych informacji dotyczacych dziatania preparatu, stwierdzono, ze krem AA byt
dobrze tolerowany przez wszystkie badane osoby. Nie zaszta potrzeba przerwania
testow produktu ani ich wczesniejszego zakoriczenia.

. Zadna z badanych oséb nie zgtaszata jakichkolwiek dolegliwoéci podmiotowych innych
niz charakterystyczne dla dziatania kremu, mogacych swiadczy¢ o ujemnym wptywie
produktu na skére.

. W badaniu kremu wzieto udziat 20 oséb o réznych typach skory (wykres 1): 1 osoba ze
skérg normalng, 2 osoby ze skérg mieszang, 1 osoba ze skdrg mieszang/naczyniowa, 2
osoby ze skorg mieszang/ttusta, 6 oséb ze skérg suchg, 5 oséb ze skérg
suchg/naczyniowg i 3 osoby ze skdrg naczyniowa.

. Konsystencja kremu odpowiadata wszystkim badanym osobom: 75% badanych
okreslito konsystencje produktu jako bardzo dobra, a 25% zadeklarowato, ze jest dobra
(wykres 2).

. Zapach odpowiadat zdecydowanej wiekszosci badanych oséb: 80% badanych okreslito
go jako bardzo dobry. Tylko 10% badanych okreslito zapach jako staby (wykres 3).

. Wochtanianie produktu to cecha, ktéra odpowiadata zdecydowanejwiekszosci badanych
0s6b: 75% okreslito wchtanianie jako bardzo dobre, 20% — jako dobre, a tylko 5% — jako
srednie (wykres 4).

. Wszystkie badane osoby okreslity produkt jako wydajny (wykres 5).

. Pieczenie skory bezposrednio po aplikacji kremu odczuwata niewielka cze$¢ osob
biorgcych udziat w badaniu: tylko 10% oséb okreslito je jako sSrednie, a 20% — jako stabe
(wykres 6).

. Podraznienie i tkliwos¢ skéry w pierwszej dobie po rozpoczeciu aplikacji kremu

odczuwato zaledwie 30% badanych oséb. 20% osdéb okreslito podraznienie jako stabe,
5% — jako niewielkie oraz 5% — jako srednie (wykres 7).

159



Podraznienie po 4 tygodniach stosowania kremu odczuwato zaledwie 25% badanych
0s6b. 15% osdb okreslito podraznienie jako stabe, 5% — jako niewielkie oraz 5% — jako
srednie (wykres 8).

Zauwazalne wygtadzenie skory po aplikacji kremu zadeklarowato 80% badanych oséb.
Pozostatych 20% aplikantéw stwierdzito, ze trudno powiedzie¢ (wykres 10).
Wyrdéwnanie kolorytu skéry po kuracji kremem AA zauwazyto 60% osdb biorgcych
udziat w badaniu. 25% badanych stwierdzito, ze trudno powiedzie¢, a 15% 0s6b nie
zauwazyto widocznego wyréwnania kolorytu skory (wykres 11).

Wiegkszos¢ osob biorgcych udziat w badaniu zadeklarowata, ze po kuracji skora jest
miekka i mita w dotyku. Pozytywny efekt zauwazyto az 85% aplikantow. Zaledwie 5%
badanych nie potwierdzito zmiany w strukturze skéry, a 10% badanych stwierdzito, ze
trudno powiedzie¢ (wykres 12).

Osoby, u ktoérych wystepowat problem powstawania niedoskonatosci (wypryskow,
zaskdrnikow), zadeklarowaty, ze po kuracji kremem AA zauwazyty znaczacy poprawe
(45% badanych), lub stwierdzity, ze trudno powiedzie¢ (20% osdb). Problem dotyczyt
65% 0s0b, a 35% badanych zadeklarowato, ze problem powstawania niedoskonatosc
ich nie dotyczy (wykres 13).

35% o0so6b biorgcych udziat w badaniu zauwazyto mniejsze wydzielanie sebum na
twarzy. 20% badanych stwierdzito, ze trudno im powiedzie¢, czy wydzielanie sebum sie
zmniejszyto. 45% aplikantow zadeklarowato, ze problem nadmiernej produkcji sebum
ich nie dotyczy (wykres 14).

Ogdlng poprawe kondycji skory zadeklarowato 80% badanych oséb. 10% aplikantéw nie
zauwazyto poprawy, a 10% zadeklarowato, ze trudno powiedzie¢, czy zmiana nastgpita
(wykres 15).

Odczuwalng poprawe poziomu nawilzenia zadeklarowato az 70% badanych oséb. Tylko
25% aplikantow nie potwierdzito tej deklaracji marketingowej, a 5% zadeklarowato, ze
trudno powiedzie¢ (wykres 16).

Uczucie dyskomfortu na skdrze, tj. swedzenie, pieczenie, podraznienie, wystapito u 15%
badanych oséb (wykres 17).

tuszczenie sie naskorka po kuracji wystapito tylko u 5% badanych oséb (wykres 18).
Walory aplikacyjne badanego produktu oraz zgodnos¢ efektéw kuracji z oczekiwaniami
potwierdzito 85% badanych oséb (wykres 19).

90% badanych osdb polecitoby ten produkt bliskiej osobie (wykres 20).

OPINIA UZYTKOWA

Na podstawie przedstawionych wynikow badan stwierdzono, ze krem AA spetnia walory
uzytkowe zatozone przez producenta.

Podpis osoby wykonujacej badania:

-

| Ronovrgln-
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ZAtACZNIK 4.

Sprawozdanie z badan wtasciwosci aplikacyjno-uzytkowych
KREM AC

Krem z retinolem i peptydem do skory z tragdzikiem i niedoskonatosciami

CZAS PROWADZENIA BADAN

16 pazdziernika 2023 r. — 15 grudnia 2023 r.

PODSTAWA WYKONANIA BADAN

Badanie aplikacyjne in vivo zostato zatwierdzone przez Komisje Bioetyczng
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w dniu 12
pazdziernika 2023 r. uchwatg nr 768/23.

Materiat do badan zostat dostarczony w opakowaniu handlowym.

Sktad jakosciowy wyrobu przekazany przez zleceniodawce*:

Ingredients (INCI)

Aqua, Citrullus Lanatus Seed Oil, Propanediol, Citrus Limon Fruit Extract, Isopropyl Palmitate,
Glyceryl Stearate Citrate, Cetearyl Alcohol, Pentylene Glycol, Glyceryl Stearate, Squalane,
Cannabis Sativa Seed Oil, Glycerin, Sodium PCA, Succinoglycan, Pentapeptide-18, Retinol,
Phosphatidylcholine, Cetrimonium Bromide, Sodium Cholate, Polysorbate 80, Cannabidiol,
Bioflavonoids, Raspberry Ketone, Tocopherol, Helianthus Annuus Seed Oil, Potassium Sorbate,
Tetrasodium Glutamate Diacetate, Sodium Hydroxide, Trisodium NTA, Parfum

* Za zgodnos$c z deklarowanym sktadem jako$ciowym i ilosciowym oraz za czysto$¢ mikrobiologiczng probek
przestanych do badan odpowiada zleceniodawca— Dottore Polska sp z o.0.

METODY BADAN:

Wszystkie badania kremu AC z retinolem i peptydem do skéry z niedoskonato$ciami
prowadzone przez kosmetologa odbywaty sie pod nadzorem lekarza medycyny estetycznej.

Badania wykonano zgodnie zart. 11, ust. 1, p. 6 Ustawy z dnia 30 marca 2001 r. o kosmetykach
(Dz.U. 2001 nr42, poz. 473): potwierdzenie deklarowanych przez Producenta rodzajéw dziatan
obejmujgce badanie wtasciwosci uzytkowych zgtoszonego preparatu.

DOBOR OCHOTNIKOW

Dobér aplikantéw zostat przeprowadzony przez kosmetologa na podstawie:

Deklaracji helsinskiej z 1964 r. (z pézniejszymi uzupetnieniami),
aktualnie obowigzujgcych przepiséw polskich i UE,
wytycznych COLIPA z zastosowaniem kryteriow wigczen i wytgczen,

analizy stanu skéry badanych oséb.
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5. DZIALANIE PREPARATU DEKLAROWANE PRZEZ PRODUCENTA

Krem AC to produkt kosmetyczny zawierajacy 5% wag. dyspersji statych czastek lipidowych
inkorporowanych retinolem i pentapeptydem-18. Krem stuzy do pielegnacji cery z
niedoskonato$ciami. Zaleca sie, by krem stosowaéna noc. Regularne uzywanie kremu sprawia,
ze skora jest mtodsza i pozbawiona niedoskonatosci (wypryskéw i zaskdérnikéw), praca
gruczotow tojowych zostaje wyregulowana, a koloryt ulega ujednoliceniu i wyréwnaniu.

WSKAZANIA DO STOSOWANIA KREMU:
e skora z niedoskonato$ciami (zaskérnikami, wypryskami, zmianami tradzikowymi),
e zaburzona praca gruczotéw tojowych,
e oznaki starzenia sie skory,
e nieréwnomierny koloryt skory.
REZULTAT STOSOWANIA KREMU:
e wyregulowana praca gruczotéw tojowych,
e skora mtodsza w wygladzie i pozbawiona niedoskonatosci,
e ujednolicony koloryt skory.
6. BADANIA APLIKACYJNE

Badania przeprowadzono w warunkach kontrolowanych, pod nadzorem kosmetologa.
Stosowanie kremu AC odbywato sie w warunkach domowych przez 8 tygodni. Badane osoby
uzywaty produktu w ramach pielegnacji domowej na noc.

Preparat stosowato 20 oséb w réznych kategoriach wiekowych, zgodnie z procedurg
dostarczong przez producenta (zob. p. 6.1.). Grupe badawczg stanowity: 4 kobiety w wieku do
25 lat, 5 kobiet w wieku 26-35 lat, 6 kobiety w wieku 3645 lat, 4 kobiety w wieku 46-55 lat
oraz 1 kobieta w wieku 55 lat lub wiecej.

Wszystkich ochotnikéw poinformowano, ze w czasie uzywania kremu nie nalezy stosowac
zadnych innych produktéw kosmetycznych o podobnym przeznaczeniu.

Skdra aplikantéw byta oceniana przed wykonywaniem badan, natomiast odczucia subiektywne
sprawdzano w trakcie stosowania produktu oraz po okresie jego stosowania. Ponadto ocenie
podlegaty takze wtasciwosci aplikacyjne produktu.

6.1. SPOSOB PROWADZENIA BADAN
Ochotnicy zadeklarowali stosowanie produktu zgodnie z nastepujgca instrukcja:

,Natoéz niewielka ilos¢ kremu AC na oczyszczong twarz —réwnomierng warstwa, z pominieciem
okolicy oczu. Wklepuj kosmetyk opuszkami palcéw, az do catkowitego wchtonigcia. Uzywaj
codziennie na noc. Stosuj przez 8 tygodni.”
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6.2.  WYNIKI BADAN
Wykres 1.
TYP SKORY OCHOTNIKOW

= mieszana

« mieszana / tragdzikowa
= mieszana / wrazliwa

= mieszana / tlusta

= sucha / wrazliwa

» wrazliwa / tradzikowa
= tragdzikowa

= tiusta / tradzikowa

6.2.1. OCENA SUBIEKTYWNA W WYKONANIU OSOB BIORACYCH UDZIAt W BADANIU

Ocene formutowano:

e wskaliod 1do5, gdzie 1 oznacza niezadowalajqcy, a5 — bardzo dobry;

e wskaliod 0 do 5, gdzie 0 oznacza brak, 1 —stabe, a 5 silne;
e poprzez odpowied? tak / nie / trudno powiedzie¢ / nie dotyczy.

Wykres 2.
KONSYSTENCIA

.1
"2
"3
=4
=5

.l
"2
"3
"4
=5

Wykres 3.
ZAPACH

0%

2 3
0% | | 0%
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Wykres 4. Wykres 5.
WCHEANIANIE WYDAINOSC

=l
=2
=3
w4
=5

Wykres 6. Wykres 7.
UCZUCIE PIECZENIA PO APLIKACJI KREMU. PODRAZNIENIE, TKLIWOSC SKORY W PIERWSZE)
DOBIE PO ROZPOCZECIU APLIKACII KREMU.

LN0] 0

=]l =l

"2 "2

=3 =3
"4 "4

=5 =5

Wykres 8.
PODRAZNIENIE PO 4 TYGODNIACH STOSOWANIA
KREMU.

)
.1
.2
"3
=4
"5
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Wykres 9.

PODRAZNIENIE, TKLIWOSC SKORY W CZASIE STOSOWANIA KREMU (badane po 24 godzinach, po 4 tygodniach

i po 8 tygodniach).

18

| . |
pieczenie 24h

Wykres 10.
Czy skéra po aplikacji kremu jest wygtadzona?
TRUDNO
POWIEDZIEC

17%

NIE
= \

TAK
78%

=TAK =NIE =TRUDNO POWIEDZIEC

Wykres 12.
Czy skora jest bardziej migkka i mita w dotyku?

TRUDNO
POWIEDZIEC
17%

NIE
0%

83%

*TAK ®=NIE = TRUDNO POWIEDZIEC

u0
ul
u2
u3
w4
=5
- il
4 tyg. 8 tyg.
Wykres 11.
Czy koloryt skéry jest wyréwnany?
TRUDNO
POWIEDZIEC
44%
TAK
56%

NIE
0%

=TAK = NIE = TRUDNO POWIEDZIEC

Wykres 13.
Czy zmniejszyta sie czgstotliwos$¢ powstawania
niedoskonatos$ci skory (wypryskéw, zaskérnikéw)?

NIE DOTYCZY
11%
TRUDNO
POWIEDZIEC
17%

TAK

NIE 61%

11%

= TAK = NIE * TRUDNO POWIEDZIEC * NIEDOTYCZY
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Wykres 14.
Czy wyregulowata sie praca gruczotéw tojowych
skory (czy zmniejszyto sig¢ wydzielanie sebum)?

NIE DOTYCZY

TRUDNO
POWIEDZIEC
22%

NIE
0%

TAK
72%

» TAK ®NIE = TRUDNO POWIEDZIEC = NIEDOTYCZY

Wykres 16.
Czy po aplikacji uczucie nawilzenia jest
odpowiednie?

TRUDNO POWIEDZIEC
0%

NIE
78%

*TAK ®NIE = TRUDNO POWIEDZIEC

Wykres 18.
Czy wystepowato tuszczenie sie naskérka po
aplikacji kremu?

TAK
11%

" TAK = NIE

Wykres 15.
Czy zauwaza Pani/Pan ogélna poprawe kondycji
skéry?
TRUDNO
POWIEDZIEC
5%

NIE
17%

TAK
78%

= TAK ®NIE = TRUDNO POWIEDZIEC

Wykres 17.
Czy pojawia sie uczucie dyskomfortu (tzn.
swedzenie, pieczenie, podraznienie)?

TRUDNO
POWIEDZIEC TAK
11% 0%

NIE
89%

= TAK ®NIE = TRUDNO POWIEDZIEC
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6.2.2. OCENA DEKLARACIJI ZGODNOSCI

Wykres 19. Wykres 20.
Czy kuracja kremem AC sprostata Pani/Pana Czy polecitaby Pani / polecitby Pan ten produkt
oczekiwaniom? bliskiej osobie?
NIE NIE
6% 6%

94%
» TAK = NIE = TAK = NIE
7 WNIOSKI
. Na podstawie odpowiedzi ochotnikéw, ktérzy dostarczyli istotnych informacji

dotyczacych dziatania preparatu, stwierdzono, ze krem AC byt dobrze tolerowany przez
wszystkie badane osoby. Nie zaszta potrzeba przerwania testéow produktu ani ich
wczesniejszego zakoriczenia.

. Zadna z badanych oséb nie zgtaszata jakichkolwiek dolegliwo$ci podmiotowych innych
niz charakterystyczne dla dziatania kremu, mogacych $wiadczyé o ujemnym wptywie
produktu na skére.

. W badaniu kremu wzigto udziat 20 oséb o réznych typach skéry (wykres 1): 1 osoba ze
skorg ttustg/tradzikowa, 7 osob ze skérg mieszang, 1 osoba ze skdrg
mieszang/wrazliwg, 3 osoby ze skoérg mieszang/ttusta, 5 osoby ze skdrg
mieszang/tradzikowa, 1 osoba ze skorg suchg/wrazliwg, 1 osoba ze skdrg
wrazliwa/tradzikowa i 1 osoba ze skérg tradzikowa.

. Konsystencja kremu odpowiadata wszystkim badanym osobom: 89% badanych
okreslito konsystencje produktu jako bardzo dobrg, a 11% zadeklarowato, ze jest dobra
(wykres 2).

. Zapach odpowiadat zdecydowanej wigkszosci badanych oséb: 94% badanych okreslito

go jako bardzo dobry. Tylko 6% badanych okreslito zapach jako dobry (wykres 3).

. Wchtanianie produktu odpowiadato zdecydowanej wiekszosci badanych oséb: 78%
okreslito je jako bardzo dobre, a 22% — jako dobre (wykres 4).

. Prawie wszystkie badane osoby (83%) okreslity produkt jako wydajny (wykres 5).

. Pieczenie skéry bezposrednio po aplikacji kremu odczuwata niewielka czes¢ osdb
bioracych udziat w badaniu: tylko 6% oséb okreslito je jako stabe (wykres 6).

. Podraznienie i tkliwos¢ skéry w pierwszej dobie po rozpoczeciu aplikacji kremu
odczuwato zaledwie 17% badanych oséb. 11% okreslito podraznienie jako stabe, a 6%
— jako Srednie (wykres 7).
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Podraznienie po 4 tygodniach stosowania kremu odczuwato zaledwie 11% badanych
0s6b. 5% oséb okreslito podraznienie jako stabe, a 6% — jako niewielkie (wykres 8).

Zauwazalne wygtadzenie skory po aplikacji kremu zadeklarowato 78% badanych osdb.
Pozostatych 17% aplikantéw okresdlito, ze trudno powiedzie¢, a 5% nie zauwazyto
wygtadzenia (wykres 10).

Wyroéwnanie kolorytu skéry po kuracji kremem AC zauwazyto 56% oséb biorgcych
udziat w badaniu. 44% badanych stwierdzito, ze trudno powiedzie¢, czy koloryt ulegt
wyréwnaniu (wykres 11).

Wiekszos¢ oséb biorgcych udziat w badaniu zadeklarowata, ze po kuracji skora jest
miekka i mita w dotyku. Pozytywny efekt zauwazyto az 83% aplikantéw. Zaledwie 17%
badanych stwierdzito, ze trudno powiedzie¢ (wykres 12).

Wiekszos¢ oséb, u ktérych wystepowat problem powstawania niedoskonatosci
(wypryskow, zaskérnikéw), zadeklarowata, ze po kuracji kremem AC zauwazyla
znaczacy poprawe (61% badanych). 17% osob stwierdzito, ze trudno powiedzie¢, czy
niedoskonatosci jest mniej. Zaledwie 11% aplikantéw nie zauwazyto poprawy. 11%
badanych zadeklarowato, ze problem powstawania niedoskonatosci ich nie dotyczy
(wykres 13).

72% o0s6b bioracych udziat w badaniu zauwazyto mniejsze wydzielanie sebum na
twarzy, a 22% stwierdzito, ze trudno powiedzie¢, czy wydzielanie sebum jest
zmniejszone. 6% 0s6b zadeklarowato, ze problem nadmiernej produkcji sebum ich nie
dotyczy (wykres 14).

0go6lng poprawe kondycji skdry zadeklarowato 78% badanych oséb. 17% aplikantéw nie
zauwazyto poprawy, a 5% zadeklarowato, ze trudno powiedziec, czy kondycja skory jest
lepsza (wykres 15).

Odczuwalng poprawe poziomu nawilzenia zadeklarowato az 78% badanych oséb. Tylko
22% aplikantéw nie potwierdzito tej deklaracji marketingowej (wykres 16).

Uczucie dyskomfortu na skdrze, tj. swedzenie, pieczenie, podraznienie, nie wystgpito u
89% badanych oséb. 11% aplikantéw zadeklarowato, ze trudno powiedzie¢ (wykres 17).

tuszczenie sie naskorka po kuracji wystgpito tylko u 11% badanych oséb (wykres 18).

Walory aplikacyjne badanego produktu oraz zgodnosc efektéw kuracji z oczekiwaniami
potwierdzito 94% badanych oséb (wykres 19).

94% badanych oséb polecitoby ten produkt bliskiej osobie (wykres 20).

OPINIA UZYTKOWA

Na podstawie przedstawionych wynikéw badan stwierdzono, ze krem AC spetnia walory
uzytkowe zatozone przez producenta.

Podpis osoby wykonujacej badania:

e

“ \’L( [L"’(/( i
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ZAtACZNIK 5.

Sprawozdanie z badan wtasciwosci aplikacyjno-uzytkowych
KREM EYE

Krem z retinolem i peptydem do pielegnacji starzejacej sie skéry wokét oczu

1. CZAS PROWADZENIA BADAN
16 pazdziernika 2023 r. — 15 grudnia 2023 r.

2, PODSTAWA WYKONANIA BADAN

. Badanie aplikacyjne in vivo zostato zatwierdzone przez Komisje Bioetyczng
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w dniu 12
pazdziernika 2023 r. uchwatg nr 768/23.

. Materiat do badan zostat dostarczony w opakowaniu handlowym.
. Sktad jakosciowy wyrobu przekazany przez zleceniodawce*:

Ingredients (INCI)

Aqua, Butylene Glycol, Coco-Caprylate/Caprate, Pentylene Glycol, Propanediol, Cetyl Alcohol,
Glyceryl Stearate, Simmondsia Chinensis Seed Oil, Triisostearin, Glyceryl Stearate Citrate,
Butyrospermum Parkii Butter, Theobroma Cacao Seed Butter, Glycerin, Cetyl Ricinoleate,
Persea Gratissima Oil, retinol, Sodium Hyaluronate, Acetyl Tetrapeptide-5, Palmitoyl
Tripeptide-5, Palmitoyl Dipeptide-5 Diaminobutyroyl Hydroxythreonine, Tetradecy!
Aminobutyroylvalylaminobutyric Urea Trifluoroacetate, Pentapeptide-18,
Phosphatidylcholine, Cetrimonium Bromide, sodium cholate, Potassium Cocoyl Hydrolyzed Rice
Protein, Sodium Cocoyl Amino Acids, Caprylic/Capric Triglyceride, Tocopheryl Acetate,
Tocopherol, Helianthus Annuus Seed Oil, Raspberry Ketone, Stearyl Alcohol, Polysorbate 80,
Xanthan Gum, Magnesium Chloride, Tetrasodium Glutamate Diacetate, Sodium Hydroxide,
Trisodium NTA, and Parfum.

* Za zgodnosc z deklarowanym skfadem jakosciowym i ilosciowym oraz za czystos¢ mikrobiologiczng probek
przestanych do badan odpowiada zleceniodawca — Dottore Polska sp z 0.0.

3. METODY BADAN

Wszystkie badania kremu EYE z retinolem i peptydem do starzejacej sie skory w okolicy oczu
prowadzone byty przez kosmetologa pod nadzorem lekarza medycyny estetycznej.

Badania wykonano zgodnie zart. 11, ust. 1, p. 6 Ustawy z dnia 30 marca 2001 r. o kosmetykach
(Dz.U. 2001 nr42, poz. 473): potwierdzenie deklarowanych przez Producenta rodzajow dziatan
obejmujgce badanie wtasciwosci uzytkowych zgtoszonego preparatu.

4. DOBOR OCHOTNIKOW
Dobor aplikantéw ochotnikéw zostat przeprowadzony przez kosmetologa na podstawie:
. Deklaracji helsinskiej z 1964 r. (z pdzniejszymi uzupetnieniami),

. aktualnie obowigzujgcych przepiséw polskich i UE,
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. wytycznych COLIPA z zastosowaniem kryteriow wtgczen i wytgczen,
. analizy stanu skéry badanych oséb.
5. DZIALANIE PREPARATU DEKLAROWANE PRZEZ PRODUCENTA

Krem EYE to produkt kosmetyczny zawierajgcy 1% wag. dyspersji statych czgstek lipidowych
inkorporowanych retinolem i pentapeptydem-18. Krem stuzy do pielegnacji starzejgcej sie cery
w okolicy oczu. Zaleca sie, by krem stosowac na noc. Regularne uzywanie kremu sprawia, ze
skéra jest mtodsza i pozbawiona zmarszczek mimicznych, a koloryt ulega ujednoliceniu i
wyréwnaniu.

WSKAZANIA DO STOSOWANIA KREMU:
e walka zoznakamistarzenia sig skory (takimi jak kurze tapki, cienie i obrzeki pod oczami),
e sucha i odwodniona skéra wokét oczu,
e brak jedrnosci i elastycznosci cienkiej skory pod oczami.
REZULTAT STOSOWANIA KREMU:
e redukcja cieni i obrzekdw pod oczami,
e zmarszczki wygtadzone i sptycone,
e skora nawilzona,
e skora miodsza w wygladzie.
6. BADANIA APLIKACYJNE

Badania przeprowadzono w warunkach kontrolowanych, pod nadzorem kosmetologa.
Stosowanie kremu EYE odbywato sie w warunkach domowych przez 8 tygodni. Badane osoby
uzywaty produktu w ramach pielegnacji domowej na noc.

Preparat stosowato 20 oséb w wieku od 26 lat, zgodnie z procedurg dostarczong przez
producenta (zob. p. 6.1.). Grupe badawczg stanowity: 3 kobiety w wieku 26-35 lat, 9 kobiet w
wieku 3645 lat, 5 kobiet w wieku 46-55 lat oraz 3 kobiety w wieku 55 lat i wiecej.

Wszystkich ochotnikéw poinformowano, ze w czasie uzywania kremu nie nalezy stosowac
zadnych innych produktéw kosmetycznych o podobnym przeznaczeniu.

Skéra aplikantéow byta oceniana przed wykonywaniem badan, natomiast odczucia subiektywne
sprawdzano w trakcie stosowania produktu oraz po okresie jego stosowania. Ponadto ocenie
podlegaty takze wtasciwosci aplikacyjne produktu.

6.1. SPOSOB PROWADZENIA BADAN

Ochotnicy zadeklarowali stosowanie produktu zgodnie z nastepujgca instrukcja:

»,Natoz niewielka ilo$¢ kremu EYE na delikatng skére wokét oczu. Wklepuj kosmetyk opuszkami
palcow, az do catkowitego wchtoniecia. Uzywaj codziennie na noc. Stosuj przez 8 tygodni.”
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6.2.  WYNIKI BADAN
Wykres 1.
TYP SKORY APLIKANTOW

1 d
J
2
= wrazliwa 1
wrazliwa / sucha
= wrazliwa / tradzikowa
= sucha / naczyniowa /

= naczyniowa

3
= normalna
= mieszana
= mieszana / tragdzikowa 5
= tragdzikowa

6.2.1. OCENA SUBIEKTYWNA W WYKONANIU OSOB BIORACYCH UDZIAt W BADANIU

5

4

Ocene formutowano:
e wskaliod 1do 5, gdzie 1 oznacza niezadowalajqcy, a5 — bardzo dobry;
e wskaliod 0 do 5, gdzie 0 oznacza brak, 1 —stabe, a 5-silne;
e poprzez odpowiedz tak / nie / trudno powiedziec.

Wykres 2. Wykres 3.
KONSYSTENCIA ZAPACH
1|[2]s 4 1
0% 0% . 0% 5% 10% 2
=l =l
"2 "2
=3 =3
"4 =4
=5 =5
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Wykres 4.

WCHEANIANIE
1 2 3
0% | 0% | 5% 4

5%

wl
=2
=3
w4
=5

90%

Wykres 6.
UCZUCIE PIECZENIA PO APLIKACJI KREMU.

20 E0 &P
5% 0%
59 0%
=0
"1 5%
.2
=3
4

=5
75%

Wykres 8.
PODRAZNIENIE PO 4 TYGODNIACH STOSOWANIA
KREMU.
3( 4 5

2 | 5% |0%) 0%

=0
=]

=3
=4
.5

Wykres 5.
WYDAJNOSC

1{[2]3
0% 0% 0% | 4
0%

=l
=2
=3
“4
=5

Wykres 7.

PODRAZNIENIE, TKLIWOSC SKORY W PIERWSZE)

DOBIE PO ROZPOCZECIU APLIKACII KREMU.

3 [|[4:]]}.2
2 || 59| L5%] LO%
0%

=0 1
5%

o

85%
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Wykres 9.

PODRAZNIENIE, TKLIWOSC SKORY W CZASIE STOSOWANIA KREMU (badane po 24 godzinach, po 4 tygodniach

i po 8 tygodniach).
18
16
14
12
10
8
6
4
. | |
0 m W H W
pieczenie 24h
Wykres 10.
Czy skéra wokét oczu po aplikacji kremu jest
wygtadzona?
TRUDNO
POWIEDZIEC
25%

NIE
10%

= TAK = NIE

= TRUDNO POWIEDZIEC

Wykres 12.

Czy zauwazalna jest poprawa kolorytu skéry wokét
oczu (zmniejszenie sirficow i cieni pod oczami)?

TRUDNO
POWIEDZIEC
25%

25%‘

50%

NIE

*TAK ®=NIE = TRUDNO POWIEDZIEC

4tyg. 8tyg.

Wykres 11.

mo
ml
u2
m3
m4
m5

Czy skéra wokét oczu jest bardziej miekka i mita w

dotyku?

TRUDNO POWIEDZIEC
10%

= TAK = NIE

Wykres 13.

TAK
85%

= TRUDNO POWIEDZIEC

Czy zauwazalne jest zmniejszenie widocznosci

zmarszczek mimicznych?

TRUDNO
POWIEDZIEC
20%

NIE
15%

" TAK = NIE

TAK
65%

= TRUDNO POWIEDZIEC
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Wykres 14.

Czy zauwaza Pani/Pan og6lna poprawe kondycji

skéry wokét oczu?

TRUDNO POWIEDZIEC
10%

NIE
15%

TAK
75%

#»TAK = NIE = TRUDNO POWIEDZIEC

Wykres 16.

Czy pojawia sig uczucie dyskomfortu (tzn.

swedzenie, pieczenie, podraznienie)?

TAK
10%

“ TAK = NIE

6.2.2. OCENA DEKLARACIJI ZGODNOSCI

Wykres 18.

Czy kuracja kremem pod oczy sprostata Pani/Pana

oczekiwaniom?

" TAK = NIE

Wykres 15.

Czy po aplikacji pojawia sie uczucie $ciggania?

TAK
10%

= TAK = NIE

Wykres 17.
Czy wystepowato tuszczenie sie naskérka po
aplikacji kremu?

TAK
0%

100%
= TAK = NIE

Wykres 19.

Czy polecitaby Pani / polecitby Pan ten produkt

bliskiej osobie?

NIE
10%

" TAK = NIE
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7. WNIOSKI

Na podstawie odpowiedzi ochotnikéw biorgcych udziat w badaniu, ktérzy dostarczyli
istotnych informacji dotyczacych dziatania preparatu, stwierdzono, ze krem EYE byt
dobrze tolerowany przez wszystkie badane osoby. Nie zaszta potrzeba przerwania
testow produktu ani ich wczesniejszego zakoriczenia.

Zadna z badanych oséb nie zgtaszata jakichkolwiek dolegliwo$ci podmiotowych innych
niz charakterystyczne dla dziatania kremu, moggcych swiadczyé o ujemnym wptywie
produktu na skére.

W badaniu kremu wzigto udziat 20 oséb o réznych typach skéry (wykres 1): 1 osoba ze
skérg wrazliwg, 1 osoba ze skérg wrazliwg/suchg, 1 osoba ze skorg
wrazliwg/tradzikowg, 5 0sdb ze skdrg suchg/naczyniowg, 2 osoby ze skérg normalng, 3
osoby ze skorg mieszang, 2 osoby ze skdrg mieszang/tradzikowg, 1 osoba ze skéra
trgdzikowq i 4 osoby ze skdérg naczyniows.

Konsystencja kremu odpowiadata wszystkim badanym osobom: 95% badanych
okreslito konsystencje produktu jako bardzo dobrg, a 5% zadeklarowato, ze jest dobra
(wykres 2).

Zapach odpowiadat zdecydowanej wiekszosci badanych oséb: 90% badanych okreslito
go jako bardzo dobry i dobry. Tylko 10% badanych okreslito zapach jako staby (wykres
3).

Wochtanianie produktu to cecha, ktéra odpowiadata zdecydowanejwiekszosci badanych
0s6b: 90% aplikantéw okreslito wchtanianie jako bardzo dobre, 5% —jako dobre, a tylko
5% — jako Srednie (wykres 4).

100% badanych oséb okreslito produkt jako wydajny (wykres 5).

Pieczenie skoéry bezposrednio po aplikacji kremu odczuwata niewielka czes¢ oséb
bioracych udziat w badaniu: tylko 15% badanych okreslito pieczenie jako stabe, 5% —
jako niewielkie i 5% — jako zauwazalne (wykres 6).

Podraznienie i tkliwos¢ skory w pierwszej dobie po rozpoczeciu aplikacji kremu
odczuwato zaledwie 15% badanych oséb. W obrebie tej grupy 5% oséb okreslito
podraznienie jako stabe, 5% — jako $rednie oraz 5% — jako zauwazalne (wykres 7).

Podraznienie po 4 tygodniach stosowania kremu odczuwato zaledwie 15% badanych
0s6b. 5% ochotnikéw okreslito podraznienie jako stabe, 5% — jako niewielkie oraz 5% —
jako $rednie (wykres 8).

Zauwazalne wygtadzenie skéry wokét oczu po aplikacji kremu zadeklarowato 65%
badanych oséb. 25% aplikantow stwierdzito, ze trudno powiedzie¢, a 10% osdb nie
zauwazyto wygtadzenia skory (wykres 10).

Wiekszos¢ 0s6b biorgcych udziat w badaniu zadeklarowata, ze po kuracji skdra wokot
oczu jest miekka i mita w dotyku. Pozytywny efekt zauwazyto az 85% aplikantow.
Zaledwie 5% badanych nie potwierdzito zmiany w strukturze skéry, a 10% badanych
stwierdzito, ze trudno powiedzie¢ (wykres 11).
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Wyréwnanie kolorytu skory wokét oczu po kuracji kremem EYE zauwazyto 60% osob
biorgcych udziat w badaniu. 25% badanych zadeklarowato, ze trudno powiedzie¢, a 25%
0s6b nie zauwazyto wyréwnania kolorytu skéry (wykres 12).

Zmniejszenie liczby zmarszczek mimicznych wokét oczu zauwazyto az 65% badanych
0s6b. 20% aplikantow zadeklarowato, ze trudno im powiedzie¢, czy zauwazyli zmiane.
15% nie zauwazyto zmiany (wykres 13).

0Ogolng poprawe kondycji skory wokét oczu zadeklarowato 75% badanych oséb. Wsréd
badanych 15% nie zauwazyto poprawy, a 10% zadeklarowato, ze trudno powiedzie¢
(wykres 14).

Brak uczucia $ciggania na skorze po aplikacji kremu zadeklarowato az 90% badanych.
Tylko 10% oséb odczuto Scigganie (wykres 15).

Uczucie dyskomfortu na skdrze, tj. swedzenie, pieczenie, podraznienie, wystapito u 10%
badanych oséb (wykres 16).

tuszczenie sie naskdrka po kuracji nie wystapito u badanych oséb (wykres 17).

Walory aplikacyjne badanego produktu oraz zgodnosc efektéw kuracji z oczekiwaniami
potwierdzito 85% badanych oséb (wykres 18).

90% aplikantéw polecitoby ten produkt bliskiej osobie (wykres 19).

OPINIA UZYTKOWA

Na podstawie przedstawionych wynikéw badan stwierdzono, ze krem EYE spetnia walory
uzytkowe zatozone przez producenta.

Podpis osoby wykonujacej badania:

/('(' Pasowsfa
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