[PORTO

MESTRADO EM TECNOLOGIA FARMACEUTICA

Desenvolvimento de
nanossistemas para a
promocao da penetracao
cutanea da cafeina

Marta Lopes Gomes
[up202008959]

M.FFUP 2022






[BAPORTO

* FACULDADE DE FARMACIA
UNIVERSIDADE DO PORTO
Marta Lopes Gomes

Desenvolvimento de nanossistemas
para a promocao da penetracao
cutanea da cafeina

Dissertacao do 2° Ciclo de Estudos Conducente ao Grau de Mestre
em Tecnologia Farmacéutica

Trabalho realizado sob orientacdo da

Profa. Doutora Maria Helena dos Anjos Rodrigues Amaral

Setembro 2022






E AUTORIZADA A REPRODUCAO INTEGRAL DESTA DISSERTACAO APENAS
PARA EFEITOS DE INVESTIGACAO, MEDIANTE DECLARACAO ESCRITA DO
INTERESSADO, QUE A TAL SE COMPROMETE.



Vi



Agradecimentos

Os meus sinceros agradecimentos a todos que participaram ao longo desta
caminhada de dois anos, que de muitas formas contribuiram para a realizacdo desta
dissertacdo e me proporcionaram uma experiéncia enriqguecedora, tanto a nivel
académico como a nivel pessoal. Com o apoio dos que nos rodeiam tudo se torna mais
facil, ndo podendo, por isso, deixar de agradecer com muito carinho a todos os que

tornaram isto possivel.

A Professora Doutora Maria Helena Amaral, minha professora e orientadora,
manifesto a minha sincera gratiddo pela infindavel disponibilidade, paciéncia e
dedicacéo, pelo infinito apoio e carinho que sempre demonstrou e também pela preciosa

orientacdo na elaboracéo deste trabalho.

Ao professor Doutor Paulo Costa, agradeco a simpatia e a disponibilidade para
resolver os problemas que foram surgindo ao realizar os ensaios e para esclarecer

davidas na elaboracao deste trabalho.

Aos restantes Professores do Mestrado em Tecnologia Farmacéutica da Faculdade
de Farmacia da Universidade do Porto, agrade¢o por me proporcionarem uma excelente
formacédo e me ajudarem a desenvolver as minhas competéncias ao longo deste ciclo

de estudos.

Aos colegas de Mestrado, em especial a Filipa Silva, que comigo partilhou este
percurso, agradeco todo o apoio, toda a ajuda e todos os momentos de convivio

proporcionados.

Aos elementos do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, mais especificamente ao
Joel, agradeco toda a ajuda e disponibilidade prestadas no decorrer do trabalho no

laboratorio.

Aos meus amigos, em especial a Inés Mota, agradeco todo o apoio e a confianca que

me deu sempre que precisei e pela ajuda prestada na adaptacdo de imagens.

Aos meus pais, manifesto a minha sincera gratiddo pelo encorajamento, dedicacéo,

carinho, paciéncia e pelo apoio prestado ao longo do meu percurso académico.

Ao meu namorado, Marcos Sousa, pelo apoio, carinho, afeto, compreenséo,

paciéncia e pela ajuda nos problemas informéticos.

A todos aqueles que, direta ou indiretamente, tornaram possivel a execucdo deste

projeto, o meu profundo reconhecimento e um bem-haja!

vii



viii



Resumo

A celulite ou hidrolipodistrofia gindide € uma disfuncéo cutanea que se manifesta sob
a forma de irregularidades da superficie da pele e que afeta 80%-90% das mulheres
poés-plberes de todas as racas e 0s homens huma menor percentagem. A utilizacao de
agentes topicos é uma das varias opg¢des disponiveis para tratar esta condicao, sendo
a cafeina uma molécula muito utilizada neste tipo de produtos cosméticos, uma vez que
tem a capacidade de evitar a acumulacao excessiva de gorduras nas células. O principal
obstaculo a penetracdo cutanea de ingredientes ativos é o estrato corneo e, por isso,
pode recorrer-se ao uso de diferentes tipos de promotores de penetragéo cutanea como,
por exemplo, nanossistemas que permitem promover uma permeacdo mais eficaz
desses ingredientes ativos. As microemulsfes e as nanodispersdes sdo exemplos de

nanossistemas que podem ser utilizados como promotores de penetracdo cutanea.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver nanossistemas destinados a promog¢éo da
penetracdo cutdnea da cafeina. Para isso, foram preparadas microemulsées A/O/A e
nanodispersées S/O/A com e sem cafeina que foram caracterizadas quanto ao tamanho
das goticulas da fase oleosa, pH, estabilidade acelerada por centrifugagéo e libertagéo
in vitro da cafeina. Posteriormente, estas microemulsdes A/O/A e nanodispersdes S/O/A
foram gelificadas e caracterizadas quanto ao pH, estabilidade acelerada por
centrifugac@o, comportamento reoldgico, textura, teor de cafeina e libertagéo in vitro da

cafeina.

Os resultados deste trabalho permitiram concluir que, de uma forma geral, ambas as
formulacdes desenvolvidas demonstraram ser estaveis, com pH compativel com a pele,
bem como comportamento reoldgico e textura adequadas. Apesar de a nanodispersao
S/O/A gelificada ter apresentado maior estabilidade quimica, a microemulsdo A/O/A
apresentou uma libertacdo mais rapida da cafeina. No entanto, ambas apresentaram

potencial para poderem vir a ser utilizados em formulagdes para a reducéo da celulite.

Palavras-chave: Microemulsfes, nanodispersdes, cafeina, celulite, aplicacdo cutanea



Abstract

Cellulite or gynoid hydrolipodystrophy is a skin disorder that manifests itself in the
form of irregularities on the surface of the skin and affects 80%-90% of postpubertal
female patients of all races and men in a lower percentage. The use of topical agents is
one of several options available to treat this condition, being caffeine a molecule widely
used in this type of cosmetic products, since it has the ability to prevent excessive
accumulation of fats in cells. The main problem with the skin penetration of active
ingredients is the stratum corneum, therefore, different types of penetration enhancers
can be used, including nanosystems, which allow for a more effective permeation of
these active ingredients. Microemulsions and nanodispersions are examples of

nanosystems that can be used as skin penetration enhancers.

The objective of this work was to develop nanosystems intended to be used as skin
permeation enhancers of caffeine. Thus, W/O/W microemulsions and S/O/W
nanodispersions with and without caffeine were developed, being characterized in terms
of droplet size, pH, stability accelerated by centrifugation and in vitro release of caffeine.
Subsequently, W/O/W microemulsions and S/O/W nanodispersions were gelled and
characterized regarding pH, stability accelerated by centrifugation, rheological behavior,

texture, caffeine content, and in vitro caffeine release.

The results of this work allowed to conclude that, in general, both formulations
developed proved to be stable, with pH compatible with the skin, and suitable rheological
behavior and texture. Although the gelled S/O/W nanodispersion showed greater
chemical stability, the W/O/W microemulsion showed a faster caffeine release. However,

both showed potential to be used in cellulite reduction formulations.

Keywords : Microemulsions, nanodispersions, caffeine, cellulite, skin application
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1.Introducéo

1.1. Pele humana

A pele é o maior 6rgéo do corpo humano, com uma area compreendida entre 1,5 e 2,0
m?, correspondendo a mais de 10% da massa corporal (1, 2). Este 6rgdo cobre toda a
superficie externa do corpo, desempenhando diversas fungdes vitais, tais como (3):

= Protec¢do: A pele serve de barreira contra agentes patogénicos, radiagdo UV,
agentes quimicos e lesbes mecénicas.

= Termorregulagdo: O pelo e as glandulas sudoriparas ajudam na regulacéo da
temperatura corporal e a manter a homeostasia.

= Sensacgao: A pele apresenta diversos tipos de recetores da dor, da temperatura,
da presséao e do toque.

= Metabolismo: O tecido adiposo que se encontra na hipoderme é responsavel
pela producéo de vitamina D e pelo armazenamento de lipidos. A pele também

€ responsavel pela excrecao de agua, ureia, amonia e acido Urico.

A pele apresenta diferentes espessuras consoante a regido do corpo. Por exemplo, a
pele das palmas das maos e das plantas dos pés é mais grossa (cerca de 4 mm de
espessura), enquanto a pele das palpebras e da regido retroauricular € mais fina (cerca de
0,05 mm de espessura) (4).

Este 6rgdo estd organizado em 3 camadas: a epiderme (camada mais superficial), a
derme (camada intermédia) e a hipoderme (camada mais profunda), como se pode ver na

Figura 1.

Pelo

Epiderme _E; ’ﬁ o >

Derme — Glandula sebécea
Foliculo piloso
Glandula sudoripara
Hipoderme - Adipdcitos
Vasos sanguineos

Figura 1: As trés camadas da pele. Adaptado de (5).



A epiderme é a camada mais superficial da pele, sendo composta por um epitélio
queratinizado estratificado que contém cinco camadas: estrato cérneo, estrato licido,

estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato basal (4, 6) (Figura 2).

= Estrato cérneo: Corresponde a camada mais externa da epiderme. Esta
camada queratinizada permite regular a perda de &gua, uma vez que a
gueratinizacdo e o conteudo lipidico evitam a evaporacgéo dos fluidos internos.

= Estrato lUcido: Esta camada consiste principalmente em células mortas e so
existe na pele grossa das plantas dos pés e das palmas das maos.

= Estrato granuloso: Esta camada € constituida por varias camadas de células
gue contém granulos ricos em lipidos (camada de células granulares). Neste
estrato, a medida que as células se afastam das camadas profundas ricas em
nutrientes, comegam a perder 0s seus nucleos.

= Estrato espinhoso (camada de células espinhosas): Nesta camada pode-se
observar diversas camadas de células conectadas por desmossomas e a
presenca de células de Langerhans. Estas células podem ser encontradas em
todas as camadas da pele, contudo, a sua presenca predomina neste estrato.

= Estrato basal (camada de células basais): Esta camada esta mais proxima da
derme e é caracterizada por ser mitoticamente ativa. O estrato basal contém
melandcitos, células de Merkel, células estaminais, que sao células com alto
poder de proliferacédo e diferenciacdo, e uma Unica fileira de queratindcitos que
evoluem e amadurecem a medida que se movem para cima para criar as

restantes camadas.



Descamagdo do Estrato Cérneo

Células mortas preenchidas = =— Estrato Corneo

de queratina

] Estrato Licido

Granulos Lamelares
Estrato Granuloso

Desmossoma

Célula de Langerhans
Estrato Espinhoso

Queratinécito

Célula de Merkel

Estrato Basal
Melanécito

Neurdnio sensorial

Figura 2: Representacdo esquematica das diversas camadas da epiderme. Adaptado de (7).

A epiderme € caracterizada por ser um tecido que se auto-renova, uma vez que 0
crescimento das células das camadas inferiores da epiderme € equilibrado com a
descamacdo do estrato corneo. Na camada basal, os queratindcitos multiplicam-se e, ao
sair desta camada, comecam a diferenciar-se e a migrar para a superficie da pele. A
transformagdo dos queratindcitos viadveis em cornedcitos (células mortas, achatadas,
anucleadas, preenchidas com agua e filamentos de queratina) ocorre na interface do
estrato cérneo-estrato granuloso (3, 8). Os queratindcitos sdo responsaveis pela producao

de queratina e encontram-se ligados uns aos outros por desmossomas (4).

Para além dos queratinécitos, a epiderme também possui melanécitos, células de
Langerhans e células de Merkel. Os melandcitos estédo localizados no estrato basal e tém
a funcdo de produzir melanina que é responsavel pela pigmentacédo da pele. A luz UVB
estimula a secrecdo de melanina que protege o nosso DNA contra a radiagdo UV, atuando
como protetor solar. As células de Langerhans sdo células dendriticas presentes nas
camadas mais intermédias da epiderme que apresentam fungces imunitarias e, por isso,

desempenha um papel importante nas reac6es imunoldgicas da pele. As células de Merkel



tal como os melandcitos também se encontram localizadas no estrato basal, estando

ligadas a terminais nervosos e, portanto, apresentam uma funcéo sensorial (4, 6).

A derme é uma espessa camada de tecido conjuntivo, sendo constituida por colagénio
que contribui para a resisténcia da pele, elastina que é responsavel pela flexibilidade da
pele e proteoglicanos que conferem viscosidade e hidratacdo a derme. Esta camada
também é composta por terminagBes nervosas, vasos sanguineos e anexos cutdneos

como os foliculos pilosos, as glandulas sebaceas e as glandulas sudoriparas.

A derme é constituida por duas camadas. A camada préxima a epiderme é chamada de
camada apical. Essa camada dobra-se para formar papilas dérmicas que se estendem até
a epiderme, sendo conhecida como derme papilar. A camada inferior da derme é a derme
reticular, sendo esta camada mais espessa, com menor densidade celular, menor contetdo
de proteoglicanos e maior organizagéo de fibras de colagénio e de elastina relativamente

a derme papilar.

Por fim, a hipoderme é a terceira e mais profunda camada, consistindo principalmente
em tecido adiposo apresentando também anexos cutédneos, neurdnios sensoriais e vasos
sanguineos. Esta camada desempenha um papel importante na termorregulacao,
isolamento, protecdo contra lesdes mecanicas e fornecimento de energia (reserva

nutricional) (3, 4).

O principal obstaculo a penetracdo cutanea de farmacos e ingredientes ativos é o estrato
corneo. Esta camada € uma barreira muito eficaz contra a penetracdo destas substancias
devido a combinacdo de lipidos intercelulares juntamente com o ambiente altamente
queratinizado. Por isso, as suas propriedades devem ser modificadas para permitir uma

administracdo mais eficaz das substancias pretendidas ao tecido alvo (2).



1.2. Permeacdao cutanea

Os farmacos e os ingredientes ativos (no caso dos cosméticos) podem penetrar na pele
por duas vias principais (2) (Figura 3):

» Viatransepidérmica:
e Via transcelular,
e Via intercelular (via polar através de bicamada lipidica).

> Via anexial:

¢ A unidade pilossebacea (foliculos pilosos e glandulas sebaceas),

¢ As glandulas sudoriparas.

\
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Figura 3: Vias de permeacéo de farmacos/ingredientes ativos através da pele: via transepidérmica e
via anexial. Adaptado de (6).
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A via transepidérmica é a principal via responsavel pela difusdo de substancias atraves
da pele. A maioria das substancias difundem através do estrato cérneo pela via intercelular,
sendo esta mais predominante do que a transcelular, embora muitas moléculas consigam
atravessar a camada cérnea por ambas as vias. Na via intercelular, as substancias tém de
possuir a capacidade de difundir através da matriz lipidica do espago intercelular dos
queratinécitos presentes no estrato corneo para alcancar a derme, sendo compostos

hidrofilicos ou pequenas moléculas as substancias transportadas nesta via. Na via



transcelular, as substancias difundem-se através das células do estrato corneo durante o
processo de absorcdo. Para isso, essas substancias tém de ter propriedades hidrofébicas

para permitir a sua passagem pelas bicamadas lipidicas (7, 9).

A via anexial permite a permeacao de substancias através dos anexos cutaneos, nao
sendo considerada uma via importante uma vez que os foliculos pilosos e as glandulas
sudoriparas ocupam apenas 0,1% da &rea total da superficie da pele humana. No entanto,
para a permeacado de substancias de difusdo lenta e compostos como 0s hanossistemas,

essa via pode ser importante (10).



1.3. Promotores de Penetracdo Cutanea

A utilizacdo de promotores de penetracdo cutanea € uma ferramenta essencial na
alteracdo da estrutura do estrato cérneo permitindo assim, uma permeacao mais eficaz das
substancias/ingredientes ativos pretendidos. Esses promotores sao classificados de
acordo com o0 seu mecanismo de agdo em promotores quimicos ou fisicos como mostra a
Tabela 1.

Tabela 1: Alguns exemplos de promotores/sistemas de penetragdo cutanea quimicos e fisicos. Adaptado de

9).

Tipo de

promotor Exemplos

Alcoois

Etanol, Hexanol, Octanol

Esteres

Acetato de etilo, salicilato de octilo

9 Acidos gordos
(8]
E Palmitato de isopropilo, oleato de etilo, monoleato de glicerilo
& Glictis
é Propilenoglicol, 1,2- butilenoglicol
2 Terpenos
DE_ Eugenol, Mentol, Neridol
Amidas
Azona
Sulféxidos

Decilmetilsulféxido, Dimetilsulfoxido

lontoforese

Sonoforese

Eletroporacéo

Microagulhas

Nanossistemas

Promotores Fisicos

Microemulsdes, Nanoparticulas poliméricas; nanoparticulas

lipidicas, lipossomas, Nanodispersoes

A utilizacdo de promotores quimicos para promover a absor¢ao cutanea de substéancias
apresenta limitacdes, principalmente no que diz respeito ao transporte de moléculas com
alto peso molecular, com pouca poténcia e no estado ionizado (11). Além disso,



promotores altamente potentes podem ser irritantes, sao dificeis de prever os seus efeitos
e alguns mecanismos de a¢do ndo sdo totalmente compreendidos. Essas limitacbes
podem ser superadas recorrendo-se a métodos fisicos que promovam a permeacao
cutdnea por meio da aplicacdo de técnicas como a iontoforese, a sonoforese, as
microagulhas ou os nanossistemas que modificam as propriedades de barreira da pele e

tém a vantagem de reduzir irritacdes cuténeas e reacdes alérgicas (12).

1.3.1. Nanossistemas

A nanotecnologia tem sido amplamente utilizada na area da cosmética para melhorar a
estabilidade e a funcionalidade das formulacdes, bem como, para garantir uma maior
estabilidade quimica e fisica dos ingredientes ativos (13). Como exemplo disso, uma
grande diversidade de nanossistemas tém sido utilizados como promotores fisicos de

penetragdo cutanea.

Os nanossistemas consistem em sistemas que apresentam uma dimensao nanométrica
(< 1um) (4, 14). Segundo a Recomendagdo da Comissédo Europeia de 2011 um
nanomaterial & definido por “um material natural, incidental ou fabricado, que contém
particulas num estado desagregado ou na forma de um agregado ou de um aglomerado,
e em cuja distribuicdo namero-tamanho 50 % ou mais das particulas tém uma ou mais
dimensdes externas na gama de tamanhos compreendidos entre 1 nm e 100 nm. Em casos
especificos e sempre que tal se justifique devido a preocupa¢cGes ambientais e ligadas a
saude, seguranca e competitividade, o limiar da distribuicdo numero-tamanho de 50 %
pode ser substituido por um limiar compreendido entre 1 € 50 %. [...] (15). Porém, nao ha
um consenso sobre o tamanho que os nanossistemas devem ter, sendo na pratica

frequentemente utilizado dimensfes compreendidas entre 300 e 500 nm (4, 14).

Estes promotores de penetracdo constituem uma alternativa promissora para melhorar
a penetracdo cutanea de agentes ativos através da pele, permitindo, idealmente, o
transporte de substancias (que séo sensiveis & degradacéo, dificeis de penetrar devido ao
seu tamanho ou hidrofilia) para o interior da pele sem a necessidade de alterar previamente
a sua funcéo de barreira. Estes sistemas facilitam a difusdo de farmacos e ingredientes
ativos através das estruturas da pele (como os foliculos pilosos) e interagem com os lipidos
cutaneos que permitem mediar o transporte e/ou criar depdsitos na pele para uma

libertac@o sustentada ou induzida por estimulos (14).



Nanossistemas como microemulsdes, nanoparticulas lipidicas, lipossomas (lipossomas
convencionais, transfersomes, etossomas, niossomas), nanodispersdes sélido em 6éleo
(S/0) e nanoparticulas poliméricas sdo alguns exemplos de nanossistemas utilizados para
encapsular farmacos ou ingredientes ativos, direciona-los para o local alvo de forma mais
eficiente e exercer o seu efeito pretendido. Para além disso, os hanossistemas devem ser
capazes de controlar a taxa de libertacdo dos farmacos/ingredientes ativos sem alterar a

sua estrutura quimica e devem proporcionar um efeito de longo prazo (13, 14).

1.3.1.1. Microemulsodes

As microemulsfes sdo sistemas transparentes ou translicidos termodinamicamente
estaveis. Estes sistemas sdo compostos por goticulas nanométricas de um liquido imiscivel
disperso noutro liquido, sendo estabilizadas pela presenca de tensioativos e co-
tensioativos (16, 17). O tamanho das goticulas, geralmente, deve ser inferior a 500 nm,
contudo ndo ha um consenso quanto a definicdo do tamanho das goticulas destes sistemas
(18).

Os tensioativos e co-tensioativos diminuem a tenséo interfacial entre a fase dispersa e
a fase dispersante, o que permite estabilizar a microemuls&do. Contudo, por vezes as
microemulsdes podem necessitar de grandes quantidades de tensioativos, 0 que pode
provocar o potencial aumento da irritacdo cuténea (19). Apesar de haver uma grande
variedade de tensioativos disponiveis para serem utilizados na formulacdo de
microemulsdes, 0 seu uso € restrito devido a sua potencial capacidade de irritacao.
Portanto, estes componentes devem ser biocompativeis, ndo toxicos, clinicamente

aceitaveis e a sua utilizacdo deve ser feita numa concentragdo apropriada (19).

Em teoria, como as microemulsdes sdo sistemas estaveis, podem ser formadas
espontaneamente misturando agua, 6leo e tensioativo a uma determinada temperatura
sem fornecer qualquer tipo de energia externa. Contudo, na prética, o fornecimento de

energia (agitacdo ou aquecimento) facilita a formacao destes sistemas (20).

Estes sistemas podem ser classificados em diferentes tipos: A/O, O/A ou sistemas
bicontinuos (Figura 4). Esta classificacdo depende da sua composi¢do, razdo entre
compostos e arranjos das moléculas dos componentes que estdo presentes (19). Podem

ainda considerar-se as microemulsées multiplas A/O/A e O/A/O.
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Figura 4: Classificacdo das microemuls@es quanto as fases dispersas e dispersantes.
Adaptado de (21).

As principais diferencas das microemuls6es comparativamente as emulsdes consistem
no facto de as primeiras apresentarem baixa viscosidade e tamanho reduzido de goticulas
da fase interna. As microemulsdes séo termodinamicamente estaveis como resultado de
uma diminuicdo do tamanho das goticulas e da diminuicdo da tens&o superficial entre a
fase oleosa e a fase aquosa (13, 18). As emulsbes sao termodinamicamente instaveis dado
gue as goticulas da fase interna destes sistemas podem sofrer coalescéncia ao longo do

tempo e, consequentemente, levar a separacao de fases (17, 19).

Como as microemulsdes apresentam dominios lipofilicos e hidrofilicos, estes sistemas
possuem elevado potencial para incorporar uma ampla gama de moléculas de
farmacos/ingredientes ativos hidrdéfilos e hidrofobos (17, 19). Por exemplo, no caso de
incorporar um ingrediente ativo insolivel em agua numa microemulsdo O/A, esta seria
dispersa na fase oleosa e/ou na regiao hidrofébica da cauda da molécula do tensioativo.
Enquanto se o ingrediente ativo for hidrossolUvel, este seria incorporado na fase aquosa
da microemulsdo. Em certos casos, pode haver necessidade de adaptar a viscosidade da
microemulsdo a via de administracdo, e para isso, pode-se alterar a formulacdo ou
incorporar agentes gelificantes especificos, como por exemplo, o Carbopol ou os derivados

da celulose (21).
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Além destes sistemas terem a vantagem de permitirem a entrega de substancias
hidrofilicas e lipofilicas, estes sistemas séo faceis de preparar e administrar, protegem as
substancias de interesse contra a oxidacao e hidrélise enzimatica, apresentam estabilidade
a longo prazo e melhoram a solubilizacdo das moléculas de farmaco/ ingrediente ativo,

permitindo aumentar a sua biodisponibilidade (17, 19).

No estudo realizado por Zhu et al. (22) foi avaliada a eficicia da utilizacdo de uma
microemulsdo ou de um hidrogel baseado numa microemulsdo como sistema de
administracdo do penciclovir em compara¢cdo com um creme comercial. Os testes de
permeacao in vivo revelaram que tanto a microemulsdo como o hidrogel baseado na
microemulsdo aumentavam significativamente a penetracdo do farmaco na epiderme e na
derme, em comparagdo com o creme comercial. Os testes de estabilidade demostraram
gue o hidrogel armazenado a 4°C durante 3 meses ndo apresentou alteracdo nas
propriedades fisico-quimicas. O teste de irritabilidade em coelhos mostrou que o hidrogel
obtido a partir da microemulsdo ndo causou nenhum edema ou eritema ap0s uma unica
aplicacdo ou multiplas aplica¢des. Assim, foi demonstrado que o hidrogel baseado na
microemulsdo podera ser um sistema promissor para a administracao topica do penciclovir
(22).

Butani et al. (23) avaliaram a eficacia de permeacéo tépica da anfotericina B utilizando
microemulsdes. A anfotericina B € um antibiético de amplo espetro usado para tratar
infecdes fangicas invasivas. Este farmaco apresenta baixa solubilidade em agua e baixa
disponibilidade quando administrado por via oral, bem como diversos efeitos colaterais.
Portanto, com o objetivo de melhorar estes parametros, a anfotericina B foi incorporada em
microemulsdes. Foram preparadas sete microemulsfes que diferiram na proporgéo
tensioativo: co-tensioativo e na quantidade de agua. Os autores deste estudo indicaram
gue o principal mecanismo de transporte da anfotericina B era dependente da
concentracdo de tensioativos. As melhores propriedades foram demonstradas pela
microemulsdo que continha 0,1% de Anfotericina B, 5% de miristato de isopropilo (MI) e
35% de tensioativos (3:1, Tween® 80 e propilenoglicol). Este sistema exibiu uma
permeacdo de farmaco 2 vezes maior comparativamente com as outras microemulsées
testadas e a solucdo de farmaco de controlo. Este sistema também revelou ser o que
apresentava menor viscosidade em relagcdo aos outros, o que proporciona melhor
mobilidade das moléculas do farmaco e, consequentemente, uma libertagdo mais rapida e
controlada por difusdo. Por ultimo, a atividade antifingica in vitro em espécies de fungos
Trichophyton rubrum mostrou que este sistema tem maior zona de inibicao e a formulacdo

€ estavel a 2-8°C e a temperatura ambiente (25 + 2°C) pelo periodo de trés meses (23).

11



1.3.1.2.Nanodisperséao S/O

As nanodispersotes sao dispersfes em escala nanométrica que podem ser usadas como
sistema de administracdo transdérmica ou oral de uma grande variedade de substancias.
Este sistema é muito utilizado para a administracao transdérmica de proteinas, sendo a

nanodispersédo S/O um sistema seguro e eficaz para esse efeito (24).

As nanodispersdes S/O sao dispersdes de pds de moléculas hidrofilicas em 6éleos e, tal
como as microemulsfes, também apresentam um tamanho inferior a 500 nm. O facto
destes sistemas apresentarem um tamanho reduzido permite uma melhor capacidade de
absorcéo das substancias pela pele (13, 18). As nanodispersdes S/O sdo compostas por
particulas de farmaco ou ingrediente ativo que estdo dispersas num veiculo oleoso pela
ajuda de agentes tensioativos hidr6fobos. A eficacia de entrega da substancia de interesse
através da pele é influenciada pela sua formulacao, isto é, pela concentragdo, tipo de
tensioativos, veiculos oleosos e proporcdes tensioativo-farmaco/ tensioativo-ingrediente
ativo. Na preparacdo destes sistemas, o miristato de isopropilo € muito usado como fase
oleosa uma vez que tem capacidade de interagir com os lipidos do estrato cérneo,
permitindo aumentar a permeacdo da substancia de interesse através do mesmo. Para
além disso, o Ml é um 6leo seguro e amplamente utilizado em produtos farmacéuticos e

cosméticos (18, 25).

As nanodispersfes S/O quando usadas para administracao transdérmica de proteinas,
estas sao revestidas com um tensoativo, formando um complexo proteina-tensoativo que
é facilmente disperso num solvente ndo aquoso como o MI. Estes sistemas permitem

manter a composi¢ao proteica e a integridade estrutural (24).

As nanodispersdes S/O tém vérias vantagens relativamente as microemulsées A/O,
como o facto de terem maior capacidade de carga e estabilidade da substéncia de
interesse. Além disso, as particulas S/O séo preenchidas com as moléculas de farmaco/
ingrediente ativo, enquanto as goticulas da microemulsdo A/O apresentam grandes
guantidades de agua, o que leva a uma reducdo da concentracao do farmaco/ ingrediente

ativo nos produtos finais (18).

Tahara et al. (26) demonstraram no seu estudo, que o uso da nanodispersdo S/O
melhorou efetivamente a permeacado de proteinas na pele. Estes autores utilizaram como
proteinas modelo, a insulina marcada com FITC, proteina verde fluorescente aprimorada
(EGFP) e peroxidase de rdbano (HRP) para permear o estrato corneo da pele de porco in

vitro, utilizando uma nanodispersédo S/O.
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No estudo realizado por Wakabayashi et al. (27) foi demonstrado que a nanodispersao
S/O poderia ser usada como solucdo transcutanea para vacinas contra 0 cancro. As
vacinas representam uma acao profilatica ou método terapéutico para suprimir o cancro,
através da ativacdo do sistema imunolégico adaptativo. A resposta imune € iniciada pela
entrega de antigénios tumorais a células apresentadoras de antigénios (APC). Estes
autores desenvolveram uma nanodispersdo S/O que possui caracteristicas promissoras

como nanossistema peptidico para vacinas contra o cancro (27).

1.4. Celulite

A celulite ou hidrolipodistrofia gindide € uma disfungdo cutanea que se manifesta sob a
forma de irregularidades na superficie da pele, sendo muitas vezes identificada por uma
aparéncia de covinhas ou casca de laranja (28). E mais comumente encontrada nas coxas
péstero-laterais, naddegas e abdomen da maioria das mulheres pdés-puberes (29, 30),
embora possa também surgir nos homens. Foi descrita pela primeira vez no inicio do século
XX, tendo sido referida por varios sinébnimos, como lipoesclerose nodular, paniculopatia
fibroesclerética edematosa, paniculose, adipose edematosa, entre outras (29). Embora
ainda ndo existam dados epidemioldgicos exatos, a maioria dos estudos afirma que a

celulite € uma condicéo da pele que afeta 80%-90% das mulheres pds-puberes (30).

Nurnberger e Muller descreveram pela primeira vez em 1978, a celulite como resultado
de diferencas na estrutura da pele e no tecido subcutaneo que estéo relacionadas com o
sexo (31). Os septos fibrosos podem ser encontrados paralelos a superficie da pele,
inclinados a 45° ou perpendiculares a superficie da pele. No caso das mulheres com
celulite verifica-se uma maior percentagem de septos perpendiculares em comparacao
com os homens ou mulheres sem celulite, permitindo que a gordura subjacente se projete,
criando assim, uma aparéncia ondulada. Estudos mais recentes confirmam essas
desigualdades estruturais relacionadas com o sexo e explicam ainda, que o aparecimento
da celulite resulta de varias alteracdes fisiolégicas sobrepostas, como septos
fibroescleréticos localmente aumentados que prendem a pele em areas de celulite e/ou
uma interface dermo-hipodérmica desigual (29, 30). Para além disso, alteracbes na
microcirculacdo vascular e linfatica do tecido adiposo subcutdneo também parecem
desempenhar um papel subjacente na formagdo da celulite. Esta condicdo pode ser
agravada durante periodos em que se verifica a presenga de altos niveis de estrogénio, tal

como a gravidez, a amamentacao e 0 uso cronico de anticoncecionais orais (29).
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E importante compreender a etiologia da celulite para desenvolver abordagens
direcionadas e disponibilizar uma infinidade de op¢des para tratar pacientes com celulite.
Atualmente, existe uma grande diversidade de tratamentos disponiveis como 0 uso de
agentes tépicos, dispositivos baseados em energia (lasers, ondas acusticas,
radiofrequéncia), subcisdo, medicamentos biolégicos injetaveis (Colagenase Clostridium
histolyticum) e, mais recentemente, preenchimentos dérmicos (injecdes de hidroxiapatite
de célcio e microesferas de acido poli-I-lactico) que tém sido utilizados e estudados devido
a sua seguranca e eficacia. Embora estes tratamentos possam melhorar a aparéncia da
pele, nunca poderéo erradicar a celulite porque isso envolveria uma extensa remodelacao
tecidual (32).

No caso dos agentes topicos, existe uma enorme diversidade de formulagbes
anticeluliticas no mercado, podendo os ingredientes ativos presentes nesses cosmeéticos,

ser divididos quanto ao seu local de ag&o, como descrito na Tabela 2 (28):

Tabela 2: Classificag@o dos ingredientes ativos de acordo com o seu local de agdo (27).

Local de acéo Funcéo Exemplo de ingredientes ativos

Estimular a Cafeina, aminofilina, teobromina,
degradacéo dos

lipidos (acao lipolitica) teofilina e mateina, entre outros.

Tecido adiposo Impedir a sintese de
lipidos, mais Genistefna, glaucina, xantoxilina e
concretamente de
triglicerideos (acao
antilipogénica)

folhas de Lo6tus, entre outros.

Contribuir para o Retinol, silicio e extratos de
Tecido conjuntivo restabelecimento da centelha asiatica e arvore-das-
estrutura da derme salsichas, entre outros.

Silicio, pentoxifilina e extratos de
hera trepadeira, centelha asiatica,

Estimular o fluxo . AR .
castanheiro da india, gilbardeira,

sanguineo . S
alcachofra, ananas, papaia, videira
e ginkgo, entre outros.
Sistema circulatoério — - -
Combater o edema Inibidores da hialuronidase e da
(Antiedematosos) elastase.

Provocar hiperemia
no local de aplicagéo
(Rubefacientes)

Nicotinato de metilo e salicilato de
metilo.

14



Estes ingredientes cosméticos podem ser utilizados de forma isolada ou em conjunto.
No entanto, Turati et al. (33) analisaram a eficacia de produtos cosméticos na reducao da
celulite e verificaram que estando os ingredientes ativos presentes de forma isolada em
determinadas formulac¢des e noutras em combinacao, torna-se dificil avaliar a eficacia de

um ingrediente especifico e determinar qual o mais eficaz.

Num estudo realizado por Roure et al.(34) em que foi avaliada a eficacia de um produto
cosmético tépico combinando tetrahidroxipropil etilenodiamina, cafeina, carnitina,
forscolina e retinol, estes autores demonstraram que estes ingredientes ativos eram
eficazes na diminuicdo da celulite, apresentando melhorias significativas logo apos 4

semanas de tratamento.

1.5. Cafeina

A cafeina é um alcaloide designado quimicamente como 1,3,7-trimetilxantina (Figura 5),
sollvel em agua, estavel, pode ser encontrada no café, no cha e em alguns refrigerantes,
e é conhecida como estimulante do sistema nervoso central. Este alcaloide é metabolizado
no figado pelo sistema citocromo P450 oxidase em 3 derivados de dimetilxantinas:
paraxantina (acelera a lipolise), teobromina (expande os vasos sanguineos) e tedfilina

(relaxa a musculatura lisa dos bronquios) (35-37).

L
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T

Figura 5: Molécula de cafeina. Adaptado de (37).
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Esta molécula é cada vez mais utilizada em produtos cosméticos devido a sua alta
atividade biolégica e capacidade de penetrar a barreia cutdnea associada a

nanossistemas.

Um produto cosmético, segundo o Infarmed, € “qualquer substéncia ou mistura
destinada a ser posta em contacto com as partes externas do corpo humano (epiderme,
sistemas piloso e capilar, unhas, labios e 6rgéos genitais externos) ou com os dentes e as
mucosas bucais, tendo em vista, exclusiva ou principalmente, limpa-los, perfuma-los,
modificar-lhes o aspeto, protegé-los, manté-los em bom estado ou corrigir os odores

corporais” (38).

A cafeina é frequentemente usada como substancia hidréfila modelo na penetracéo da
pele humana e animal, bem como nas diferentes membranas sintéticas usando as células
de difusdo de Franz. As formulacdes tOpicas comerciais que estdo disponiveis
normalmente contém 3% de cafeina. Este alcaloide é muito utilizado em cosméticos como
ingrediente ativo em produtos anticeluliticos, pois evita a acumulagao excessiva de gordura
nas células, uma vez que estimula a degradacao das gorduras durante a lipdlise, através
da inibicdo da atividade da fosfodiesterase. Para além das propriedades anticeluliticas, a
cafeina permite aumentar a microcirculacdo do sangue na pele e possui propriedades
antioxidantes que permite proteger as células contra a radiacdo UV e retardar o processo

de fotoenvelhecimento da pele (35).

Mustapha, et al. (39) analisaram a influéncia da concentracdo da cafeina na penetracao
cutanea de geles, como resultado de aplicagbes de diferentes dosagens. Neste estudo
foram preparados trés geles com concentragdes diferentes de cafeina (1%,3% e 5%) com
a seguinte constituicdo: Agua (59,5%), Carbopol® 934 (0,5%), Trietanolamina (1,2%),
Glicerina (34,2%), Propilenoglicol (2%) e Dimetilenocopoliol (2,3%). O pH dos trés geles
variou entre 6,5 e 7. Os autores deste estudo demostraram que quanto maior a
concentracdo de cafeina presente no gel, maior a difusdo e maior a taxa de libertagao deste
composto. Concluiram também que o gel com 1% de cafeina é mais eficiente em termos
de fluxo e taxa de absor¢céo quando aplicado em maior quantidade, em comparacdo com

geles concentrados aplicados com uma concentracdo equivalente.
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1.6. Objetivos do trabalho

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver nanossistemas destinados a serem
utilizados como promotores de penetracdo cutdnea da cafeina com a finalidade de

exercerem um efeito anticelulitico. Neste sentido, pretendeu-se:

* Preparar microemulsdes A/O/A e nanodispersdes S/O/A com e sem cafeina;

 Caracterizar e avaliar a estabilidade das microemulsées A/O/A e das nanodispersées
S/O/A com e sem cafeina (avaliagdo do tamanho das goticulas, pH, estabilidade acelerada

por centrifugacao e libertacdo in vitro da cafeina);
* Preparar microemulsdes A/O/A e nanodispersdes S/O/A gelificadas com e sem cafeina;

* Caracterizar e avaliar a estabilidade das microemulstes A/O/A e nanodispersées S/O/A
gelificadas com e sem cafeina (avaliagdo do pH, estabilidade acelerada por centrifugacéo,

reologia, textura, teor de cafeina e libertacao in vitro da cafeina).
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2. Parte Experimental

2.1. Matérias-primas e equipamento

2.1.1. Matérias-primas

No desenvolvimento do trabalho experimental foram utilizadas as seguintes matérias-

primas (Tabela 3).

Tabela 3: Lista de matérias-primas utilizadas neste trabalho.

Miristato de Isopropilo Fagron® Espanha 1257277453 0-
Miristato de Isopropilo Guinama® Espanha 0089400
Tween® 80 Acofarma® Portugal 180974-P-2
Glicerina Acofarma® Espanha 200391-P-1
Cloroférmio Vg}i;ﬂi@" Franca 141010504
solerdasecaiese e 0C | sistema® | Holanda | 748Y19
Trietanolamina Fagron® Espanha Iggoziollffe
Cafeina Anidra Acofarma® Espanha 210743-P-3
Laboratorio de
Agua ultrapura far:r?acggtlﬁi?:i: da Portugal -
FFUP
Carbopol® 980 NF polymer Lubrizol® Bélgica 0101234920
Kathon® CG Guinama® Espanha 0065778
Fosfato de sodio dibasico Acofarma® Espanha 171485-P-1
FEEED 'pgtéssio Acofarma® Espanha 180526-P-1
monobasico
Cloreto de Sodio Acofarma® Espanha 180651-P-1
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2.1.2. Equipamento

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizado o seguinte equipamento (Tabela 4):

Tabela 4: Lista de equipamento utilizado neste trabalho.

I

Balancga analitica ME104 Suica
Balanca semi-analitica Adventurer™ OHAUS ARC120 China
Placa de agitacao IKA® C-MAG HS 7 Alemanha
Sonicador Sonics Vibra-cell ™ VCX 130 EUA
Centrifuga Eppendorf AG 5804 Alemanha
Potenciometro Crison® Basic 20 Espanha
Viscosimetro Themo Haake Viscotester 550 Alemanha
Texturometro Stable Micro Systems TA-XT2i Reino Unido
Estufa Memmert - Alemanha
Espetrofotometro UV-Vis Jasco V-650 Japéo
SRS e 0 MERCK Direct-Q® 3UV-R | Alemanha
agua de laboratorio
Difratometro Laser Malvern Instruments | Mastersizer 3000 | Reino Unido
Rotavapor Buchi RE 111-461 Suica
Aparelho de dissolucao Sotax AG AT7 Suica
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2.2. Métodos

2.2.1. Preparacao da microemulsédo A/O/A

A microemulsao A/O/A contendo cafeina foi preparada em duas fases: a formagéo do

microemulsdo simples A/O seguida da formacdo da microemulsdo multipla A/O/A. A

microemulsdo A/O/A sem cafeina, foi preparada de igual modo, mas sem a adi¢cdo deste

composto. Cada etapa é descrita com mais detalhe a seguir. A formula geral da

microemulsao A/O/A contendo cafeina esta representada na Tabela 5.

Tabela 5: Composicao da microemulsdo A/O/A contendo cafeina.

Fase Cafeina 2,50 Ingrediente ativo
aquosa
" Fase interna
(Fase I) Agua ultrapura 70,00
Fase 3 Agente
Ester da sacarose (SP30-C) 2,50 )
oleosa tensoativo A/O
(Fase I1) - . ] Excipiente
Miristato de isopropilo 25,00 .
hidréfobo
Fase I -
(Fase | + Microemulsdo A/O 40,00
Fase ll)
Fase Agente
Tween® 80 2,50 )
aquosa tensoativo O/A
externa
Kathon® CG 0,05 Conservante
(Fase V)
Agua ultrapura g.b.p. 100,00 Fase externa
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A microemulsao simples A/O com cafeina foi preparada do seguinte modo (Figura 6):

= Pesagem das matérias-primas que constituem a fase aquosa (fase I) e
mistura por agitagcdo mecanica utilizando a placa de agitacdo a 2000 rpm, a
uma temperatura de 45°C (para facilitar a dissolu¢édo da cafeina).

= Pesagem das matérias-primas que constituem a fase oleosa (fase Il) e
mistura por agitagcdo mecanica utilizando a placa de agitacdo a 2000 rpm, a
uma temperatura de 45°C.

» Adicéo da fase aquosa a fase oleosa lentamente com agitacdo magnética a
2000 rpm, deixando a homogeneizar durante 5 minutos.

»= Sonicagdo utilizando uma sonda de 6 mm de didmetro e 70% de amplitude

durante 15 minutos (para reduzir tamanho das goticulas).

Cafeina
+
Agua ultrapura

Ester de sacarose
+
Miristato de Isopropilo

Microemulsdo A/O

Figura 6: Esquema da preparacdo da microemulsdo simples A/O.

A microemulsédo sem cafeina foi preparada da mesma maneira, apenas nao continha a
cafeina na fase aquosa (fase I). As etapas que se seguem s&o iguais para ambas as

microemulsdes (com ou sem cafeina).

A microemulsdo A/O/A foi preparada da seguinte maneira (Figura 7):
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= Pesagem das matérias-primas que constituem a fase aquosa externa (fase
IV) e mistura por agitacdo mecanica utilizando a placa de agitacdo a 2000
rpm, a uma temperatura de 50°C.

= Pesagem de 40,0g da microemulsdo A/O (fase Ill)

» Adicdo da fase aquosa a fase oleosa lentamente com agitacéo a 4000 rpm,
para uma melhor homogeneizac¢ao, durante 5 minutos.

= Sonicac¢do utilizando uma sonda com 6 mm de didmetro e 70% de amplitude

durante 15 minutos.

Tween® 80
+
Kathon® CG
+
Agua ultrapura

Microemulsdo A/O

Microemulsdo A/O/A

Figura 7: Esquema da preparacao da microemulsédo A/O/A.

No final, obteve-se uma microemulsdo A/O/A com uma concentracdo de 1% (m/m) de

cafeina.

2.2.2. Preparacao da nanodisperséo S/O/A

A nanodispersdo S/O/A com cafeina foi preparada em trés fases: a formacdo do
complexo cafeina-éster da sacarose através da evaporacgdo do solvente, a nanodispersao
deste complexo no miristato de isopropilo e, por fim, a dispersdo da nanodispersao S/O

numa solu¢cdo aquosa contendo um agente tensioativo. A nanodispersao S/O/A sem
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cafeina foi preparada de forma ligeiramente diferente. Como esta nao tinha a cafeina ndo
se realizou a etapa de formagdo do complexo. Neste caso, 0 éster de sacarose foi
dissolvido diretamente no miristato de isopropilo, ndo sendo necessario o uso de
cloroformio. A formulacdo da nanodispersdo & muito semelhante a formulacdo da
microemulséo, apenas difere na presenca da glicerina que tem a fungéo de atuar como co-

tensioativo. Cada etapa € descrita com mais detalhe a seguir.

A férmula geral da nanodispersao S/O/A contendo cafeina esta representada na Tabela

Tabela 6: Composi¢ao da nanodispersdo S/O/A contendo cafeina.

Cafeina 1,00 g Ingrediente ativo
Ester da sacarose (SP30-C) 25009 Agente tensoativo
Fase | *
A/O
Cloroférmio 50,00 ml Solvente
Fase Il * Complexo Cafeina-Ester da 3,50¢g -
sacarose
Fase lll Miristato de isopropilo 25,009 Fase interna
Fase IV Tween® 80 500¢g Agente tensoativo
O/A
Glicerina 5,009 Agente co-
tensoativo O/A
Kathon® CG 0,05 Conservante
Agua ultrapura q.b.p. 100,00 Fase externa

Nota: A férmula da nanodisperséo S/O/A sem cafeina ndo continha a fase |, e a fase Il era constituida

por 2,50 g de éster da sacarose.
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A cafeina é uma molécula frequentemente utilizada em formulacées cosméticas para a

celulite, sendo estavel, solivel em agua, econémica e de facil acesso.

A formacado do complexo cafeina-éster da sacarose foi preparada utilizando o seguinte

procedimento (Figura 8):

= Pesagem das matérias-primas que constituem a fase | e mistura por
agitacdo mecanica utilizando uma placa de agitacdo a 2000 rpm durante 5
minutos.

= Evaporagéo do solvente utilizando um rotavapor, com o banho a 65°C, com
200 mbar de presséo, durante 1h (40) .

Cafeina
+
Ester de sacarose
+
Cloroférmio

-

Figura 8: Esquema da formag&o do complexo Cafeina-Ester de sacarose.

Como a cafeina é bastante soluvel em cloroférmio, esta molécula foi dissolvida
diretamente no cloroférmio juntamente com o éster da sacarose. O rotavapor foi utilizado

para evaporar o cloroférmio em apenas 1h.
A nanodisperséo S/O foi obtida da seguinte forma (Figura 9):

= O complexo cafeina-éster da sacarose (Fase Il) foi disperso no miristato de
isopropilo por agitacdo mecénica utilizando uma placa de agitagdo a 2000
rpm durante 5 minutos.

= A disperséo resultante (fase Ill) foi submetida a sonicacdo utilizando uma

sonda de 6 mm de diametro e uma amplitude de 70% durante 15 minutos.
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Complexo Cafeina-éster de sacarose
+
Miristato de Isopropilo

Figura 9: Esquema da dispersao do complexo cafeina-éster da sacarose em miristato de isopropilo.

No caso da nanodispersao S/O/A sem cafeina, como nédo se forma nenhum complexo,
ndo houve necessidade de usar cloroférmio e, consequentemente, o rotavapor. Assim
sendo, ndo se efetuou a fase I, e a fase Il era apenas constituida por 2,50 g de éster da

sacarose, tendo sido preparada da seguinte maneira (Figura 10):

= Dispersao de 2,50 g do éster da sacarose em 25,00 ml de miristato de
isopropilo e homogeneizagéo por agitacdo mecénica utilizando uma placa
de agitacdo a 2000 rpm durante 5 minutos.

= Sonicagdo da preparacao resultante (fase lll) utilizando a sonda de 6 mm de
didmetro e uma amplitude de 70% durante 15 minutos.

Ester de sacarose

+
Miristato de Isopropilo

Figura 10: Esquema da dispersao do éster da sacarose em miristato de isopropilo.

A Ultima etapa foi realizada de igual forma para ambas as nanodispersées S/O/A (com
e sem cafeina) e consistiu em dispersar a nanodispersédo S/O obtida, na fase aquosa. Esta
etapa foi realizada da seguinte forma:
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= Pesagem das matérias-primas que constituem a fase IV e mistura por
agitacdo mecanica utilizando uma placa de agitagdo a 2000 rpm, a uma
temperatura de 50°C.

» Adicédo da fase aquosa (fase IV) a fase oleosa (fase Ill) lentamente com
agitacdo em placa de agitagdo a 4000 rpm, deixando a homogeneizar
durante 5 minutos.

= Sonicagéao utilizando uma sonda de 6 mm de didmetro e uma amplitude de

70%, durante 15 minutos.

A nanodispersao S/O/A obtida apresenta uma concentracao de 1% (m/m) de cafeina.

2.2.3. Caracterizacao das formulacdes

2.2.3.1. Tamanho das goticulas

Os tamanhos das goticulas da fase oleosa das microemulsdes A/O/A e das
nanodispersdes S/O/A foram avaliados utilizando o Mastersizer 3000 (Figura 11) que utiliza
a técnica de difracao a laser para medir goticulas com dimensfes compreendidas entre

10 nme 3,5 mm.

Figura 11: Mastersizer 3000, Malvern (Reino Unido).
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A difracdo laser consiste em medir a intensidade da variacdo angular da luz espalhada
apos a passagem de um feixe de laser pela amostra de goticulas dispersas (Figura 12)
(41). Trata-se de uma técnica rapida, facil de utilizar, flexivel e que pode ser adaptada para

a medicao de amostras em diferentes formas fisicas.

Figura 12: Disperséo da luz em funcdo do tamanho das goticulas. Adaptado de (42).

Em primeiro lugar, o feixe de radiacdo laser atravessa a amostra dispersa e ilumina as
goticulas. Posteriormente, a intensidade de luz dispersa pelas goticulas existentes na
amostra, numa enorme gama de angulos, € medida com exatiddo por uma série de
detetores. Em funcdo do tamanho das goticulas, os angulos que sao formados pela luz
dispersa sdo, consequentemente, diferentes. Os resultados sdo submetidos a uma anélise
matematica, obtendo-se uma distribuigdo precisa e reprodutivel do tamanho das goticulas

presentes na amostra (43).

Os resultados da avaliacdo do tamanho das goticulas sé@o, geralmente, apresentados
na forma de uma distribuig&o estatistica. Esses tamanhos sdo apresentados em percentis,
obtendo-se o volume de distribuicdo de 10%, 50% e 90% (D10, Dso € Dgo respetivamente),
que se refere as goticulas com didmetros iguais ou inferiores aos valores obtidos. Para
cada amostra, o aparelho faz varias leituras do tamanho e apresenta a média, o coeficiente

de variacdo e o Span (43).

27



Os parametros do equipamento que foram utilizados neste trabalho foram os seguintes
(Tabela 7):

Tabela 7: Parametros utilizados no Mastersizer 3000.

Esférica

Lipido

1,6

0,01

Agua

1,33

2.2.3.2. Determinacéo do pH

Primeiramente, a determinacdo do pH é uma propriedade importante para a
caracterizacdo de preparacdes de aplicacdo cutédnea, dado que estas devem possuir um
pH que seja compativel com a regido corporal onde sera aplicado. Em segundo lugar, a
avaliacao do pH ao longo do tempo de armazenamento € um dos parametros que permite
avaliar a estabilidade do produto.

Neste trabalho, a comparacédo dos resultados da avaliacdo do pH das microemulsfes
A/O/A relativamente a nanodispersées S/O/A armazenadas a 20°C, permitiu também
avaliar as diferencas entre estes dois tipos de formula¢gbes. A medicao do pH foi realizada
a 20°C em triplicado ap0s a preparacao das formulagdes, utilizando o Potenciémetro Basic
20, Crison Instruments (Figura 13). Os resultados apresentados sao valores médios das 3
medi¢Bes + o desvio padréo.

Tanto o pH das microemulsdes A/O/A como das nanodispersdes S/O/A ndo é
representativo do pH da preparacdo final correspondente, porém, esta avaliacdo é
revelante para efeito de comparacgéo entre os dois tipos de formulagdes em estudo.
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Figura 13: Potenciémetro Basic 20, Crison Instruments (Espanha).

2.2.3.3. Estabilidade acelerada por centrifugacéao

A estabilidade de uma preparacado farmacéutica ou cosmética pode definir-se como a
capacidade que a mesma apresenta para manter as suas propriedades fisicas e quimicas,
bem como a sua eficacia, dentro dos limites legais até a data de expiracdo do prazo de
validade.

Para avaliar a estabilidade dos produtos de aplicacdo cutanea utilizam-se técnicas que
tém de ser, na maior parte das vezes, adaptadas ao tipo de amostra, para permitir a
detecdo de alteracBes nas caracteristicas da preparacdo. A realizacdo de ensaios de
estabilidade num curto espaco de tempo (ensaios de estabilidade acelerada) é importante
para antecipar eventuais alteracbes que possam ocorrer na preparacdo durante o seu
armazenamento. Estes ensaios aceleram a velocidade das alteracdes fisicas e/ou
guimicas que podem ocorrer numa preparacdo, podendo ser realizados por diferentes
técnicas, tais como os testes mecanicos ou os que utilizam condi¢bes de temperatura e

humidade exageradas (44, 45).

Assim, é importante realizar este tipo de ensaio tanto nas microemulsées A/O/A e como
nas nanodispersdes S/O/A, de maneira a antecipar eventuais problemas de estabilidade.
Se algum destes sistemas mostrar alterages apds o ensaio de estabilidade acelerada por
centrifugacao, indica que dificilmente seré estavel durante o periodo de armazenamento,

pelo que deve ser excluida a sua utilizagéo (44).
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No método de centrifugacdo as amostras sédo submetidas a uma condi¢do extrema de
forga gravitica, produzindo stresse nas mesmas. Esta condigdo simula um aumento na
forca da gravidade dentro dos tubos de centrifuga, aumentando a mobilidade das goticulas.
Isto permite visualizar possiveis alteragdes, ajudando a prever a estabilidade de uma
preparacdo ao longo do tempo. Estas alteragbes podem ser observadas na forma de
precipitagcdo, coalescéncia, formacéo de sedimentos compactos (caking), ocorréncia de

separacao de fases, entre outros (44, 45).

Para este ensaio foi utilizada a Centrifuga Eppendorf 5804 (Figura 14), tendo a
microemulsdo A/O/A e a nanodispersdo S/O/A sido colocadas em tubos graduados numa
quantidade de aproximadamente 5 ml. As amostras foram submetidas a centrifugagéo a
temperatura ambiente, a 3000 rpm, durante 30 minutos. No fim do ensaio, as preparacdes

foram analisadas visualmente, de modo a verificar se existia separacéo de fases.

Figura 14: Centrifuga, Eppendorf AG 5804 (Alemanha).

Ainda que as microemulsées A/O/A e as nanodispersfes S/O/A preparadas neste
trabalho ndo correspondam a formulacdo definitiva, foram submetidas a ensaios de
estabilidade acelerada de forma a prever possiveis problemas de instabilidade antes de se

proceder a respetiva gelificacéao.
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2.2.3.4. Libertacdo in vitro de cafeina a partir da microemulsdo e da

nanodispersao

A libertacdo da cafeina a partir da microemulsdo A/O/A e da nanodispersao S/O/A foi

avaliada através da realizacéo de ensaios in vitro.

No ensaio de libertacdo da cafeina, utilizou-se o aparelho de dissolucdo, SOTAX AT7Y
com pa agitadora (Figura 15). Para realizar este ensaio, pesaram-se 2,5 g de cada uma
das amostras para uma membrana de dialise (previamente hidratada utilizando o liquido
de dissolugéo). Em seguida, o sistema foi mergulhado num vaso de dissolu¢do contendo
250 ml de solucédo tampéo de fosfatos pH 7,4, a 37,0 £0,5°C, e submeteu-se o sistema a
uma agitacao de 50 rpm. Posteriormente, recolheram-se aliquotas de 2,5 ml aos 30, 60,
120 e 180 min, sem reposic¢ao de volume. As aliquotas foram coletadas em baldes de 25
ml e diluidas com solugéo tampao de fosfatos pH 7,4. Por fim, as amostras ja diluidas foram
lidas no espectrofotometro UV/Vis Jasco V650, a 273 nm, de modo a determinar o teor de
cafeina libertado a partir de cada formulagéo.

Para poder quantificar a cafeina libertada da microemulsdo A/O/A e da nanodisperséo
S/O/A foi necessario realizar uma curva de calibragcéo, tendo sido preparadas solucfes
padrdo de cafeina em tampé&o de fosfatos pH 7,4, nas concentragdes correspondentes a
2 yg/ml, 4 pg/ml, 6 pg/ml, 8 ug/ml, 10 ug/ml e 12 ug/ml e lidas as respetivas absorvancias.
E de notar que os valores finais das absorvancias da microemulsdo A/O/A e da
nanodispersao S/O/A foram corrigidos de forma a eliminar a interferéncia dos componentes
que pudessem absorver no mesmo comprimento de onda que a cafeina. Para isso, fez-se
a diferenca entre os valores das absorvancias obtidos para as amostras correspondentes
a microemulsdo A/O/A e a nanodispersdo S/O/A com cafeina e os valores das

absorvancias obtidos para as amostras sem cafeina.
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Figura 15: Aparelho de dissolu¢cdo SOTAX AT7 (Suigca) com pa agitadora.

2.2.4. Gelificacdo das formulacdes

ApOs a preparagdo da microemulsao multipla A/O/A e de serem efetuados os respetivos
ensaios de caracterizacdo, procedeu-se a disperséo de 0,5% (m/m) de Carbopol® 980 NF
em 99,5% (m/m) da microemulsdo. Posteriormente, procedeu-se a neutralizacdo por
adicao de trietanolamina, levando a formacg&o de uma microemulsédo gelificada. O mesmo
procedimento foi efetuado para a nanodispersdo S/O/A, obtendo-se assim uma
nanodispersao gelificada.

2.2.5. Caracterizacao das formulacdes gelificadas
2.2.5.1. Determinacéo do pH

Como referido anteriormente neste trabalho, o pH de uma preparacdo de uso cutaneo
€ uma caracteristica muito importante dado que deve ser compativel com a regiao corporal
onde sera aplicado. Para além disso, este parametro deve manter-se constante ao longo
do tempo, para evitar o risco de atingir valores ndo compativeis com a aplicacdo cutanea

e ser indicativo de problemas de estabilidade (45).

O pH do estrato corneo é uma ferramenta importante da barreira epidérmica, sendo
responsavel pela protecdo do organismo contra elementos nocivos. Tanto o gradiente de

pH no estrato corneo como o valor de pH na superficie cutanea sdo importantes, uma vez
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que sdo responsaveis pelo controlo da atividade de enzimas dependentes do pH, pela

regulacdo da descamacéo, da queratinizacdo, da coesdo e da homeostasia da pele (46).

O pH cutaneo é assegurado por um sistema tampéo de acido lactico/lactato, pelos
acidos dicarboxilicos do suor, pelos acidos gordos das glandulas sebaceas e pelos
elementos &cidos da queratina (47). A pele apresenta um valor de pH geralmente acido
(valores de pH entre 4 e 6, podendo oscilar por vezes até 8), contudo este valor pode sofrer
uma ligeira variacdo de acordo com a exposi¢do a condi¢cdes ambientais, sexo, idade e
local anatémico, mas também devido ao uso de produtos cosméticos. Estes fatores sdo de
extrema importancia uma vez que altera¢des no pH do estrato cérneo podem promover (ou

atenuar) doencas da pele (45, 46).

Como referido anteriormente, a avaliagdo do pH também é um parametro que é utilizado
para aferir a estabilidade das preparacfes. Assim, é importante determinar o pH apos a
preparacdo, assim como, ao longo de um periodo mais alargado de armazenamento, de

maneira a poder antecipar possiveis alteracées na estabilidade.

A analise do pH das formulagbes preparadas foi realizada utilizando o potenciémetro
Basic 20, Crison Instruments. De maneira a avaliar possiveis alteracées ao longo do tempo,
o pH foi analisado 8, 15, 30, 60 e 90 dias ap0s a preparacgéo e foram feitas trés leituras de

cada andlise. A média e o desvio padrao foram entéo calculados.

2.2.5.2. Avaliagdo da viscosidade

A viscosidade de uma preparacao consiste na sua resisténcia ao fluxo ou escoamento,
sendo que quanto maior for a viscosidade, menor a velocidade com que a preparacéo se

movimenta (44).

n =§ Equacéo 1
Na equacéo 1, n corresponde a viscosidade, T a tensao de corte ou de cisalhamento e

y a velocidade de corte.

A avaliacdo da viscosidade € um parametro importante que esté relacionado com a
facilidade de enchimento das embalagens no processo de producao industrial e com a

remocao do produto a partir do material de acondicionamento.
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Dependendo das propriedades das preparacfes, 0 seu comportamento mecanico pode
ser classificado como Newtoniano ou ndao-Newtoniano. O comportamento Newtoniano é
caracterizado por uma viscosidade constante, independente da for¢ca exercida. Enquanto
0 comportamento ndo-Newtoniano traduz-se na altera¢do da viscosidade com o aumento
da velocidade de corte aplicada.

Dentre as preparagbes com comportamento ndo-Newtoniano existem preparagdes
plasticas, pseudoplasticas (ou reofluidificantes) e dilatantes (ou reoespessantes), sendo
esta classificacao feita de acordo com o seu comportamento reoldgico quando exercida
uma determinada forga externa, ndo considerando o fator tempo (Figura 16).

Newtoniano

Dilatante

Pseudo-pldstico
/ Plastico

Velocidade de corte

Tensao de corte

Figura 16: Representacao gréafica de tensdo de corte vs velocidade de corte de diferentes tipos de
comportamentos reolégicos. Adaptado de (45).

Um comportamento pseudoplastico (ou reofluidificante) traduz-se, para valores de
temperatura constante, pela diminuicdo da viscosidade aparente quando se aumenta a
velocidade de corte. Este comportamento geralmente é encontrado em emulsdes,
disperstes e suspensdes. Uma preparacao plastica é caracterizada por nédo fluir quando
lhe é aplicada uma tensdo de corte muito baixa, verificando-se que apenas comeca a
escoar quando esse valor € acima de um valor minimo de tensao de corte (designado por
valor de cedéncia). Este comportamento pode ser encontrado em determinados cremes.
As preparag0es dilatantes (ou reoespessantes) traduzem-se num aumento da viscosidade
aparente conforme a velocidade de corte aumenta, sem considerar o fator tempo. Estas
preparacfes conseguem fluir a baixas tensdes de corte contudo, tornam-se menos fluidas
(ficam rigidas) quando sujeitas a elevadas tensGes de corte. Este comportamento é

caracteristico de pastas ou composi¢des com elevada concentracao de pigmentos (45).
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Por outro lado, as preparacbes podem ser classificadas como tixotrGpicas ou anti-
tixotropicas (reopéticas) dependendo das suas alteracBes reoldgicas ao longo do tempo
quando € aplicada uma velocidade de corte constante. Se a viscosidade aparente de uma
preparacdo diminuir ao longo do tempo, para uma velocidade de corte constante,
considera-se que a preparacao apresenta um comportamento tixotrépico. Enquanto se a
viscosidade de uma preparacdo aumentar ao longo do tempo, para a mesma velocidade

de corte aplicada, verifica-se um comportamento anti-tixotropico.

As preparacdes cutaneas com caracter tixotropico apresentam a vantagem de se
deformarem durante a aplicacao, isto €, tornam-se mais fluidas, o que facilita a sua
aplicacdo. Além disso, apresenta a capacidade de recuperar a viscosidade inicial no
momento que termina a aplicacdo, evitando que a preparacéo escorra. Contudo, por outro
lado, é interessante obter um valor de tixotropia ndo muito elevado para permitir que a
preparacdo ndo escorra sobre a superficie da pele para outras zonas apés a aplicacgéo,

devido a uma recuperagéo muito lenta da sua estrutura (44).

O estudo da viscosidade das preparagbes gelificadas foi realizado utilizando o
viscosimetro Thermo Haake Viscotester VT-550 (Figura 17), por analises continuas de
cisalhamento, que foram realizadas com a finalidade de avaliar a tenséo de corte (Pa) em
funcdo da razéo de corte (s?). O ensaio foi realizado a duas temperaturas, 20°C e 32°C,
utilizando um banho de agua termostatizado. A analise iniciou-se com uma velocidade de
corte de 1s* até um valor maximo de 100s (curva ascendente), retornando posteriormente
para 1s? (curva descendente), compreendendo 10 etapas ascendentes e outras 10 etapas
descendentes, com um tempo de estabiliza¢éo da temperatura de cerca de 900 segundos.
As medi¢Oes foram realizadas 8, 15, 30, 60 e 90 dias ap0s a preparag¢do, com o objetivo
de avaliar o efeito do tempo de armazenamento na viscosidade das preparacdes

gelificadas.
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Figura 17: Viscosimetro Thermo Haake Viscotester VT-550 (Alemanha).

2.2.5.3. Avaliacéo datextura

A textura traduz-se nas caracteristicas fisicas de uma preparagéo percecionadas pelo
sentido do tato, que sé@o avaliadas pela deformac¢do da mesma quando se |lhe aplica uma
determinada forga. Estas caracteristicas podem ser medidas em termos de forg¢a, distancia
e tempo, sendo estes pardmetros importantes para a aceitabilidade do produto final por
parte do consumidor. A determinagdo da textura pode ser feita recorrendo a um
texturometro, permitindo a avaliacéo dos efeitos das matérias-primas, da formulagéo ou do
processo de preparagdo, na aceitabilidade do produto final dado que as caracteristicas de
textura sdo atributos sensoriais fundamentais para a aceitabilidade do produto cosmético.

Esta avaliagdo compreende a realizacao de testes mecanicos para a determinagéo das
caracteristicas de adesividade e de firmeza de uma preparacdo, estando estas
relacionadas com a deformacéo que se observa nas formulacdes quando lhes é aplicada

uma forca (48).

Neste ensaio é avaliada a adesividade e a firmeza em fungéo da distancia percorrida

por uma sonda durante a deformacdo da amostra. A sonda penetra na amostra a uma
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distancia pré-definida e a uma determinada velocidade. No fim dessa distancia de

penetracao, a sonda regressa a posicao original, acima da superficie da amostra.

No grafico forca vs distancia percorrida pela sonda, a adesividade, que é a medi¢cédo da
area negativa, corresponde a for¢a necessaria para superar as forcas de atracédo entre as
superficies da amostra e da sonda, ou seja, traduz a energia que é necessaria despender
para a sonda ascender a posi¢ao original. As preparacdes mais adesivas precisam de mais
energia para que a sonda consiga ascender a posicao inicial, refletindo-se em valores

(absolutos) de area negativa mais elevados.

A firmeza é determinada pela forca maxima exercida pela sonda ao penetrar na amostra
durante o primeiro ciclo de compresséao, estando relacionada com a facilidade de aplicacdo
do produto. Assim, as preparagfes que apresentam maior consisténcia precisam de for¢cas
mais elevadas para que a sonda consiga penetrar na amostra (45).

As preparacdes semissoélidas devem apresentar caracteristicas que permitam a sua
remocdo facil da embalagem, espalhar facilmente na pele e apresentar propriedades

adesivas de forma a prolongar o tempo de reten¢céo no local onde sdo aplicadas (49).

Para efetuar a avaliacdo da textura utilizou-se o texturometro TA-XT2i Stable Micro
Systems (Figura 18). Foi utilizado o modo de compresséo, usando uma célula de carga de
5kg, uma trigger force de 0,049 N, uma profundidade de penetracdo de 5 mm, uma
velocidade de teste de 3 mm.s* e uma sonda cilindrica de 25 mm de diametro. A escolha
da sonda ou acessdrio que se utiliza dependera da amostra, ou da propriedade que se
deseja medir. Todos os ensaios foram realizados em triplicado, a temperatura ambiente
(20 £1°C) e a 32 +1°C, ao fim de 30, 60 e 90 dias apos a preparacéo, de modo a avaliar a
influéncia do tempo de armazenamento na textura das formulac¢des gelificadas e, também,

inferir sobre a estabilidade a longo prazo das preparagdes gelificadas.
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Figura 18: Texturémetro TA-XT2i, Stable Micro Systems (Reino Unido).

2.2.5.4. Estabilidade acelerada por centrifugacao

Como referido anteriormente neste trabalho, a avaliacdo da estabilidade de uma
preparacao € importante para garantir que esta nao sofre alteracdes fisicas e quimicas ao
longo do tempo, que podem ser provocados por diversos fatores presentes nas
formulacdes e no processo de obtengdo das mesmas, como por exemplo, a composicéo

da formulag&o, o tamanho das goticulas, a viscosidade, entre outros.

Essa avaliacdo pode ser realizada através do ensaio de estabilidade acelerada, que é
um ensaio de estabilidade efetuado num curto espaco de tempo, que permite antecipar

possiveis alteragdes que possam ocorrer na preparacao durante o seu armazenamento.

Para este ensaio, as preparacdes gelificadas (microemulsdo A/O/A gelificada e
nanodispersdo S/O/A gelificada) foram centrifugadas na Centrifuga Eppendorf 5804.
Ambas as preparacdes gelificadas foram colocadas em tubos graduados, numa quantidade
de aproximadamente 5 ml. As amostras foram centrifugadas a temperatura ambiente, a
3000 rpm, durante 30 minutos. No fim do ensaio, as preparacdes foram analisadas, de

modo a verificar se existiam problemas de instabilidade.
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2.2.5.5. Teor de cafeina

O doseamento da cafeina presente na microemulsao A/O/A e na nanodispersao S/O/A
gelificada é importante para averiguar se esta esta presente na quantidade adequada na
formulacdo. O doseamento da cafeina presente nas preparacfes foi realizado por
espectrofotometria, utilizando o espectrofotometro UV/Vis, Jasco V650 (Figura 19), a
273 nm, dado que a cafeina apresenta um pico maximo de absorcdo neste comprimento
de onda.

Figura 19: Espectrofotdmetro UV/Vis, Jasco V650 (Japao).

Para o doseamento do teor de cafeina nas amostras dispersou-sel g da amostra em
49 g de solucao de NaCl 1% (para provocar a instabilizacdo do sistema e a separacao de
fases), submetendo-se a agitacdo magnética a 3000 rpm, durante 1 hora. Posteriormente,
filtrou-se a dispersdo com um filtro de 0,45 ym e diluiu-se 1 ml do filtrado na solugéo de
NaCl 1% utilizando um baldo de 25 ml. A solucao resultante foi lida no espectrofotémetro
a 273 nm.

Para poder quantificar a cafeina presente na microemulsédo A/O/A e na nanodispersao
S/O/A gelificas foi necessario realizar uma curva de calibragcéo, tendo sido preparadas
solucdes padrdo de cafeina em solucdo de NaCl a 1% (m/v) nas concentracdes
correspondentes a 2 pug/ml, 2,5 pg/ml, 3,3 pyg/ml, 5 pg/ml, 8 ug/ml, 10 ug/ml e 20 pg/ml, e

lidas as respetivas absorvancias.

A partir da equacao da reta de calibracdo obtida foi possivel calcular o teor de cafeina
presente nas amostras. E de salientar que o valor final do doseamento da cafeina presente

na microemulsdo A/O/A e na nanodispersdo S/O/A foi corrigido, de forma a eliminar a
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interferéncia dos componentes que pudessem absorver no mesmo comprimento de onda
gque a cafeina. Para isso, fez-se a diferenca entre os valores das absorvancias obtidos para
as amostras da microemulsdo A/O/A e da nanodispersdo S/O/A gelificadas contendo

cafeina e os valores das absorvancias obtidos para as amostras sem cafeina.

Este ensaio foi realizado para a microemulsdo A/O/A e para a nanodispersdo S/O/A
gelificadas, apos 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente, de modo a avaliar

se havia alteracdes na quantidade de cafeina ao longo do tempo.

2.2.5.6. Libertacéao in vitro da cafeina a partir da microemulsé&o e nanodisperséao
gelificadas

A libertacéo de cafeina incorporada na microemulsdo A/O/A e na nanodispersédo S/O/A
gelificadas pode ser avaliada por meio de ensaios in vitro. Tal como referido anteriormente,

estes testes permitem efetuar um controlo qualitativo do sistema.

No ensaio de libertacdo de cafeina a partir das preparac6es gelificadas, utilizou-se o
aparelho de dissolucdo, SOTAX AT7 com pa agitadora. Pesaram-se 2,5 g de cada uma
das preparacdes gelificadas, em recipiente apropriado e, em seguida, foi aplicada uma
membrana de 0,45 pym (previamente hidratada com o liquido de dissolucdo) sobre a
amostra e fixou-se ao recipiente. Posteriormente, o sistema foi mergulhado num vaso de
dissolugéo contendo 250 ml de solu¢do tampéo de fosfatos pH 7,4, a 37,0 £0,5°C, e
submeteu-se o0 sistema a uma agitacdo de 50 rpm. Posteriormente, recolheram-se
aliguotas de 2,5 ml aos 30, 60, 120, 180, 240 e 300 min, sem reposi¢cdo de volume. As
aliquotas foram recolhidas em balBes de 25 ml e diluidas com tampao de fosfatos pH 7,4.
As absorvancias da cafeina libertada foram determinadas no espectrofotdmetro UV/Vis,
Jasco V650, a 273 nm.

Para determinar a quantidade de cafeina que foi libertada na microemulsdo A/O/A e na
nanodispersado S/O/A gelificadas recorreu-se a curva de calibracdo referida anteriormente
na secdo 2.2.3.4. Posteriormente, fez-se a diferenca entre os valores das absorvancias
obtidos para as amostras da microemulsdo A/O/A e da nanodispersdo S/O/A gelificadas
com cafeina e os valores das absorvancias obtidos para as respetivas amostras sem

cafeina.
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2.2.6. Analise estatistica

Os resultados dos tamanhos das goticulas, do pH (amostras gelificadas e néo
gelificadas) e da textura foram analisados estatisticamente utilizando o teste F (para
determinar se as variancias eram iguais), seguido do Teste T-Student (bi-caudal) para
avaliar a significancia estatistica de quaisquer diferengcas nos valores médios
apresentados. Toda a andlise estatistica foi efetuada no software Microsoft® Office Excel,
usando um nivel de significancia de 95% (a = 0,05).
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3.Resultados e discussao

3.1. Caracterizagcao das formulagdes

3.1.1. Tamanho das goticulas

Os tamanhos das goticulas da fase oleosa das microemulsbes A/O/A e das
nanodispersées S/O/A, com e sem cafeina, foram avaliados utilizando o Mastersizer 3000,

sendo os resultados expressos na Tabela 8.

Tabela 8: Tamanho das goticulas da microemulsdo A/O/A e da nanodispersao S/O/A (apresentados sob a

forma de percentis médios e dos respetivos coeficientes de variagdo) e valor de Span.

ME_B 0,112 0 0,223 0 0,441 0,101 1,476

ME 0,024 0,229 0,121 0,693 0,699 0,412 5,591

ND_B 0,018 6,038 0,045 8,749 0,124 7,293 2,372

ND 0,020 0 0,051 0,256 0,140 0,784 2,359

Legenda: microemulsdo A/O/A sem cafeina (ME_B), microemulsdo A/O/A com cafeina (ME), nanodispersdo S/O/A sem

cafeina (ND_B), nanodispersdo S/O/A com cafeina (ND).

No caso das microemulsdes A/O/A, verifica-se que a microemulsdo com cafeina (ME)
apresenta um valor da mediana (Dso = 0,121 um) inferior ao da microemulsédo sem cafeina
(ME_B) (Dso = 0,223 pum). Assim, € possivel observar que a adigdo da cafeina ao sistema
afetou este parametro, existindo diferencas significativas do ponto de vista estatistico
(p<0,01) entre os valores do Dspdas microemulsées com e sem cafeina.

Em relagdo as nanodispersdes S/O/A, pode-se observar que a nanodispersdao com
cafeina (ND) e sem cafeina (ND_B) apresentaram valores de mediana ligeiramente
diferentes, Dsp = 0,051 um e Dsg = 0,045 um, respetivamente, verificando-se diferencas
estatisticamente significativas (p= 0,027) entre os valores obtidos.

Segundo a literatura, quanto mais proximo de 1 estiver o valor de Span, mais estreita é
a distribuicdo do tamanho das goticulas e, consequentemente, mais uniforme é o tamanho
das goticulas (50). Por isso, quanto menor o valor de Span, mais uniforme é a amostra

analisada.

Relativamente a ME_B, conclui-se que o valor de Span esta préximo de 1 (Span=1,476)

e, dessa forma, a amostra é considerada uniforme apresentando uma baixa dispersao dos
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tamanhos das goticulas, enquanto a ME apresenta um valor de Span muito superior a 1
(Span=5,591), o que significa que a amostra € polidispersa, apresentando uma maior

dispersdo e uma menor uniformidade nos tamanhos das goticulas.

No caso das nanodispersbes (ND_B e ND) verifica-se que apresentam um valor de Span
muito semelhante entre si, 2,372 e 2,359, respetivamente, sendo um pouco superior a 1.
Assim sendo, estes sistemas apresentam uma dispersdo relativamente baixa dos

tamanhos das goticulas.

Comparando os dois sistemas que tém presente o ingrediente ativo de interesse (ME e
ND) pode-se observar que existem diferencas estatisticamente significativas (p<0,01) entre
o tamanho das goticulas, uma vez que a ND apresenta um valor da mediana mais baixo
(Dso = 0,051 pm) que a ME (Dso = 0,121 pm). Para além disso, 90% das goticulas da ND
nao sao superiores a 0,140 um enquanto na ME, este valor € muito mais alto (Dgo = 0,699
pum). Em relacdo ao valor de Span, verificou-se que a ND apresentou um valor mais proximo
de 1 do que a ME, 2,359 e 5,591, respetivamente, o que indica que a ND € um sistema

mais uniforme e com baixa dispersao no tamanho das goticulas, comparativamente a ME.

Ap6s andlise da Tabela 8, verifica-se que todas as formulacdes preparadas revelam a
presenca de 90% de goticulas com tamanhos na escala nanométrica, tal como pretendido.
As microemulsdes para serem consideradas estaveis devem apresentar um tamanho
médio de goticula compreendido entre 100 e 400 nm, aproximadamente (51). Neste caso,
tanto a ME_B como a ME cumprem esse requisito, apresentando um valor da mediana de
0,223 um e 0,121 um, respetivamente. Os resultados obtidos sdo coerentes com o estudo
realizado por outros autores (52) e que apresenta microemulses com tamanhos de

goticulas inferiores a 400 nm.

As nanodispersfes para serem estaveis devem ter um tamanho médio de goticula
inferior a 500 nm (18), tendo-se verificado que a ND_B e a ND satisfazem esse critério,
apresentando um valor da mediana de 45 nm e 51 nm, respetivamente. Num estudo
realizado por Tahara et al. (26), também foram preparadas nanodispersées S/O com um
tamanho médio de goticulas compreendido entre 200 e 300 nm destinadas a administracéo
de proteinas. Noutro estudo realizado por Piao et al. (25), uma nanodispersdo S/O utilizada
para a administracdo transdérmica de diclofenac sédico apresentou tamanhos médios de
goticula de aproximadamente 15 nm, sendo estes resultados similares aos obtidos neste

trabalho.
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3.1.2. Determinacéao do pH

A medicdo do pH das microemulsdes A/O/A com e sem cafeina e das nanodispersdes
S/O/A com e sem cafeina foi efetuada logo apos a preparacéo, estando os resultados

obtidos expressos na Tabela 9.

Tabela 9: Valores médios de pH e respetivos desvios padrdo das varias formulagées.

PH wmédio 8,87 8,80 7,21 7,20

DP (%) 0,01 0,02 0,04 0,05

Analisando a Tabela 9, verifica-se que os valores de pH obtidos para a ME_B e ME
diferem pouco entre si, 8,87+ 0,01 e 8,80 + 0,02, respetivamente. Isto indica que a presenca
da cafeina afetou pouco o pH da formulacdo. Em relagdo a ND_B e ND, estas
apresentaram valores de pH muito idénticos, 7,21 + 0,04 e 7,20 + 0,05, respetivamente,
ndo havendo diferencgas significativas (p= 0,853) o que indica que a presenca de cafeina

néo afetou o pH do sistema.

As microemulsGes apresentam uma composicdo muito semelhante as das
nanodispersbes (embora 0 método de preparacdo seja consideravelmente diferente),
diferindo apenas num componente, a glicerina, que estd presente somente nas
nanodispersfes. Comparando estes dois sistemas, constata-se que as microemulsdes
(ME_B e ME) apresentaram um valor de pH mais alto do que as nanodispersdes (ND_B e
ND), existindo diferencas significativas entre estes dois sistemas (p<0,01). As
nanodispersbes apresentaram um pH mais compativel com a pele, porém, este valor ndo
€ muito relevante uma vez que estas formulacbes ndo correspondem as preparacdes
definitivas. Estes sistemas irdo posteriormente ser gelificados, apds adicdo de Carbopol e

neutralizacdo com trietanolamina.
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3.1.3. Estabilidade acelerada por centrifugacéao

O estudo de estabilidade acelerada por centrifugacao foi efetuado apos a preparagéo
das microemulsdes A/O/A com e sem cafeina e das nanodispersbes S/O/A com e sem
cafeina, tendo as formulac¢des sido submetidas a uma centrifugagéo a 3000 rpm, durante
30 min.

Nas Figuras 20 e 21 encontram-se representados o0s resultados do ensaio de
estabilidade acelerada para as microemulsbes A/O/A e nanodispersdes S/O/A,

respetivamente.

Figura 20:Aspeto das microemulsées Figura 21: Aspeto das nanodispersdes
A/O/A com (ME) e sem (ME_B) S/O/A com (ND) e sem (ND_B) cafeina,
cafeina, apos serem submetidas ao apdés serem submetidas ao ensaio de
ensaio de estabilidade acelerada por estabilidade acelerada por
centrifugagéo. centrifugagao.

Analisando as imagens constata-se que ambas as amostras permanecem com 0 mesmo
aspeto homogéneo verificado antes da centrifugacdo. Como n&o se observou separacao
de fases, precipitacdo, formacdo de grumos ou quaisquer outros sinais de instabilidade
guando expostas a condi¢cbes de forga centrifuga excessiva, € possivel prever que

nenhuma das amostras apresentara instabilidade fisica a longo prazo.

Estes resultados sdo semelhantes aos descritos num outro estudo (45) em que apés a
centrifugacdo, todas as microemulsdes preparadas permaneceram homogéneas e

apresentaram uma boa estabilidade fisica.
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3.1.4. Libertacdo in vitro da cafeina a partir da microemulsdo e da

nanodispersao

O perfil de libertagao in vitro da cafeina a partir microemulséo e da nanodisperséo foi
avaliado utilizando o aparelho de dissolucdo SOTAX AT7 (Suica) com pa agitadora,
contendo 250 ml de solucdo tampéo de fosfatos pH 7,4, a 37,0+0,5°C, utilizando 2,5 g de
cada tipo de amostra.

Como ja mencionado anteriormente, antes de se efetuar o ensaio de libertag&o in vitro
da cafeina foi necessario realizar uma curva de calibragéo, para posteriormente usar a
equacao da reta para calcular o teor de cafeina presente nas formulacdes. Para obter a
curva de calibracdo foram preparadas solucdes padréo de cafeina em tampéo de fosfatos
pH 7,4 em concentracdes compreendidas entre 2 yg/ml e 12 uyg/ml, e lidas as respetivas
absorvancias a 273 nm. A representacdo gréafica dos valores da absorvancia em fungéo

das concentracdes das solugbes padrao de cafeina é apresentada na Figura 22.
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Figura 22: Grafico da reta de calibragcdo da cafeina em solugéo tampao de fosfatos pH 7,4.

O método de doseamento da cafeina por espectrofotometria UV/Vis revelou uma
correlacdo linear para a gama de concentracdes utilizadas, tendo sido obtido um valor do
coeficiente de determinacdo (R?) de 0,999, o que € indicativo de uma correlacao satisfatéria
(45).

A concentracdo de cafeina libertada a partir das formulagdes ao longo de 3 horas foi
determinada através da andlise das absorvancias das amostras recolhidas (lidas a 273
nm), tendo os valores finais das absorvancias sido corrigidos de forma a eliminar a eventual

interferéncia de outros componentes das formulacdes (descrito na seccdo 2.2.3.4).
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Posteriormente, as concentra¢cdes foram calculadas utilizando a equacgéo da reta obtida a

partir da curva de calibragéo (Figura 22).

Na Figura 23 estdo representados os perfis de libertacéo in vitro da cafeina no caso da

microemulsao A/O/A e da nanodispersédo S/O/A ao longo de 3 horas de ensaio.
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Figura 23: Perfil de liberta¢é@o da cafeina em formula¢des néo gelificadas.

Observando o gréafico da Figura 23, verifica-se que no caso da microemulsdo A/O/A
mais de metade da cafeina foi libertada nos primeiros 30 min de ensaio (aproximadamente
60%). Ao fim de 2 horas de ensaio, € possivel constatar que houve uma libertacédo total da

cafeina atingindo-se, assim, um plateau.

No caso da nanodispersdo S/O/A, constata-se que nos primeiros 30 min de ensaio, foi
libertada cerca de 40% da cafeina. Posteriormente, ao fim de 2 horas de ensaio, € possivel
constatar que a maioria da cafeina foi libertada, aproximadamente 90%, verificando-se que

ao fim das 3 horas de ensaio a cafeina foi libertada na totalidade.

O facto de se verificar a libertacao completa da cafeina ao fim de 3 horas € indicativo de
gue este ingrediente ativo teve de atravessar a fase hidr6foba intermédia constituida pelo

miristato de isopropilo.

Comprando os perfis de libertagdo das duas formulacdes, verifica-se que a
microemuls@o A/O/A libertou mais rapidamente a cafeina do que a nanodispersdo S/O/A.
Isto é constatado logo a partir dos 30 min de ensaio. Além disso, a microemulsdo A/O/A

consegue libertar ao fim de 2 horas a totalidade da quantidade de cafeina enquanto a
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nanodispersdo necessita de 3 horas para o mesmo efeito. Estes resultados permitem
concluir que a nanodispersdo S/O/A demonstrou ser um sistema mais eficaz quando se

pretende uma libertacdo mais prolongada da cafeina.

3.2. Caracterizacao das formulagcfes gelificadas
3.2.1. Determinacéao do pH

O pH das microemulsées A/O/A gelificadas com e sem cafeina e das nanodispersdes
S/O/A gelificadas com e sem cafeina foi medido ao longo de 90 dias de armazenamento a
temperatura ambiente, sendo os resultados obtidos expressos no grafico da Figura 24.
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Figura 24: Valores de pH da ME_B, ME, ND_B e ND ao fim de 8, 15, 30, 60 e 90 dias de armazenamento a

temperatura ambiente.

Através do gréafico da Figura 24, é possivel constatar que os valores de pH da ME_B
oscilaram sempre ao longo do tempo. J& os valores de pH da ME, a ND_B e a ND foram
oscilando apenas até aos 30 dias de armazenamento, observando-se que a partir desse

momento, os valores mantiveram-se praticamente constantes.

Os valores de pH observados para a ME_B e a ME vao diferindo um pouco entre si ao

longo do tempo, como se pode constatar principalmente ao fim de 15 e 60 dias, havendo,
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nestes casos, diferencas estatisticamente significativas (p<0,01). Contudo, ao fim de 8, 30
e 90 dias de armazenamento, os valores de pH ndo apresentaram diferencas significativas
(p=0,866, p=0,815 e p=0,068, respetivamente). Isto indica que a cafeina ndo provocou
muitas alteracdes dado que na maioria das medi¢Bes ao longo do tempo, a ME_B e a ME

apresentaram valores de pH muito proximos.

Relativamente a ND_B e a ND constata-se que os valores de pH foram estatisticamente
diferentes tanto aos 30 dias de armazenamento (p<0,01) como ao fim de 90 dias (p<0,01)

indicando que a presenca da cafeina provocou um ligeiro aumento no pH do sistema.

Comparando a ME com a ND, verifica-se que estes dois sistemas apresentaram
diferencas estatisticamente significativas aos 30 dias (p<0,01) e aos 90 dias de
armazenamento (p<0,01), porém ambos apresentaram um pH aceitavel para a aplicagéo

na pele.

Analisando os valores de pH da ME na primeira medicao (ao fim de 8 dias) e na ultima
medicao (ao fim de 90 dias), € possivel observar a existéncia de diferencas significativas
(p<0,01), depreendendo-se que o sistema se alterou com o tempo. O mesmo se verifica
com a ND, isto &, ocorreram diferencas estatisticamente significativas ao longo do tempo
(p<0,01). Porém, apesar de se terem verificado, em ambos os casos, oscilagbes nos

valores de pH nos primeiros 30 dias, posteriormente, os valores mantiveram-se constantes.

Resultados semelhantes foram obtidos num estudo (52) em que foi avaliado o pH de
microemulsdes multiplas A/O/A com e sem albumina ao longo de 5 meses, tendo sido
obtidos valores de pH préximos de 7, revelando ser compativeis com a aplicacdo cutanea.
Num outro estudo (53), em que foram avaliadas possiveis alteracbes de pH em
nanodisperstes gelificadas, ao longo de 7 meses de armazenamento, ndo foram

reportadas diferencas significativas.

3.2.2. Avaliagéo da viscosidade

A avaliacdo da viscosidade das microemulstes A/O/A gelificadas e das nanodispersdes
S/O/A gelificadas foi realizada a 20°C e a 32°C conforme descrito na secc¢édo 2.2.5.2. Este
ensaio foi realizado a estas duas temperaturas para poder analisar o comportamento das
preparacdes quando armazenadas a temperatura ambiente (ensaio a 20°C) e quando
aplicadas sobre a pele (ensaio a 32°C), uma vez que a temperatura média da pele de uma

pessoa saudavel em repouso, a temperatura ambiente, € de 31,7°C (54).
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Na Figura 25 estao representados os graficos da tensao de corte versus velocidade de
corte a 20°C das microemulsGes A/O/A gelificadas sem cafeina (ME_B) e com cafeina

(ME), ao fim de 8, 15, 30, 60 e 90 dias de armazenamento a temperatura ambiente.
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Figura 25: Reogramas a 20°C: A- microemulsédo A/O/A gelificada sem cafeina (ME_B) e B- microemulsao

A/O/A gelificada com cafeina (ME), avaliadas ao fim de 8, 15, 30, 60 e 90 dias de armazenamento.

No gréfico da Figura 25 pode observar-se que, tanto na ME_B (gréafico A) como na ME
(gréfico B), os valores de tenséo de corte a velocidades de corte mais elevadas variaram
ligeiramente com o tempo. Na medi¢cdo ao fim de 8 dias, a ME_B e a ME apresentaram
valores de tensao de corte, a elevadas velocidades de corte, muito semelhantes, o mesmo
se tendo verificado ao fim de 90 dias. De um modo geral, os resultados permitiram verificar
gue a presenca da cafeina ndo alterou as caracteristicas reolégicas da microemulsdo
AJO/A.

Tanto a ME_B como a ME apresentaram comportamento nao-Newtoniano,
pseudoplastico ou reofluidificante com tensédo de cedéncia, uma vez que a viscosidade
aparente diminuiu com o aumento da velocidade de corte, mas a deformacéo s6 ocorreu
apos a aplicacao de uma determinada tenséo de corte. Além disso, estas preparacdes nao
apresentaram tixotropia nem anti-tixotropia uma vez que as curvas ascendentes e

descendentes dos reogramas foram praticamente sobreponiveis.

Este comportamento é caracteristico deste tipo de preparagfes, sendo estes resultados
semelhantes aos obtidos num outro estudo (52), em que foi também observado que as
microemulsdes gelificadas apresentaram um comportamento pseudoplastico com tenséo

de cedéncia.
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Na Figura 26 estdo representados os graficos da tensao de corte versus velocidade de
corte a 20°C das nanodispersdes S/O/A gelificadas sem cafeina (ND_B) e com cafeina

(ND), ao fim de 8, 15, 30, 60 e 90 dias de armazenamento a temperatura ambiente.
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Figura 26: Reogramas a 20°C: A- nanodispersdo S/O/A gelificada sem cafeina (ND_B) e B- nanodispersdo

S/O/A gelificada com cafeina (ND), avaliadas ao fim de 8, 15, 30, 60 e 90 dias de armazenamento.

Analisando a Figura 26 observa-se que, de uma forma geral, a ND B e a ND
praticamente ndo apresentaram alteracdes reolégicas ao longo do tempo de
armazenamento. Comparando a ND_B com a ND ao longo dos 90 dias de armazenamento,
verifica-se que para elevadas velocidades de corte, a ND_B apresentou valores de tensao
de corte ligeiramente superiores & ND. Esta pequena diferenca revela que a presenca do

ingrediente ativo provocou uma ligeira diminuicdo na viscosidade do sistema.

Tal como nas microemulsdes (ME_B e ME), é possivel verificar que com o0 aumento da
velocidade de corte, a viscosidade aparente diminuiu, sendo que a deformacéo sé ocorreu
apos a aplicagdo de uma determinada tenséo de corte. Como tal, a ND_B e a ND também
podem ser classificadas como fluidos ndo-Newtonianos com comportamento
pseudopléstico ou reofluidificante com tenséo de cedéncia. Além disso, estas preparagdes
também apresentam as curvas ascendentes e descendentes praticamente sobreponiveis,

ndo apresentando tixotropia nem anti-tixotropia.

Estes resultados sdo semelhantes aos resultados descritos num outro estudo (53), em
que as preparacdes semissolidas baseadas em nanodispersbes S/O/A também

apresentaram comportamento pseudoplastico e sem tixotropia.
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Na Figura 27 estdo representados os graficos da tensao de corte versus velocidade de
corte a 32°C das microemulsGes A/O/A gelificadas sem cafeina (ME_B) e com cafeina

(ME), ao fim de 8, 15, 30, 60 e 90 dias de armazenamento a temperatura ambiente.
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Figura 27: Reogramas a 32°C: A- microemulsédo A/O/A gelificada sem cafeina (ME_B) e B- microemulsao

A/O/A gelificada com cafeina (ME), avaliadas ao fim de 8, 15, 30, 60 e 90 dias de armazenamento.

Na Figura 27 é possivel observar que a ME_B (grafico A) apresenta perfis praticamente
sobreponiveis, ndo sendo afetada pelo tempo de armazenamento. No que concerne a ME
(grafico B), verifica-se que aos 90 dias de armazenamento os valores da tensao de corte
e, por conseguinte, da viscosidade, diminuiram quando se atingiu a velocidade de corte
mais elevada. Ao comparar estas duas preparagdes constata-se que os perfis reologicos
ndo apresentam diferencas consideraveis pelo que a presenca da cafeina ndo afetou o

comportamento da microemulsdo A/O/A a 32°C.

A comparacao da ME_B com a ME a 20°C e a 32°C permite verificar que, tal como era
expectavel, a 32°C os valores da viscosidade foram ligeiramente mais baixos que a 20°C,
0 que vai facilitar a aplicagdo. Além disso, o0 comportamento reoldgico reofluidificante com

tensdo de cedéncia e sem tixotropia manteve-se.

Na Figura 28 estdo representados os graficos da tensao de corte versus velocidade de
corte a 32°C das nanodispersfes S/O/A gelificadas sem cafeina (ND_B) e com cafeina

(ND), ao fim de 8, 15, 30, 60 e 90 dias de armazenamento a temperatura ambiente.
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Figura 28: Reogramas a 32°C: A- nanodispersdo S/O/A gelificada sem cafeina (ND_B) e B- nanodisperséo
S/O/A gelificada com cafeina (ND), avaliadas ao fim de 8, 15, 30, 60 e 90 dias de armazenamento.

Analisando a Figura 28 observa-se que ndo ha grandes variagdes nos perfis reoldgicos
em fungdo do tempo, tanto no caso da ND_B como da ND. Comparando estas duas
preparacfes constata-se que a velocidades de corte mais elevadas, a ND apresenta
valores ligeiramente mais baixos que a ND_B. Estes resultados indicam que a presenca

da cafeina apenas afetou ligeiramente a viscosidade do sistema.

A comparacdo da ND_B com a ND a 20°C e a 32°C permite verificar que a 32°C a
viscosidade aparente foi mais baixa, sendo mais facil o seu espalhamento na pele, mas
manteve-se 0 comportamento reoldgico reofluidificante com tensédo de cedéncia e sem

tixotropia.

Estes resultados podem ser comparados com o estudo realizado por Dwornicka et
al.(55), no qual foi analisada a viscosidade a 20°C e a 32°C de cremes contendo 5% de
cafeina, tendo sido observado que a 32°C a viscosidade das preparacdes semissolidas era

menor.

Comparando os resultados das microemulsbes A/O/A gelificadas com as
nanodispersfes S/O/A gelificadas verificou-se que apresentam um comportamento
reolégico semelhante, embora a velocidades de corte mais elevadas as microemulsdes

tenham apresentado valores de viscosidade aparente ligeiramente inferiores.
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3.2.3. Avaliacao da textura

A analise dos parametros de textura, isto €, a firmeza (aferida pelos valores da forga
maxima) e a adesividade (aferida pelos valores da area negativa) das microemulsdes
A/O/A gelificadas e das nanodispersdes S/O/A gelificadas foi realizada a duas
temperaturas, 20°C e 32°C, conforme descrito na seccéo 2.2.5.3. Este ensaio, tal como o
anterior, foi realizado a estas duas temperaturas para poder analisar o comportamento das
preparacdes quando armazenadas a temperatura ambiente (ensaio a 20°C) e quando
aplicadas sobre a pele (ensaio 32°C).

Na Figura 29 estdo representados os resultados da firmeza a 20°C das preparacdes
gelificadas, aos 30, 60 e 90 dias de armazenamento a temperatura ambiente.
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Figura 29: Resultados da firmeza a 20°C para as microemuls8es A/O/A gelificadas sem cafeina (ME_B) e
com cafeina (ME) e para as nanodispersdes S/O/A gelificadas sem cafeina (ND_B) e com cafeina (ND),

avaliadas ao fim de 30, 60 e 90 dias de armazenamento.

O gréfico da Figura 29 mostra que a firmeza a 20°C das microemulsées A/O/A
gelificadas (ME_B e ME) nos primeiros 30 dias de armazenamento ndo apresentaram
diferencas significativas (p=0,192). Contudo, aos 60 e aos 90 dias, verificou-se que 0s
valores de firmeza da ME_B basicamente mantiveram-se constantes, enquanto no caso da
ME os valores foram diminuindo verificando-se diferengas estatisticamente significativas
entre estas preparacdes (p<0,01). Estas diferencas indicam que a presenca da cafeina

provocou uma ligeira diminui¢cdo na firmeza do sistema.
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Os valores da firmeza da ND_B mantiveram-se constantes ao longo do tempo, enquanto
no caso da ND diminuiram com o tempo. Comparando as hanodispersbes S/O/A
gelificadas (ND_B e ND), constatou-se que apresentaram valores de firmeza
estatisticamente diferentes entre si nos primeiros 30 dias de armazenamento (p<0,01). No
entanto, com o decorrer do tempo de armazenamento essa diferenca foi diminuindo,
verificando-se que aos 90 dias os valores da firmeza da ND_B e da ND tenderam a igualar,
ndo apresentando diferencas significativas (p=0,092). A presenca da cafeina provocou

uma diminuigdo acentuada na firmeza da nanodispersao S/O/A.

Comparando os valores de firmeza da ME com a ND, constatou-se que ao fim de 30
dias existiam grandes diferencas entre si, todavia, ao fim de 60 dias essas diferengas eram
menores. Em ambas as situacdes se verificaram diferengas estatisticamente significativas
(p<0,01). No entanto, aos 90 dias os valores de firmeza entre estas duas preparagdes
foram praticamente semelhantes e, portanto, ndo se Vverificaram diferencas

estatisticamente significativas (p=0,173).

Tanto no caso da ME como da ND os valores da firmeza diminuiram ao longo do tempo
de armazenamento, tendo apresentado diferencgas significativas (p<0,01) entre os valores

medidos aos 30 dias e os valores aos 90 dias.

Na Figura 30 estdo representados os resultados da firmeza das preparagdes gelificadas,

avaliados a 32°C, ap0s 30, 60 e 90 dias de armazenamento a temperatura ambiente.
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Figura 30: Resultados da firmeza a 32°C para as microemulsdes A/O/A gelificadas sem cafeina (ME_B) e
com cafeina (ME) e para as nanodispersdes S/O/A gelificadas sem cafeina (ND_B) e com cafeina (ND),

avaliadas ao fim de 30, 60 e 90 dias de armazenamento.
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Observando o grafico da Figura 30 verifica-se que os valores de firmeza a 32°C das
microemulsdes A/O/A gelificadas (ME_B e ME) aumentaram ao longo do tempo,
provavelmente devido a evaporacdo da agua da fase aguosa externa. A firmeza destas
duas preparacfes aos 30 e aos 90 dias de armazenamento apresentaram diferencas
significativas (p=0,022 e p<0,01, respetivamente), sendo os valores da ME mais baixos aos
90 dias, o que indica que a cafeina afetou a microemulsdo A/O/A relativamente a este

parametro.

Os valores de firmeza das nanodispersdes S/O/A gelificadas (ND_B e ND) aumentaram
ao longo do tempo, supostamente devido a evaporacdo da fase aquosa externa.
Comparando ambas as preparacdes, observa-se que os valores da firmeza aos 30 e aos
90 dias de armazenamento apresentaram valores significativamente diferentes (p<0,01 e
p=0,024, respetivamente). Neste caso também se verificou que a adicdo da cafeina

provocou uma diminuigdo da firmeza do sistema.

Pela comparag¢éo da ME com a ND, constatou-se que estes dois sistemas apresentaram
valores de firmeza estatisticamente diferentes desde os 30 dias até aos 90 dias de

armazenamento (p<0,01 aos 30 e 60 dias, e p=0,029 aos 90 dias).

Analisando os resultados da avaliacdo da firmeza a 20°C e a 32°C, verificou-se que no
caso da ME os valores de firmeza a 20°C séo ligeiramente mais altos que a 32°C, em todas

as medic¢6es ao longo dos 90 dias.

Relativamente a ND, ao comparar os valores de firmeza a 20°C e a 32°C observou-se
que a temperatura de 20°C a ND apresentou valores de firmeza mais elevados do que a
32°C em todas as medic¢des, sendo as diferengas estatisticamente significativas (p<0,01).
Este resultado evidencia o efeito do aumento da temperatura na diminuicdo da firmeza

deste tipo de preparacodes.

Os resultados da adesividade a 20°C das preparac¢des gelificadas, aos 30, 60 e 90 dias

de armazenamento a temperatura ambiente encontram-se representados na Figura 31.
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Adesividade a 20°C
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Figura 31: Resultados da adesividade a 20°C para as microemulsdes A/O/A gelificadas sem cafeina (ME_B)
e com cafeina (ME) e para as nanodispersfes S/O/A gelificadas sem cafeina (ND_B) e com cafeina (ND),
avaliadas ao fim de 30, 60 e 90 dias de armazenamento.

Pela analise dos resultados da Figura 31, € possivel observar que a adesividade a 20°C
das microemulsfes A/O/A gelificadas (ME_B e ME) se manteve praticamente constante ao
longo do tempo. A excecdo dos primeiros 30 dias de armazenamento, os valores de
adesividade da ME_B e da ME n&o apresentaram diferengas significativas (p=0,801 e
p=0,653 aos 60 e aos 90 dias, respetivamente). Estes resultados demonstraram que a

cafeina ndo teve qualquer impacto sobre a adesividade do sistema.

No que concerne a adesividade a 20°C das nanodispersdes S/O/A gelificadas (ND_B e
ND) verificou-se que os valores diminuiram com o tempo e que, a excecdo dos primeiros
30 dias, ndo se verificaram diferencas significativas (p=0,294 e p=0,463 aos 60 e aos 90
dias, respetivamente) nos valores deste parametro relativos as preparacdes com e sem

cafeina.

Comparando os valores de adesividade a 20°C da ME com os da ND observou-se que
0s valores sdo muito dispares na primeira medicdo (ao fim de 30 dias), revelando
diferencas estatisticas significativas (p<0,01). Contudo, nas medi¢des seguintes (ao fim de
60 e 90 dias), os valores de adesividade destas duas amostras ndo apresentaram

diferencas significativas (p=0,129 e p=0,906, respetivamente).

Os resultados da adesividade a 32°C das preparacdes gelificadas, aos 30, 60 e 90 dias

de armazenamento a temperatura ambiente encontram-se representados na Figura 32.
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Figura 32: Resultados da adesividade a 32°C para as microemulsGes A/O/A gelificadas sem cafeina (ME_B)
e com cafeina (ME) e para as nanodispersfes S/O/A gelificadas sem cafeina (ND_B) e com cafeina (ND),

avaliadas ao fim de 30, 60 e 90 dias de armazenamento.

Ao analisar os resultados apresentados na Figura 32, observa-se que a adesividade a
32°C das microemulsbes A/O/A gelificadas (ME_B e ME) aos 90 dias aumentou
ligeiramente. Comparando os valores da adesividade da ME_B com a ME, verificou-se
gue aos 90 dias de armazenamento apresentaram diferencas estatisticas significativas

(p=0,021). Portanto, a presenca da cafeina teve um ligeiro efeito na adesividade.

Relativamente a adesividade a 32°C das nanodispersdes S/O/A gelificadas (ND_B e
ND) verificou-se que os valores praticamente se mantiveram constantes, ndo se tendo
observado diferengas estatisticas significativas entre as duas preparacdes ao fim de 90
dias (p=0,694, p=0,077 e p=0,959 aos 30, 60 e 90 dias, respetivamente). Assim, é possivel

inferir que a presenca da cafeina ndo afetou o sistema.

Analisando os valores de adesividade a 32°C da ME com os da ND pode constatar-se
gue na primeira medicao (ao fim de 30 dias) e na ultima (ao fim de 90 dias), estas duas
preparacdes apresentam valores de adesividade semelhantes.

Comparando a adesividade a 20°C com a adesividade a 32°C verificou-se que no caso
da ME, a excecao da medicao aos 30 dias, os valores da adesividade a 32°C foram mais
baixos que a 20°C. Assim, ao comparar a ME a estas duas temperaturas, ao fim de 90 dias
observaram-se diferencas significativas (p<0,01), o que demonstra que, de um modo geral,

a temperaturas mais elevadas os valores de adesividade sdo mais baixos.
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Em relacdo a ND, ao comparar os valores de adesividade a 20°C com os valores a 32°C
verificou-se que, a excecao da medicdo aos 60 dias, os valores de adesividade a 32°C ao
fim de 90 dias sdo mais baixos que a 20°C, apresentando diferencas significativas (p<0,01
e p=0,022 aos 30 e aos 90 dias, respetivamente). Este resultado evidenciou que, também
no caso da nanodispersao S/O/A, a temperaturas mais elevadas os valores da adesividade

foram mais baixos.

De um modo geral, pode-se inferir que tanto nas microemulsdes A/O/A gelificadas como
nas nanodispersdes S/O/A gelificadas verificou-se que a firmeza e a adesividade séo
menores a 32°C. Estes resultados sé@o coerentes com os resultados da viscosidade
apresentados na sec¢ao anterior, em que se observou também que a uma temperatura
mais alta, as preparacdes sdo menos viscosas. Além disso, como os valores de firmeza e
adesividade ndo sdo muito diferentes, comparando os dois tipos de formulacbes
desenvolvidas neste trabalho, pode-se afirmar que ambas sdo adequadas para uma facil
remocao do recipiente de acondicionamento e a sua menor consisténcia a temperatura

corporal facilita a aplicagéo na pele.

Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos num outro estudo (52) no
gual foi também observado que as microemulsfes gelificadas apresentaram uma menor

firmeza e adesividade a temperaturas mais elevadas.
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3.2.4. Estabilidade acelerada por centrifugacéo

De modo a prevenir eventuais alteracdes nas preparacdes gelificadas ao longo do
tempo, realizou-se um ensaio de estabilidade acelerada. As microemulsdes A/O/A
gelificadas com e sem cafeina e as nanodispersdes S/O/A gelificadas com e sem cafeina
foram submetidas a centrifugagdo durante 30 min, a 3000 rpm, conforme descrito na

secgdo 2.2.5.4.

Os resultados do ensaio de estabilidade acelerada para as microemulsdes gelificadas e

para as nanodispersdes gelificadas encontram-se representados nas Figuras 33 e 34.

Figura 33:Aspeto das microemulsGes A/O/A Figura 34:Aspeto das nanodispers@es S/O/A
gelificadas, apds serem submetidas ao ensaio gelificadas, ap6s serem submetidas ao ensaio
de estabilidade acelerada por centrifugagao. de estabilidade acelerada por centrifugagéo.

ApoOs a centrifugacéo verificou-se que as amostras tanto das microemulsées como das
nanodispersfes permanecem com 0 mesmo aspeto homogéneo constatado logo apods a
preparacdo. Tal como se pode constatar nas Figuras 33 e 34, ndo se visualizou separagéo
de fases, precipitagdo, formagdo de grumos ou quaisquer outros sinais de instabilidade,
demonstrando que sao preparagdes estaveis quando submetidas a condicbes de forca

centrifuga excessiva.

Estes resultados foram também obtidos num estudo sobre microemulsées multiplas (52)
em que apos centrifugacao, todas as microemulsées multiplas preparadas permaneceram

homogéneas e apresentaram uma boa estabilidade fisica.
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3.2.5. Teor de cafeina

Como referido anteriormente, antes de se proceder ao doseamento da cafeina foi
necessario realizar uma curva de calibracdo, para posteriormente usar a equacao da reta
para calcular o teor de cafeina presente nas formulacdes. Para obter a curva de calibracao
foram preparadas solu¢des padrao de cafeina numa solucdo de NaCl 1% (m/v) em
concentracdes compreendidas entre 2 ug/ml e 20 pg/ml, e lidas as respetivas absorvancias
a 273 nm, sendo os resultados expressos no grafico da Figura 35.

Curva de calibracao
1,2

y = 0,0509x + 0,0104
R?=0,9995

o
[

Absorvancia
o
()]

0 5 10 15 20 25
Concentracdo (pg/mL)

Figura 35: Curva de calibracdo dos padrbes de cafeina em solucdo de NaCl 1%.

O método de doseamento da cafeina por espectrofotometria UV/Vis demonstrou
apresentar uma correlacdo linear para a gama de concentra¢cbes analisadas, tendo sido
obtido um valor do coeficiente de determinacgéo (R?) superior a 0,999, o que € indicativo de

uma correlacao satisfatoria.

Todos os valores das absorvancias obtidos para as preparagdes com cafeina foram
corrigidos de forma a eliminar a interferéncia dos componentes que pudessem absorver no

mesmo comprimento de onda que a cafeina (descrito na seccao 2.2.5.5).

Verificou-se que ao fim de 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente, a ME
apresentou um decréscimo de 7,56% do teor de cafeina. Este resultado sugere que a
molécula podera ter sofrido uma ligeira degradacéo, revelando ser um pouco instavel neste
sistema. No caso da ND, nao se verificou henhuma alteracéo no teor de cafeina, indicando
que esta ndo sofreu degradacéo ao fim de 30 dias e, como tal, revelou ser estavel neste

tipo de sistema.
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Como a microemulsao A/O/A gelificada apresentou uma menor estabilidade quimica em
relacdo a nanodispersdo S/O/A, pode inferir-se que o tipo de sistema poderd ter tido

influéncia na degradacgéo da cafeina.

Num estudo realizado por Dwornicka et al. (55) é possivel observar que estes autores
também recorreram a espetrofotometria UV/VIS, num comprimento de onda de 273 nm
para dosear a quantidade de cafeina presente nos cremes preparados. Neste estudo os

autores verificaram que todas as preparac¢des continham um teor de 100% de cafeina.

3.2.6. Libertacdo in vitro de cafeina a partir da microemulséo gelificada e da

nanodispersao gelificada

O perfil de libertacéo in vitro da cafeina foi avaliado utilizando o aparelho de dissolucao
SOTAX AT7 (Suica) com pé agitadora, contendo 250 ml de solu¢do tampéo de fosfatos pH
7,4, a 37,0+£0,5°C, utilizando 2,5 g de microemulsdo A/O/A gelificada e de nanodispersao
S/O/A gelificada.

De forma a determinar a concentragcdo de cafeina libertada das formulagdes ao longo
de 5 horas, foi efetuada a andlise das absorvancias das amostras recolhidas (lidas a 273
nm), na qual os valores finais das absorvancias foram corrigidos de forma a eliminar a
interferéncia dos componentes (descrito na secgcdo 2.2.5.6). Posteriormente, as
concentracdes foram calculadas utilizando a equacao da reta da curva de calibracdo obtida

anteriormente na secgao 3.1.4.

Na Figura 36 estao representados os perfis de libertagcéo in vitro da cafeina a partir da

microemulséo A/O/A e da nanodispersédo S/O/A gelificadas, ao longo de 5 horas de ensaio.
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Figura 36: Perfis de libertac@o da cafeina a partir das formulag8es gelificadas.

Observando o grafico da Figura 36, verifica-se que no caso da ME mais de 10% da
cafeina foi libertada nos primeiros 30 min de ensaio. Ao fim de 2 horas de ensaio, € possivel
constatar que houve uma libertacéo de aproximadamente 35% da cafeina e que no fim das

5 horas de ensaio foi libertada cerca de 50% da cafeina.

No caso da ND, constata-se que nos primeiros 30 min de ensaio, foi libertada
aproximadamente 10% da cafeina. Posteriormente, ao fim de 2 horas de ensaio, € possivel
observar que cerca de 20% da cafeina foi libertada, verificando-se que ao fim das 5 horas

de ensaio foi libertado cerca de 40% deste ingrediente ativo.

Analisando os dois perfis de libertagdo é possivel observar que na primeira hora de
ensaio, ambas as formulacdes apresentam uma percentagem de libertacdo de cafeina
semelhante (préximo de 20%). Contudo, a partir dai a ME revelou ser a preparagado que
libertou uma maior quantidade do ingrediente ativo. A ND necessitou de 5 horas para
libertar 40% da cafeina, enquanto a ME apenas necessitou de 3 horas para libertar a
mesma quantidade. A ME mostrou ser o sistema que libertou mais rapidamente a cafeina,
e como tal, sera o sistema mais adequado para uma acao mais rapida da cafeina, enquanto

a ND podera ter mais interesse caso se pretenda uma libertacdo mais prolongada.

Na Figura 37 esta representada a comparacgédo dos perfis de libertacao in vitro da cafeina
a partir da microemulsédo A/O/A e da nanodispersdo S/O/A né&o gelificadas (referidas na

secc¢do 3.1.5) com os da microemulsdo A/O/A e da nanodispersédo S/O/A gelificadas.
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Figura 37: Comparacao dos perfis de libertacéo da cafeina em formula¢des nao gelificadas com as

formulacdes gelificadas.

No grafico da Figura 37 é possivel verificar que as formulagbes néo gelificadas
libertaram muito mais rapidamente a cafeina que as formulagdes gelificadas. Isto pode ser
observado logo nos primeiros 30 min, em que a ME e a ND néo gelificadas libertaram
aproximadamente 40% e 60%, respetivamente, enquanto a ME e a ND gelificadas apenas
libertaram cerca de 10%. Além disso, a ME e a ND conseguem libertar na totalidade a
quantidade de cafeina incorporada no sistema, necessitando de 2 horas no caso da ME e
3 horas no caso da ND. No entanto, as preparacdes gelificadas ndo conseguem libertar a
totalidade da cafeina, ao fim de 5 h de ensaio, o que pode ser explicado pela presenca do
gelificante que confere viscosidade ao sistema e dificulta a libertagcdo da cafeina. Em

ambas as situacgdes, a ME foi o sistema que revelou apresentar uma libertagdo mais rapida.

Num estudo realizado por Reis et al. (56) sobre a influéncia do sistema de libertagédo na
permeacao de uma molécula hidrofilica, estes autores usaram a cafeina como modelo, e
constataram que em preparacdes semissolidas, a libertacdo deste ingrediente ativo é
retardada devido a viscosidade do sistema, apresentando uma libertacdo mais rapida em
solucdes aquosas em relacdo as preparacdes semissolidas. Os resultados obtidos neste

trabalho estdo, portanto, em concordancia com os descritos por estes autores.
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4.Conclusdes

A nanotecnologia é uma area que tem sido amplamente utilizada na inddstria da
cosmeética para melhorar a estabilidade e a eficacia dos seus produtos. Num produto
cosmeético apesar de ser fundamental o tipo de ingrediente ativo presente, também é
importante a base em que o mesmo esta inserido e o eventual nanossistema de transporte

utlizado.

Na literatura cientifica existem varios estudos que comprovam uma melhor eficicia dos
ingredientes ativos cosmeéticos incorporados em nanossistemas, como por exemplo,
microemulsdes e nanodispersdes. Assim, dado que os nanossistemas tém, entre outras, a
vantagem de promover a penetracdo cutanea dos ingredientes ativos, a sua utilizagdo tem

vindo a crescer ao longo dos anos.

Neste trabalho foram desenvolvidas microemulsdes S/O/A gelificadas e nanodispersfes
S/O/A gelificadas, contendo cafeina, tendo em vista a sua utilizagdo como anticeluliticos.
Numa fase inicial foram preparadas e caracterizadas as microemulsdes A/O/A e as
nanodispersfes S/O/A antes de serem gelificadas, tendo sido avaliado o tamanho das
goticulas da fase oleosa, o0 pH, a estabilidade acelerada por centrifugacao e a libertagéo in
vitro da cafeina. No que se refere ao tamanho das goticulas, as nanodispersdes
apresentaram valores inferiores aos das microemulsdes, e também foram as preparacgdes
que apresentaram o valor de Span mais préximo de 1, indicando que séo sistemas com
tamanhos de goticulas mais uniformes. As nanodispersdes apresentaram também valores
de pH mais compativeis com a pele. Os estudos de estabilidade acelerada por
centrifugacéo revelaram que as microemulsdes e as nanodispersfes séo estaveis quando
expostas a forga gravitica utilizada neste ensaio. Em relagdo ao ensaio de libertagcéo in
vitro da cafeina, ambas as preparacdes libertaram a totalidade da cafeina ao fim de 3h,

porém a microemulsdo foi o sistema que libertou mais rapidamente.

Posteriormente, as preparacdes foram gelificadas com Carbopol® 980 NF e foram
caracterizadas relativamente ao pH, comportamento reoldgico, textura, estabilidade
acelerada por centrifugacéo, teor de cafeina e libertagdo in vitro da cafeina. No que diz
respeito ao pH, as nanodispersdes gelificadas apresentaram valores um pouco mais
elevados que as microemulsfes, porém ambas as preparagfes exibiram um pH compativel
com a aplicagcdo cuténea, o qual se manteve praticamente constante ao longo de 90 dias

de armazenamento, evidenciando a estabilidade quimica das formula¢des desenvolvidas.

No que diz respeito a reologia, todas as preparacdes apresentaram comportamento

reofluidificante com tenséo de cedéncia e sem tixotropia, tanto a 20°C como a 32°C, o qual
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se manteve praticamente sem alteracdes ao longo do tempo, indicando que as formulagdes
sao estaveis. No entanto, a microemulsdo foi o sistema que apresentou valores mais baixos

de tenséo de corte e, por conseguinte, menor viscosidade aparente.

Quanto aos parametros de textura, firmeza e adesividade, as microemulstes e as
nanodispersoes gelificadas apresentaram valores mais baixos a 32°C do que a 20°C, tendo
estes resultados sido concordantes com os resultados da viscosidade. No entanto, ambos
0s sistemas apresentaram uma consisténcia adequada para a remoc¢ao do recipiente de

acondicionamento e espalhamento na pele.

Relativamente ao ensaio de estabilidade acelerada, as microemulsdes e as
nanodispersfes gelificadas permaneceram com aspeto homogéneo, fazendo prever uma

estabilidade fisica a longo prazo.

No que concerne ao teor de cafeina presente nas preparacdes gelificadas, a
nanodispersdo S/O/A ndo apresentou nenhuma alteracéo do valor de cafeina ao fim de 30
dias. J& a microemuls@o A/O/A revelou uma ligeira diminuigdo do teor de cafeina ao fim de

30 dias, podendo ser indicativo da ocorréncia de degradacao.

O ensaio de libertagdo in vitro da cafeina demonstrou que ao fim de 5 horas nenhuma
das preparacdes gelificadas libertou a totalidade da cafeina, sendo a microemulsdo o
sistema que libertou maior quantidade. Comparando com as preparagdes néo gelificadas
verificou-se, como era expectavel, que a presenca do agente gelificante retardou a
libertacdo da cafeina, permitindo uma acdo mais prolongada. De um modo geral, a
nanodispersdo S/O/A apresentou uma libertagdo mais lenta da cafeina do que a

microemulsao A/O/A.

Os estudos in vitro possibilitam a previsdo do comportamento das preparacdes
cosmeticas in vivo, permitindo reduzir a realizacdo de ensaios em voluntarios, seguindo,
deste modo, os principios da declaracdo de Helsinquia da Associacdo Médica Mundial.
Contudo, para que um produto cosmético seja introduzido no mercado, é fundamental a
realizacdo de ensaios em voluntarios. Assim, num trabalho futuro seria pertinente
considerar a hipGtese de testar a microemulsdo A/O/A e a nanodispersdo S/O/A em
voluntérios, de modo a avaliar as propriedades da cafeina incorporada nas formulacdes

semissolidas desenvolvidas neste trabalho com a finalidade de reduzir a celulite.

Em suma, os resultados deste trabalho permitiram concluir que, de um modo geral,
ambas as formulacfes desenvolvidas demonstraram ser estaveis, com pH compativel com
a pele, bem como comportamento reolégico e textura adequadas. Apesar de a

nanodispersdo S/O/A gelificada ter apresentado maior estabilidade quimica, a
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microemulsao A/O/A apresentou uma libertagdo mais rapida da cafeina. No entanto, ambas

poderdo constituir sistemas promissores para promover a penetracdo cutdnea da cafeina.

67



5.Referéncias Bibliograficas

1. Lai F, Caddeo C, Manca ML, Manconi M, Sinico C, Fadda AM. What's new in the
field of phospholipid vesicular nanocarriers for skin drug delivery. International Journal of
Pharmaceutics. 2020;583:119398.

2. Parhi R, Suresh P, Mondal S, Kumar PM. Novel Penetration Enhancers for Skin
Applications: A Review. Current drug delivery. 2011;9:219-30.

3. Agarwal S, Krishnamurthy K. Histology, Skin. StatPearls. Treasure Island (FL):
StatPearls Publishing Copyright © 2021, StatPearls Publishing LLC.; 2021.

4, Nafisi S, Maibach HI. Chapter 3 - Skin penetration of hanoparticles. In: Shegokar R,
Souto EB, editors. Emerging Nanotechnologies in Immunology. Boston: Elsevier; 2018. p.
47-88.

5. Skin layers [Internet]. Disponivel em:
https://medlineplus.gov/ency/imagepages/8912.htm [acedido em 10/11/2021].

6. Yousef H, Alhajj M, Sharma S. Anatomy, Skin (Integument), Epidermis. StatPearls.
Treasure Island (FL): StatPearls Publishing Copyright © 2021, StatPearls Publishing LLC.;
2021.

7. Ramadon D, McCrudden MTC, Courtenay AJ, Donnelly RF. Enhancement
strategies for transdermal drug delivery systems: current trends and applications. Drug
Deliv Transl Res. 2021:1-34.

8. Dagbrowska AK, Rotaru GM, Derler S, Spano F, Camenzind M, Annaheim S, et al.
Materials used to simulate physical properties of human skin. Skin Res Technol.
2016;22(1):3-14.

0. Vinay Mishra SB. Transdermal Drug Delivery System- A Total View. 2011.

10. Lane ME. Skin penetration enhancers. International Journal of Pharmaceutics.
2013;447(1):12-21.

11. Kovacik A, Kope¢na M, Vavrova K. Permeation enhancers in transdermal drug
delivery: benefits and limitations. Expert Opin Drug Deliv. 2020;17(2):145-55.

12. Silva JA, Apolinario A, Souza MSR, Damasceno B, Medeiros AC. Cutaneous
administration of drugs: Challenges and strategies for the development of transdermal
formulations. Revista de Ciencias Farmaceuticas Basica e Aplicada. 2010;31.

13. Katz LM, Dewan K, Bronaugh RL. Nanotechnology in cosmetics. Food Chem
Toxicol. 2015;85:127-37.

14. Vogt A, Wischke C, Neffe AT, Ma N, Alexiev U, Lendlein A. Nanocarriers for drug
delivery into and through the skin - Do existing technologies match clinical challenges? J
Control Release. 2016;242:3-15.

68


https://medlineplus.gov/ency/imagepages/8912.htm

15. Europeia C. Comunicacao da Comisséo ao Parlamento Europeu, ao Conselho e ao
Comité Econdmico e Social Europeu [Disponivel em: https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/PT/TXT/PDF/?uri=CELEX:52012DC0572&from=ES [acedido em 21/11/2022].

16. Callender SP, Mathews JA, Kobernyk K, Wettig SD. Microemulsion utility in
pharmaceuticals: Implications for multi-drug delivery. Int J Pharm. 2017;526(1-2):425-42.
17. Tartaro G, Mateos H, Schirone D, Angelico R, Palazzo G. Microemulsion
Microstructure(s): A Tutorial Review. Nanomaterials (Basel). 2020;10(9).

18. Kitaoka M, Wakabayashi R, Kamiya N, Goto M. Solid-in-oil nanodispersions for
transdermal drug delivery systems. Biotechnol J. 2016;11(11):1375-85.

19. Lakshmi JA, Kumar BA, Gupta S, editors. Investigation of Microemulsion as a
Potential Carrier for Advanced Transdermal Delivery: An Overview2013.

20. Mcclements DJ. Nanoemulsions versus microemulsions: terminology, differences,
and similarities. Soft Matter. 2012;8:1719-29.

21. Lawrence MJ, Rees GD. Microemulsion-based media as novel drug delivery
systems. Adv Drug Deliv Rev. 2000;45(1):89-121.

22. Zhu W, Guo C, Yu A, Gao Y, Cao F, Zhai G. Microemulsion-based hydrogel
formulation of penciclovir for topical delivery. Int J Pharm. 2009;378(1-2):152-8.

23. Butani D, Yewale C, Misra A. Amphotericin B topical microemulsion: Formulation,
characterization and evaluation. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. 2014;116:351-8.
24. Tahara Y, Kamiya N, Goto M. Solid-in-oil dispersion: a novel core technology for
drug delivery systems. Int J Pharm. 2012;438(1-2):249-57.

25. Piao H, Kamiya N, Hirata A, Fujii T, Goto M. A novel solid-in-oil nanosuspension for
transdermal delivery of diclofenac sodium. Pharm Res. 2008;25(4):896-901.

26. Tahara Y, Honda S, Kamiya N, Piao H, Hirata A, Hayakawa E, et al. A solid-in-oil
nanodispersion for transcutaneous protein delivery. J Control Release. 2008;131(1):14-8.
27. Wakabayashi R, Sakuragi M, Kozaka S, Tahara Y, Kamiya N, Goto M. Solid-in-Oil
Peptide Nanocarriers for Transcutaneous Cancer Vaccine Delivery against Melanoma.
Molecular Pharmaceutics. 2018;15(3):955-61.

28. Cosméticos PI. Quais os ingredientes de um anticelulitico? Disponivel em:
https://portalinfocosmeticos.pt/produtos/quais-os-ingredientes-de-um-anticelulitico/
[acedido em 20/07/2022].

29. Friedmann DP, Vick GL, Mishra V. Cellulite: a review with a focus on subcision. Clin
Cosmet Investig Dermatol. 2017;10:17-23.

30. Luebberding S, Krueger N, Sadick NS. Cellulite: An Evidence-Based Review.
American Journal of Clinical Dermatology. 2015;16(4):243-56.

31. Nurnberger F, Miller G. So-called cellulite: an invented disease. J Dermatol Surg
Oncol. 1978;4(3):221-9.

69


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/PT/TXT/PDF/?uri=CELEX:52012DC0572&from=ES
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/PT/TXT/PDF/?uri=CELEX:52012DC0572&from=ES
https://portalinfocosmeticos.pt/produtos/quais-os-ingredientes-de-um-anticelulitico/

32. Sadick N. Treatment for cellulite. International Journal of Women's Dermatology.
2019;5(1):68-72.

33. Turati F, Pelucchi C, Marzatico F, Ferraroni M, Decarli A, Gallus S, et al. Efficacy of
cosmetic products in cellulite reduction: systematic review and meta-analysis. J Eur Acad
Dermatol Venereol. 2014;28(1):1-15.

34, Roure R, Oddos T, Rossi A, Vial F, Bertin C. Evaluation of the efficacy of a topical
cosmetic slimming product combining tetrahydroxypropyl ethylenediamine, caffeine,
carnitine, forskolin and retinol, In vitro, ex vivo and in vivo studies. Int J Cosmet Sci.
2011,;33(6):519-26.

35. Herman A, Herman AP. Caffeine's mechanisms of action and its cosmetic use. Skin
Pharmacol Physiol. 2013;26(1):8-14.

36. Shakeel F, Ramadan W. Transdermal delivery of anticancer drug caffeine from
water-in-oil nanoemulsions. Colloids Surf B Biointerfaces. 2010;75(1):356-62.

37. Caffeine [Internet]. 2022. Disponivel em:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Caffeine [acedido em 10/02/2022].

38. Infarmed. Cosmeéticos Disponivel em:
https://www.infarmed.pt/web/infarmed/entidades/cosmeticos [acedido em 09/06/2022].

39. Mustapha RB, Lafforgue C, Fenina N, Marty JP. Influence of drug concentration on
the diffusion parameters of caffeine. Indian J Pharmacol. 2011;43(2):157-62.

40. Buchi. Rotavapor® R-100 Manual de instrucdes Disponivel em:
https://assets.buchi.com/image/upload/v1605799597/pdf/Operation-
Manuals/OM_11593795 R-100_ptb.pdf [acedido em 20/06/2022].

41. Ltd MP. Laser Diffraction Disponivel em:
https://www.malvernpanalytical.com/en/products/technology/light-scattering/laser-
diffraction [acedido em 20/06/2022].

42. Panalytical M. A basic guide to particle characterization Disponivel em:
https://www.malvernpanalytical.com/en/learn/knowledge-
center/Whitepapers/WP120620BasicGuidePartChar.html [acedido em 10/02/2022].

43. Zaidi k. 429 Light Diffraction Measurement of Particle Size. USP29—NF24 Disponivel
em: http://www.pharmacopeia.cn/v29240/usp29nf24s0_c429.html [acedido em
19/06/2022].

44, Krambeck K. Desenvolvimento de Preparacfes Cosméticas contendo Vitamina C
Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto; 2009.

45, Santos PS. Desenvolvimento e caracterizacdo de microemulsdes e microemulgeles

contendo ibuprofeno: Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto; 2015.

70


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Caffeine
https://www.infarmed.pt/web/infarmed/entidades/cosmeticos
https://assets.buchi.com/image/upload/v1605799597/pdf/Operation-Manuals/OM_11593795_R-100_ptb.pdf
https://assets.buchi.com/image/upload/v1605799597/pdf/Operation-Manuals/OM_11593795_R-100_ptb.pdf
https://www.malvernpanalytical.com/en/products/technology/light-scattering/laser-diffraction
https://www.malvernpanalytical.com/en/products/technology/light-scattering/laser-diffraction
https://www.malvernpanalytical.com/en/learn/knowledge-center/Whitepapers/WP120620BasicGuidePartChar.html
https://www.malvernpanalytical.com/en/learn/knowledge-center/Whitepapers/WP120620BasicGuidePartChar.html
http://www.pharmacopeia.cn/v29240/usp29nf24s0_c429.html

46. Abels C, Reich H, Knie U, Werdier D, Lemmnitz G. Significant improvement in mild
acne following a twice daily application for 6 weeks of an acidic cleansing product (pH 4). J
Cosmet Dermatol. 2014;13(2):103-8.

47. Prista LN, Alves AC, Morgado R. Tecnologia farmacéutica. 72 ed. Lisboa: Fundacéo
Calouste Gulbenkian; 2008.

48. Tichota DM, Silva AC, Sousa Lobo JM, Amaral MH. Design, characterization, and
clinical evaluation of argan oil nanostructured lipid carriers to improve skin hydration. Int J
Nanomedicine. 2014;9:3855-64.

49.  Almeida HEPPdJ. Aplicagdo de polimeros sensiveis a estimulos em sistemas de
libertacdo modificada de farmacos para uso oftalmico: Faculdade de Farmécia da
Universidade do Porto; 2015.

50. Teeranachaideekul V, Souto EB, Junyaprasert VB, Miller RH. Cetyl palmitate-
based NLC for topical delivery of Coenzyme Q(10) - development, physicochemical
characterization and in vitro release studies. Eur J Pharm Biopharm. 2007;67(1):141-8.
51. Souto EB, Cano A, Martins-Gomes C, Coutinho TE, Zielinska A, Silva AM.
Microemulsions and Nanoemulsions in Skin Drug Delivery. Bioengineering (Basel).
2022;9(4).

52. Gomes CS. Sistemas baseados em microemulsdes para a administragdo cutanea
de proteinas: Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto; 2020.

53. Eiras FRL. Desenvolvimento, caracterizacdo e avaliagdo da biocompatibilidade e
do potencial irritativo de formulacdes cosmeéticas & base de nanoparticulas lipidicas
Faculdade de Farméacia da Universidade do Porto; 2016.

54. Price MJ, Trbovich M. Chapter 50 - Thermoregulation following spinal cord injury.
In: Romanovsky AA, editor. Handbook of Clinical Neurology. 157: Elsevier; 2018. p. 799-
820.

55. Dwornicka D, Wojciechowska K, Zun M, Kasperek R, Swiader K, Szumilo M, et al.
The inflluence of emulsifiers on physical properties and release parameters of creams with
caffeine. Current Issues in Pharmacy and Medical Sciences. 2015;28:81-4.

56. Reis C, Carvalho P, Cangueiro M, Fernandes C, Rosado C. Influéncia do sistema

de libertacdo na permeacdo de uma molécula hidrofilica. 2010.

71



