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RESUMO

FREIRE, T.B. Desenvolvimento e avaliagdo da seguranca e eficicia de nanoemulséo
com cafeina com acdo na HDLG, 2017. 122p (Dissertacdo de Mestrado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2017.

A Hidrolipodistrofia Ginoide (HDLG), popularmente conhecida como celulite, ocorre
em 80 a 90% da populacdo feminina apd6s o periodo da puberdade, provem de uma
modificacdo metabdlica no tecido adiposo cutaneo. A cafeina, por sua vez, promove uma agdo
lipolitica e é muito utilizada por formuladores. Este projeto buscou obter nanoemulsdo
contendo, como ingredientes principais, tensoativos (Oleth-3; Oleth-20) e cafeina pelo
método de emulsificacdo por (TIF). Foram desenvolvidas emulsdes, sendo a F3, a mais
transliicida com Temperatura clearing-boundary (Tcb) de aproximadamente 80 °C e
temperatura de inverséo de fase (TIF) de 85 °C. No Teste de Estabilidade Preliminar (TEP), a
nanoemulsdo ndo apresentou modificagdes nas suas caracteristicas organolépticas, exceto no
teste de estresse térmico no qual ocorreu separacdo de fases acima de 70°C. No Teste de
Estabilidade Normal (TEN) a condicdo de 45,0 + 2,0 °C apresentou instabilidade, nos demais
valores de temperatura as nanoemulsdes foram classificadas como normal. Os valores de pH
para as condicdes de 25,0 + 2,0 °C e 5,0 + 2,0 °C decairam no decorrer dos 90 dias, 13,7 e 2%
respectivamente. Estes valores foram avaliados por ANOVA, seguido do Teste de Tukey,
sugerindo que o armazenamento da F3 seja refrigerado. Os indices de polidispersdo
apresentaram desvio reduzido de 0,1. Indicando a presenca de goticulas com alta
polidispersibilidade e carater monodisperso. O tamanho de goticula na condi¢cdo de 5,0 + 2,0
°C teve tamanho e percentual de variagdo inferior em relacdo a condigdo 25,0 + 2,0 °C. O
potencial zeta no t0 foi de -3,9. O percentual de Transmitancia no t0 e com t90 dias de TEN
apresentou valores de 48,7 e 6,5% respectivamente, indicando uma perda da transparéncia no
decorrer do tempo. A constante de Ostwald na condi¢do de geladeira foi favordvel para a
estabilidade. No ensaio com a espectroscopia Raman foi comparado o espectro da cafeina em
solucdo em diversos valores de pH e ndo foi observado o deslocamento de bandas e nem sua
protonacdo. As bandas de cafeina encontradas na F3 foram compativeis com as encontradas
na solucdo de cafeina (1337; 652,5 e 558,2 cm™). N&o houve interagdo da cafeina anidra com
0 6leo Caprylic/Capric Triglyceride (TAAC) e nem com 0s tensoativos Oleth-3 e Oleth-20. A
validacdo analitica do método foi linear, precisa e exata. Houve reducdo da concentracdo de
cafeina ao longo do tempo da TEN, na condicdo de 5,0 + 2,0 °C (15,1%). A eficiéncia de
associacdo da cafeina na goticula foi 4,8%. No ensaio de seguranca de uso de nanoemulsao in
vitro HET CAM — Hen's Egg Test — Chorioallantoic Membrane, o resultado de 1,4
classificou a nanoemulsdo F3 como levemente irritante. No ensaio de permeacao cutanea em
membrana natural (pele humana) as concentracOes permeadas ndo ultrapassaram a
concentracdo de saturacdo do tampao Phosfate Saline (PBS) (48,96 ug/3mL). A solugcdo com
cafeina permeou mais que a nanoemulsdo com cafeina F3, porém a nanoemulsdo melhorou
visualmente e sensorialmente a precipitacdo da cafeina.

Palavras-chave: celulite, cafeina, hidrolipodistrofia ginoide, nanoemulsdo, permeacao
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ABSTRACT

FREIRE, T.B. Development and evaluation of the safety and efficacy of caffeine
nanoemulsion with action in HDLG 2017. 122p (Masters Dissertation). Faculty of
Pharmacy Sciences, University of S&o Paulo, S&o Paulo, 2017.

Ginoide Hydrolipodystrophy (HDLG), commonly known as cellulite, occurs in 80-90% of the
female population after the puberty period, comes from a metabolic modification in cutaneous
adipose tissue. Caffeine, in turn, promotes a lipolytic action and is widely used by
formulators. This project obtained nanoemulsion containing as main ingredients surfactants
(Oleth-3; Oleth-20) and caffeine by emulsification method by (TIF). Emulsions were
developed, with F3 being chosen, the most translucent with clearing-boundary Temperature
(Tcb) of approximately 80 °C and phase inversion temperature (TIF) of 85 °C. In the
Preliminary Stability Test (PET), the nanoemulsion showed no changes in its organoleptic
characteristics, except in the thermal stress test in which phase separation occurred above 70 °
C. In the Normal Stability Test (TEN) the condition of 45.0 + 2.0 °C showed instability, in the
other temperature values the nanoemulsions were classified as normal. The pH values for the
conditions of 25.0 + 2.0 °C and 5.0 + 2.0 °C declined over the course of 90 days, 13.7 and
2.0% respectively. These values were evaluated by ANOVA, followed by Tukey's test,
suggesting that F3 storage should be refrigerated. The polydispersion indices showed reduced
deviation of 0.1. Indicating the presence of droplets with high polydispersity and
monodisperse character. The droplet size in the condition of 5.0 + 2.0 °C had size and
percentage of variation lower than the condition 25.0 £ 2.0 ° C. The zeta potential at tO was -
3.9. The percentage of Transmittance at t0 and with t90 days of TEN presented values of 48.7
and 6.5% respectively, indicating a loss of transparency over time. Evaluated constant of
Ostwald, in the refrigerator condition was the most favorable for stability. In the Raman
spectroscopy assay the caffeine spectrum was compared in solution at various pH values and
the band displacement and its protonation were not observed. The caffeine bands found in F3
were compatible with those found in the caffeine solution (1337, 652.5 and 558.2 cm -1).
There was no interaction of caffeine anhydrous with Caprylic/Capric Triglyceride oil
(TAAC) nor with Oleth-3 and Oleth-20 surfactants. The analytical validation of the method
was linear, precise and accurate. There was a reduction of the caffeine concentration over the
TEN time, in the condition of 5.0 + 2.0 °C (15.1%). The caffeine association efficiency in the
droplet was 4.8%. In the safety assay of using nanoemulsion in vitro HET CAM - Hen's Egg
Test - Chorioallantoic Membrane, the result of 1.4 ranked the nanoemulsion F3 as slightly
irritating. In the natural membrane cutaneous permeation test (human skin) permeate
concentrations did not exceed the saturation concentration of the (PBS) Phosfate Saline
(48.96 ng/3 mL). The caffeine solution permeated more than the nanoemulsion with caffeine
F3, but the nanoemulsion visually and sensorially improved the caffeine precipitation.

Key words: cellulite, caffeine, gynoid hydrolipodystrophy, nanoemulsion, permeation.



1 - INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

A Hidrolipodistrofia ginoide (HDLG) é uma distrofia dos tecidos mesenquimais,
sendo comumente conhecida como celulite (BORGES, 2010).

A alteracdo no relevo cutdneo € a principal caracteristica da HDLG, sendo notada,
com maior incidéncia nos membros inferiores, na cintura pélvica e no obdémen, atingindo
cerca de 80 a 90% da populacdo feminina apos a puberdade (SANTOS et al., 2011).

A cafeina tem sido veiculada em formulacGes para amenizar os efeitos da HDLG
(BERTIN et al., 2001; SAINIO et al., 2000, KRUPEK & MAREZE-DA-COSTA, 2012) por
inibir a enzima fosfodiesterase, resultando em um aumento da adenosina monofosfato ciclica
(AMPc) a qual ativa a enzima lipase e provoca a lipdlise dos triacilglicerdis (RAWLINGS,
2006; DUNCAN, 2007; RIBEIRO, 2010).

As formulacdes anticeluliticas devem respeitar o limite de concentracdo determinado
pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), a qual estipulou por meio do
Parecer Técnico n° 1, de 29 de junho de 2002, que nos produtos cosméticos a cafeina deve ter
limite de concentragdo de 8% (BRASIL, 2002).

O emprego da concentracdo maxima permitida da cafeina em formulagdes cosméticas
ndo garante um incremento da permeagdo eOu penetracdo cutdnea, uma vez que diversos
parametros estdo envolvidos na difusdo do componente ativo na pele (HADGRAFT, 1999).

A nanotecnologia representa uma alternativa tecnoldgica para componentes ativos de
baixa solubilidade e tendéncia a precipitacdo por modificar as propriedades dos mesmos
(NANOTECH, 2009). Nanoemulsdes possuem tamanho de micela na escala nanométrica,
variando de acordo com os autores: (entre 20-500 nm) (MEI et al., 2011), (50-500 nm)
(TADROS et al., 2004) e (20-200 nm) (IZQUIERDO et al., 2004), ndo havendo, portanto,
parametro definitivo. Esta escala confere aspecto transparente ou translicido e maior
estabilidade quando comparado as macroemulsdes (MARUNO & ROCHA-FILHO, 2009).

Diversos métodos sdo empregados na preparacdo, como 0s métodos que empregam
alta energia, os quais de acordo com Anton e Vandamme (2009) envolvem o uso de
dispositivos especificos como elevada agitacdo, homogeneizadores de alta pressdo, geradores
de ultrassom, onde um valor muito baixo de energia mecanica é utilizada para a

emulsificacao.



Os métodos que empregam baixa energia propiciam inversdo de fase por variagcdes na
fracdo do volume (composicdo de inversdo de fase, PIC) ou variacbes de temperatura
conhecido por “método de emulsificacdo por temperatura de inverséo de fase” (TIF) ou Phase
Inversion Temperature (PIT) (SHINODA & SAITO, 1968).

Uma vez otimizado o processo de desenvolvimento de nanoemulsdes, se faz
necessario a verificacdo do grau de estabilidade do sistema, avaliando-se o indice de
polidispersao, potencial zeta e tamanho de micela (SHAFIQ-UN-NABI et al., 2007).

Além disso, outras técnicas sdo utilizadas para caracterizar a formulagdo, como a
espectroscopia Raman, que fornece informagdes sobre a estrutura das transi¢des vibracionais
das moléculas, atribuindo um nimero de onda e bandas especificas, 0 que pode ser chamado
de impressdo digital das substancias (ANDREEV et al., 2001; PRATIWI et al., 2002;
TANDON et al., 2000; GIL, 2015; VANKEIRSBILCK et al., 2002).

Por outro lado, a seguranca e eficacia dos produtos cosméticos devem ser garantidos
pelos fabricantes, pois o consumidor possui livre acesso ao mesmo.

O ensaio avalia semi-quantitativamente o potencial irritante de um ingrediente
(produtos soluveis, emulsGes, géis e 6leos), sobre a membrana cérioalantdide (CAM) de ovo
embrionado de galinha, baseado na observacao dos efeitos irritantes (hiperemia, hemorragia e
coagulagédo) (BRASIL, 2012).

Em outro contexto, a permeacdo/penetracdo cutdnea € um processo essencial que
permite ao ingrediente ativo atravessar os estratos da pele (IDSON, 1975; REIFENRATH et
al., 1991). Diversos métodos in vitro tém sido descritos para quantificar a passagem de
ingredientes através da pele, estas técnicas permitem tomar amostras analiticas com grande
precisdo para a avaliacdo da permeacao de um ingrediente ativo utilizando células de difuséo,
também chamadas de células de Franz (SMITH; HAIGH, 1989).

Assim, o propdsito do presente trabalho foi desenvolver uma nanoemulsdo com
cafeina para acdo anticelulitica. Caracterizd-la quanto aos parametros fisicos e fisico-
quimicos, tais como estabilidade, espectroscopia Raman e indice de Ostwald, além de avaliar
sua eficacia e seguranca por meio dos ensaios de potencial de irritacdo ocular e permeacéo

cutanea com célula de difusdo de Franz.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Hidrolipodistrofia ginoide (HDLG)

Irregularidades na superficie da pele conhecidas como aspecto de “casca de laranja’’,
sdo oriundas de alteracdes dermohipodérmicas, ocorrendo aumento do tamanho e nimero de
adipocitos (hipertrofia e hiperplasia, respectivamente), que se tornam mais pronunciados
devido a fixacdo dos septos ao tecido conjuntivo fibroso e denso que revestem 0s vasos
sanguineos, nervos, 0ssos e musculos (fascia profunda ou fascia muscular). Além disso,
ocorre a fixagdo desses septos com a derme reticular, unindo ambas (GUIRRO & GUIRRO,
2007). Estes fenbmenos contribuem para a perda do equilibrio histofisioldgico local,
conforme Figura 1 (CIPORKIN & PASCHOAL, 1992).

Figura 1: Tecido com celulite (esquerda) e sem celulite (direita)

(Fonte: http://www.canstockphoto.com.br/celulite-crucifixos-se¢d0-3693773.html)

A arquitetura tecidual também apresenta diferencas entre os sexos. Nos homens 0s
septos tém conformagdo diagonal rigida e alojam adipécitos pequenos, enquanto que nas
mulheres, sdo dispostos verticalmente, com estrutura frouxa alojando adipécitos maiores
(TERRANOVA et al., 2006; RIBEIRO, 2010). Estas diferencas se manifestam apo0s a
puberdade devido a secrecdo dos hormdnios femininos, principalmente o estrégeno, que
desfazem o cruzamento das fibras permitindo seu alargamento (Figura 2) (GOMES &
DAMAZIO, 2009).



Figura 2: Disposicéo dos septos no homem (esquerda) e na mulher (direita)
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Disposicdao dos septos fibrosos no homem e mulher respectivamente

(Esquema da diferenca estrutural entre as células de gordura dos homens e das mulheres (adaptado de
LUEDER et al., 2004).

Os fatores que predispdem seu aparecimento sdo diversos e interferem nas
proteoglicanas presentes na matriz. Fatores genéticos (variacdo topografica), sexo (gravidez e
estrogenos), idade, desequilibrios hormonais (hipotireodismo, insulina), habitos de vida,
perturbacGes metabodlicas, disfuncdes hepaticas e perturbacdes hemodinamicas contribuem
para o surgimento da HDLG. Outras teorias, também, tentam explicar o surgimento de tal
disfuncdo, como as envolvendo alérgias, intoxicacdes e alteraces bioquimicas (GUIRRO &
GUIRRO, 2007; CIPORKIN & PASCHOAL, 1992).

Na topografia do tecido adiposo temos duas camadas (areolar e lamelar). Entre ambas
ha um septo de tecido conjuntivo denominado fascia superficial ou subcutanea. A camada
areolar que é a mais externa e estd mais unida a derme que a lamelar, mais profunda e que
possui vasos de maior calibre. Na pele espessa, a camada areolar predomina sobre a lamelar e
na pele fina ocorre o oposto. Mulheres e criangcas possuem a camada areolar mais espessa
(KNITTLE et al.,1979; SJOSTROM & WILLIAN-OLSON, 1981; AVELAR & ILLOUZ,
1986; GUIRRO & GUIRRO, 2007; ROSENBAUM, 1998). Em contrapartida, no individuo
adulto ha aumento de espessura da camada lamelar com o aumento de peso (BJORNTORP &
SJOSTROM, 1971).

Nas mulheres, os adipdcitos das regiGes femural, mamas, nadegas, epitrocanteriana
(popularmente chamado de “culote”) e parte anterior das coxas S0 maiores e mais resistentes
a lipdlise, devido a acdo estrogénica (BERLAN, GALITZKY & LAFONTAN, 1992;
CIPORKIN & PASCHOAL, 1992; BORGES, 2010). Em contrapartida, nos homens, as
regides da nuca, deltoide, triceps, lombossacral e naddegas sdo afetadas pela HDLG
(BORGES, 2010).



Segundo alguns autores, em nivel histolopatoldgico a evolucdo da HLDG possui trés
estagios (CURVELO & RAMALHO, 2006; BINAZZI & GRILLI-CICIOLONI, 1977,
LAGESE, 1929):

) Alteracdo dos adipocitos (anisopoiquilocitose) associada a estase linfatica,
proliferagdo de fibroblastos e edema difuso intersticial.

. Fibroplasia, exsudacdo fibrinosa, colagénese, neoformacdo capilar, micro
hemorragia local, hiperqueratose folicular e edema discreto da derme, correspondente ao
aspecto ‘’casca de laranja’’.

. Esclerose dos septos fibrosos do tecido subcutaneo (hipoderme) e da derme
profunda (atrofia cicatricial) correspondente ao aspecto ’acolchoado’’.

Diversos fatores estdo envolvidos na etiologia da HDLG, dentre eles, caracteristicas
genéticas hormonais, habitos alimentares e sedentarismo (CIPORKIN e PASCHOAL, 1992).
Estes fatores parecem atuar em 4 unidades funcionais do tecido adiposo: intersticio-matricial,
microcirculatoria, neuro-vegetativa e energética (adiposa).

a) intersticio-matricial: fibroblastos sintetizam macromoléculas e sao liberadas na
matriz extracelular. A matriz extracelular € formada por fibras colagenas, elasticas e
reticulares (responsavel pela resisténcia e sustentacdo) e a substancia fundamental
(proteoglicanas, glicoproteinas e acido hialurdnico), responsavel pela difuséo entre o sistema
circulatorio e os tecidos.

b) microcirculatéria: composta por arteriola, vénula, capilar, linfatico e tecido
intersticial. Ha um equilibrio capilar vénulo-arterial, longe deste pode ocasionar edema
intercelular.

C) neuro-vegetativa: influéncia da inervacdo simpatica no tercido dermo-
hipodérmico, influenciando na proliferacdo dos fibroblastos e renovacdo do coldgeno e
glicosaminoglicanas, microcirculacdo e adipdcitos.

d) energética (adiposa): armazenamento de triglicérides, a partir de carboidratos
e lipideos circulantes, sendo o orgdo de maior capacidade de variacdo de volume.

A HDLG pode também ser classificada, do ponto de vista clinico em:

a) Dura, camada compacta e sem mobilidade: No exame de palpacéo, a superficie esta
ligada aos planos mais profundos possibilitando a dor quando provocada e, quando se aperta
entre os dedos, fica evidente 0 aspecto de ‘’casca de laranja’’. Padrdo este, frequentemente

associado com estrias e mais comum em adolescentes. Encontra-se em mulheres obesas,



falsas magras (com adiposidades localizadas) e magras verdadeiras (CURVELO &
RAMALHO, 2006; CIPORKIN & PASCHOAL, 1992).

b) Flacida (Branda ou Difusa): associada a hipotonia muscular e flacidez. Ocorre em
mulheres sedentarias ou ap6s perda de peso. A pele oscila com o movimento e muda de
acordo com a posicao (mole, fofa e trémula). Problemas pscicoldgicos acompanham o quadro
devido as complicacBes estéticas. Apesar da pressdo minima deste tipo de HDLG, que ndo
comprime 0s vasos sanguineos, existe um actimulo de sangue venoso nos espacos entre a pele
e 0s musculos. A circulacdo fica letargica, o retorno venoso fica dificultado e permite que as
veias se dilatam, provocando o aparecimento de varizes, veias varicosas, ramificacdes de
microvasos setoriais e, com maior frequéncia, manifestagdes de equimoses (hematomas e
inchagos) regionais nos lugares de mais atrito. (ALQUIER, 1949; CIPORKIN &
PASCHOAL, 1992).

c) Edematosa, € a menos frequente porém mais comprometedora. Possui um infiltrado
mais viscoso com sistema de drenagem precéario. Manifesta-se com aumento de volume.
Ocorre, também, depressdo do tecido ao toque, que se mantém apos a remog¢do, sendo a pele
fina. Ocorre sensacdo de peso e dor nas pernas (CURVELO & RAMALHO, 2006;
CIPORKIN & PASCHOAL, 1992).

d) Mista, tem uma mescla das anteriores em uma mesma pessoa, mas em regides
anatbmicas diferentes (BORGES, 2010).

A gordura localizada e a obesidade embora estejam presentes concomitantemente com a
HDLG no mesmo individuo, nem sempre estdo associadas. Na gordura localizada ha a
presenca também de hipertrofia adipocitaria, assim mesmo, estes adipécitos diferem em forma
e tamanho, com aspectos desagregados e fundidos. Ndo ha alteracdes dos capilares ou do
tecido conjuntivo, em contrapartida a HLDG é uma angiopatia, ou seja, além da hipertrofia
das células adiposas ha microestase capilo-venular com excesso de permeabilidade vascular;
estase linfatica; acimulo de liquido intersticial com albumina e globulina tissular; proliferacéo
de fibras pericapilares, bloqueio endoarteriolar nas arteriolas do tecido adiposo; ndo
coexistindo aumento de mucopolissacarideos. (CIPORKIN & PASCHOAL, 1992).

2.2 Justificativa de uso da Cafeina

A cafeina (CgHyN4O,) € um alcaloide do grupo das xantinas, designado quimicamente
como 1,3, 7-trimetilxantina (Figura 3) (SIMOES et al., 2003).



Figura 3: Formula estrutural quimica da cafeina

(Fonte: Do autor)

A cafeina possui carater hidrofilico com log P -0,07 e pka de 8,3. (TAGLIARI, 2012;
AMNON & GREENBERG, 2014; ABD et al., 2016).

Fernandes e colaboradores (2015) observaram a precipitacdo de cafeina em géis
aquosos e discutiram o fenémeno por ser ela uma substancia levemente sollvel em agua e que
pode propiciar formagdo de grumos de dificil redispersdo. Este fato compromete a eficacia,
pois reduz sua concentracdo no sitio de acéo.

De acordo com as teorias mais aceitas para a fisiopatologia da HDLG, os
pesquisadores tendem a desenvolver formulagbes cosméticas topicas que incorporem
ingredientes ativos, com agdo estimuladora do fluxo microvascular e linfatico e que atuem
diretamente nos movimentos reguladores da lipdlise (Figura 4) (CURVELO & RAMALHO,
2006).



Figura 4: Vias da lip6lise no adipdcito
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(Fonte: adaptado da pagina http://menosgordura.com/site/weight-level/#2)

Em estudo realizado em modelo animal (ratas albinas/wistar), uma emulsdo 6leo
em agua contendo cafeina 4% p/p reduziu 17% do diametro dos adipocitos comparada com a
emulsdo controle, essa mensuracao foi possivel através da morfometria, reteirando a acdo da

cafeina como lipolitica e inferindo sua atuagdo na HLDG (TANO, 2003).

2.3. Obtencédo de Nanoemulsées

Segundo Maruno e Rocha-Filho (2010) desde 1980 tem sido focado em emulsées com
tamanho de goticula na escala nanométrica (nanoemulsdes). Por seu tamanho ser reduzido,
possuem frequentemente estabilidade fisica superior frente as macroemulsfes. Além disso, a
procura por nanoemulses se da pela performace de entrega do ingrediente ativo através da
pele, o0 que favorece a penetracéo e/ou permeacao cutanea.

Para a obtencdo de nanoemulsdes pelo método de inversdo de fases, o aumento na
temperatura do sistema disperso promove alteracdo em ligagdes como interacoes (ligacGes de
hidrogénio, dipolo-dipolo e dipolo induzidos) entre os tensoativos ndo iénicos etoxilados e a

fase aquosa continua. Estes tensoativos apresentam valores de Equilibrio hidrofilo-lipofilico
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(EHL) >10.0, sendo moléculas anfifilicas com predominéncia evidente do aspecto hidrofilico.
Acima da temperatura de EHL, ou de inversdo de fases (TIF) a qual também é conhecida
como Phase Inversion Temperature (PIT), a molécula do tensoativo torna-se
predominantemente lipofilica (Figura 5) (SHINODA & FRIBERG, 1986; BECHER &
SCHICK, 1987; MARSZALL, 1987; FRIBERG et al., 1988).

Figura 5: Esquema da inverséo de fase da micela

O/A A/O O/A

o d L >

AQUECIMENTO

(Fonte: Esquema elaborado pelo autor)

Este método de emulsificacdo produz emulsdes com distribuicdo granulométrica
abaixo de 1 um e depende da temperatura de manipulacdo, quando o equilibrio hidrofilico-
lipofilico do par de tensoativo exibe algumas caracteristicas proprias como forte poder
solubilizante e tensdo interfacial minima (MARSZAL, 1987; ZERFA et al., 2001; SALAGER
et al., 2004). Contudo, para que ocorra a inversdo de fases transicional é necessario que a
concentracdo de tensoativos empregados na formulagdo esteja acima da concentragdo micelar
critica (CMC) (SAJJADI et al. 2003a).

Roger et al., (2010) identificou um estado transitério, onde o sistema coloidal torna-se
translicido e/ou azulado abaixo da TIF, denominado de ¢’clearing boundary temperature’’
(Tcb). Na Tcb as micelas ficam dispersas na fase nanométrica. A formacdo de nanoemulsdes
se d& por aquecimento do sistema acima da Tcb e interrompem ao arrefecimento sob agitacdo
constante.

Para sistemas constituidos por um Unico tensoativo nao iénico, o valor da temperatura
de EHL ¢é fixa e independe de mudancas na composicdo da emulsdo a pressdo constante,

contudo para emulsGes contendo mais que um ingrediente ativo ndo i6nico, a temperatura de
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EHL é dependente da concentracdo de tensoativos, da razdo de massas entre os tensoativos
empregados e da fracdo volumétrica entre fase aquosa e oleosa. Isto ocorre, principalmente,
devido a diferencas na distribuicdo de cada tensoativo em agregados ou na fase oleosa
(KUNIEDA et al., 1996).

Emulsdes séo classificadas de acordo com a natureza da fase dispersa (interfacial entre
a goticula) e da fase continua, sendo os tipos mais comuns 6leo em agua (O/A) ou agua em
6leo (AO). Nas emulsdes (O/A), a 4gua envolve a micela com conteudo oleoso possibilitando
cosmética agradavel. No caso das emulsdes (AQ), a fase oleosa envolve a micela com
conteldo aquoso, apresentando sensacdo de pegajosidade e oleosidade sobre a pele. O
contetido da fase interna, apresenta dimensdes variadas, por isso, polidispersas (BEZERRA &
REBELLO, 1996; DAVIS, 1977; FOX, 1994; PRISTA et al., 1992). Emulsificantes com
EHIL>7 tendem a formar emulsdes O’A enquanto que EHL<7 tendem a formar emulsdes AO
(TADROS et al., 2004).

E importante ressaltar que o ponto de turvacdo ou cloud point pode ocorrer para 0s
tensoativos ndo ibnicos etoxilados em solugdo aquosa. Quando ocorre aumento da
temperatura da solucdo, esta pode alcancar um ponto critico, onde a molécula de tensoativo
torna-se insoltvel, fendmeno visualizado pela turvacdo da solucdo (BECKER & SCHICK,
1987; MARSZALL, 1987; FRIBERG et al., 1988; LOCHHEAD, 1994; HIEMENZ &
RAJAGOPALAN, 1997; HOLMBERG et al.,2002).

2.4. Espectroscopia Raman

Segundo Gil (2015), a técnica baseia-se no fendbmeno fisico de espalhamento
inelastico de radiacdo eletromagnética e para que haja atividade Raman a molécula deve
apresentar variacdo na sua polarizabilidade, em relacdo a coordenada normal de vibracdo (Q),
em torno da posicdo do equilibrio. Quando uma radiacdo monocromatica de energia (g=hvy),
geralmente com frequéncia v, na regido do espectro eletromagnético que abrange desde o UV
(100 a 400 nm), passando pelo visivel (400 a 780 nm) até a regido do infravermelho préximo
(780 a 2500 nm), incide sobre o sistema molecular, este fica perturbado e se transporta a um

estado virtual de maior energia, a partir do qual séo espalhados fétons, como na Figura 6.
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Figura 6: Espalhamentos elastico Rayleigh e inelasticos Anti-Stokes e Stokes
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Legenda: curvas de potencial (V) em funcdo da coordenada normal (Q;), v representa niveis
vibracionais consecutivos (GIL, 2015).

O espalhamento elastico ou de Rayleigh, o féton espalhado tem a mesma energia
incidente sendo a diferenca de energia observada nula. O espalhamento inelastico Anti-Stokes
espalha um foton de energia maior em relacdo ao foton inicial, sendo a diferenca de energia
observada negativa. No espalhamento inelastico Stokes, considerado para este trabalho, é
espalhado um féton com energia menor do que o foton incidente, sendo, portanto, essa
diferenca de energia observada como bandas em valores de nimero de onda positivos no

espectro Raman.

2.5. Ensaio HET-CAM — Hen'’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane

Segundo Rito e colaboradores (2012) os produtos cosméticos sdo definidos como
preparacdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas
partes do corpo humano, que tém o objetivo principal de limpar, perfumar, alterar e/ou
corrigir odores corporais e manter o corpo em bom estado. Por ter essas funcOes, esses
produtos sdo utilizados diariamente por milhGes de pessoas, sendo fundamental efetuar a
vigilancia da qualidade e seguranca desses produtos.

Foi escolhido o método HET-CAM por ser acessivel, possuir baixo custo e ser um

método alternativo e preliminar de seguranca.
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O ensaio fornece informacbes sobre os efeitos que podem ocorrer na conjuntiva do
olho humano ap0s a exposicdo a uma substancia teste. Este método foi uma extensdo de
modelos de embrides de galinha, tradicionalmente utilizados por toxicologistas e virologistas
(LUEPKE & KEMPER 1986; PARISH, 1985), e baseou-se na observacdo de que a CAM de
um ovo de galinha embrionado é semelhante ao tecido vascularizado da mucosa do olho
humano ou de coelho.

Segundo Kalweit et al., (1990) os resultados iniciais na década de 90, indicaram
correlacdo da ordem de alto escaldo entre os dados de testes em produtos quimicos e
formulacBes cosméticas comparados com resultados Draize in vivo. Estudos posteriores
incluiram a classificacdo de varias classes de substancias irritantes, variando de ndo irritante a
grave, com alta correlagdo entre os sistemas. Este desenvolvimento foi encorajador, uma vez
que sugeriu que modelos in vitro podem representar alternativa valida para prever a
toxicidade ocular in vivo, teste de seguranca facilmente aplicavel a area cosmética. Assim, foi
razoavel concluir que efeitos adversos sobre a CAM poderiam ser correlacionados com a
irritacdo ou corrosdo in vivo. A metodologia HET-CAM ¢ alternativa e necessita ser validada,
porém, ela € sugerida por sua capacidade de prever efeitos corrosivos oculares graves ou
irreversiveis, tal como definidos pela United States National Toxicology Program (NTP)

(2010) e pelo Guia para Avaliacdo de Seguranca de Produtos Cosméticos (2003b).

2.6. Ensaio de Permeacédo Cutanea in vitro em célula de Franz

Existe consideravel nimero de trabalhos que propGem avaliar e proporcionar
penetragdo e/ou permeacdo cutdnea com ativos que possuem caracteristicas fisico e quimicas
ndo favoraveis. Deste modo, estudos buscam desenvolver técnicas que modifiquem
reversivelmente a fungdo barreira do estrato corneo ou que otimizem a solubilidade,
estabilidade e/ou tamanho de particula do farmaco.

Os trabalhos envolvendo permeacdo e célula de difusdo buscam referéncia nos
trabalhos de Franz (FRANZ, 1975, 1978). A célula proposta por Franz € estatica, com dose
finita, onde a membrana natural, mais especificamente o estrato corneo, fica em contato com
0 compartimento doador da amostra e a derme em contato com o fluido no compartimento
receptor, mimetizando as condigdes in vivo (BRONAUGH; STEWART, 1985).
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A primeita Lei de Fick demonstrou que estratégias de promoc¢do de permeacdo
incluindo efeitos na difusdo (coeficiente de difusdo) ou na solubilidade, possuem potenciais
multiplicativos (HANDGRAFT, 1999).

A segunda lei de Fick (equacdo de difusdo) pode ser aplicada para descrever a
natureza da permeacdo de compostos em solugdo sobre a pele. Sob as condi¢cdes de uma
concentracdo constante no compartimento doador, relacdo tempo-dependéncia da
concentracdo da droga e area da membrana (UE, 2010). A membrana natural pode ser obtida a
partir da pele da orelha do porco ou pele humana proveniente de cirurgia plastica (HAWKINS
& REIFENRATH, 1986; WAGNER et al., 2001). Como modelo experimental in vitro e in
vivo de penetracdo/permeacdo para formulagGes cosméticas, os estudos devem ser realizados
em modelo de pele integra (RIEGER, 1993; SCHAEFFER & REDELMEIER, 1996).

Zhang e Bozena (2011), concluiram em seu estudo que a permeacdo dos farmacos
testados, entre eles a cafeina, foi maior em uma microemulsao O/A em relagdo a bicontinua e
AQ. Ensaios utilizando pele de porco com microemulsdes do tipo O/A apresentaram maior
permeacdo cutanea em relacdo a pele humana (ZANG & MICHNIAK-KOHN, 2011).

Nos cosméticos, a cafeina tem demonstrado: atividade anticelulitica; efeito
inibitério de carcinogenese na pele devido sua acdo de protecdo solar e efeito estimulatorio
da apoptose na epiderme de camundongos tratados com radiagédo ultravioleta B (UVB) (LU et
al., 2008; CONNEY, et al., 2013); estimulo de crescimento capilar apds sua aplicagédo
(FISHER et al., 2007) potente propriedades antioxidantes e aumenta da microcirculagdo do
sangue na pele (HERMAN & HERMAN, 2013).

Em contrapartida, a cafeina possui dificuldade em permear a barreira cutanea,
estudos in vitro concluiram que 95% de cafeina pura ndo transpde a pele (RUBIO et al.,
2011), sendo assim, a passagem transfulicular € um mecanismo notério de permeacdo deste
ativo (TRAUER et al., 2009). Otberg e colaboradores (2008) relataram que numerosos
produtos transdérmicos utilizaram cafeina independente de seu catater hidrofilico.

O estrato corneo proporciona barreira a ativos com dificuldades em o transpor,
devido as caracteristicas intrinsecas ao farmaco, como coeficiente de particdo, lipofilicidade,
tamanho de particula, atividade termodinamica, entre outros (Figura 7) (WILLIAMS, 2003),
(GUY & HADGRAFT, 1992; BODDE et al., 1991).
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FIGURA 7: Imagem da pele humana e subdivisdes morfoldgicas (estrato cérneo,

epiderme e derme)

Estrato Corneo
Epiderme

Derme

Epiderme

(Fonte: adaptado de Ciencia Cosmética Bases Fisiologicas y Critérios Practicos - Lorenzo Pons

Gimier e Juez Ponz, pégina http://www.infoescola.com/anatomia-humana/epiderme/)

Um estudo envolvendo radiois6topos na permeagdo cutdnea in vitro com pele de
ratos, evidenciou que a cafeina ndo apresenta biotransformacdo durante a permeacao na pele
(BRONAUGH, 1989). Conforme preconizado no Guia para avaliacdo da seguranca de
produtos cosméticos da ANVISA, a predicdo de penetracdo das substancias €, também, uma
importante avaliacdo toxicoldgica depois da exposicdo topica. Os resultados obtidos podem
ser considerados para o estudo dos mecanismos de alergia e irritagdo cutanea. Do mesmo
modo, efeitos toxicologicos sisttmicos estdo intimamente ligados ao grau de
penetracdo/permeacdo cutanea.

Bouwstra e colaboradores (1989), citaram uma caracteristica molecular tipica do
promotor de permeacgdo, que consisti em possuir uma cabeca polar com uma longa cadeia
alquilica ideal entre 10 a 14 carbonos. Esta caracteristica desestabiliza os lipideos da pele,
presentes em alguns compostos como tensoativos ndo iénicos e alguns acidos graxos
(WALTERS, 1988; ONGPIPATTANAKUL et al., 1991). O 6leo adicionado na nanoemulséo,

triglicérides do &cido céprico e caprilico (TAAC), é promotor de permeacdo por possuir
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cadeia média e ser constituido principalmente por ésteres de acidos caprilicos (C8) e capricos
(C10) (MARTEN; PFEUFFER; SCHREZENMEIR, 2006). Os tensoativos utilizados assim
como suas concentracfes ndo possuem restricdes pelo Comité Cientifico de Consumo seguro
(Scientific Committeeon Consumer Safety- SCCS), sendo portanto seguros (SCCS, 2014).
Desta forma, a elaboracdo de nanoemulsdo com cafeina, adequada ao uso topico, com
capacidade de promover a permeacéo e liberar o fArmaco na derme e/ou tecido adiposo em
niveis terapéuticos relevantes representa perspectivas na elaboracdo de formulacbes

anticeluliticas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Desenvolver e avaliar nanoemulsdes com cafeina com finalidade anticelulitica quanto
as suas caracteristicas fisicas, fisico-quimicas, quimicas, durante os estudos de estabilidade,

seguranca de uso e eficacia (permeacdo cutanea).

3.2. Objetivos especificos

e Desenvolver e caracterizacdo da nanoemulsdo contendo cafeina seguindo a
metodologia de emulsificacdo por Temperatura de Inversdo de Fase (TIF), hidrofilo-
lipofilico (EHL), diagrama de fases pseudo ternario e condutividade;

e Analisar a preparacdo quanto ao Teste de Estabilidade Preliminar (TEP) e
Normal (TEN) e o teor de cafeina na nanoemulsdo ao longo da TEN;

e Caracterizar fisica e quimica da nanoemulsdo com cafeina: valor do pH,
tamanho de micela, indice de polidispersdo, potencial zeta, percentual de Transmitancia
e calcular o indice de Ostwald;

e Avaliar o comportamento da cafeina isoladamente ou associada aos
ingredientes da nanoemulsé@o em diferentes valores de pH (Espectroscopia Raman);

e Validar método cromatografico de doseamento da cafeina na nanoemulsédo e na
permeacgao cutanea;

e Determinar o teor da cafeina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) durante o TEN;

e Auvaliar a eficiéncia de associacao da cafeina na micela;

e Avaliar a seguranca de uso da nanoemulsdo pelo HET-CAM — Hen’s Egg Test

— Chorioallantoic Membrane;

e Avaliar o potencial de permeagdo cutdnea em membrana natural (pele humana)
utilizando células de Franz, quantificando a cafeina na superficie, epiderme, derme e

liquido receptor através de método bioanalitico validado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Matérias primas International Nomenclature of Cosmetic Ingredients

(I.N.C.1.) e nome comum

Grau de pureza farmacéutico

Caffeine Anhydrous — Henrifarma® de pureza de 99%

Caffeine Anhydrous — Sigma Aldrich® padréo de referéncia de pureza de 100%
Citric acid - Biovital®

Oleyl ether (BRIJ 03 LQ®) — Croda®

Phenoxyethanol (and) metil (and) etil (and) butil (and) propil (and) isobutil

parabenos (Phenonip®) — Pharma Special®

Outros

Polyoxyethylene (20) oleyl ether (BRIJ 020 SS®) — Croda®
Sodium Chloride (cloreto de sédio 0,9% p/v) — Pharma Special®
Triglyceride capric/Caprylic (Crodamol GTC®) - Mapric®

Triethanolamine — Mapric®

- Ovos fecundados de fornecedor padronizado (Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia - USP)
- Aqua MILLIQ®

4.1.2. Solventes e reagentes

Reagentes grau de pureza cromatografico

o Acetonitrila - Merck®

Reagentes grau de pureza analitica (P.A.)

¢

¢

¢

Acido acético Glacial — Synth®

Cloreto de potassio — Alpha Galvano®

Fosfato de potasio monobasico — QM®

Fosfato de sodio dibasico dodeca-hidratado — Acofarma®
Hidréxido de sodio — Synth®
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¢ Dodecyl sulfato de s6dio (SDS) - Synth®

4.1.3. Equipamentos e acessorios
>  Agitador de tubos — Marca IKA®, Modelo Vortex Genius 3

>  Agitador magnético - Marca Marte®, Modelo Mag-Multi

>  Agitador magnético com chapa de aquecimento - Marca Ika® , Modelo C-MAG
HS7

Aquério — Marca P.G - Aquérios®

Balanca analitica — Marca Shimadzu®, Modelo AUX220

Balanca semi-analitica — Marca Metller®, Modelo P — 120

Banho termostatizado - Marca Nova Etica®, Modelo 11103/01

Bomba de vacuo - Marca Fischer Scientific®, Modelo Maximadry

Camera microscépio — Marca Dino-Lite® , Modelo AM-211

YV V.V V V VYV V

Células de Difusdo vertical, area de difusdo do compartimento doador de 2,2
cm? e volume do compartimento receptor de 3ml, Fornecedor: Unividros

>  Centrifuga — Marca HITACHI®, Modelo Himac CF-RN series

»  Chocadeira — Marca Chocmaster Nework®, Modelo Y39UQ

»  Condutivimetro — Marca Digimed®, Modelo DM-31

»  Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia—Marca:Shimadzu®, Modelo LC-
20AD/T

- Desgaseificador - Marca Shimadzu®, Modelo LC-20AD/T

- Bomba- Marca Shimadzu®, Modelo LC-20AD/T

- Médulo de Comunicagéo - Marca Shimadzu®, Modelo LC-20AD/T

- Amostrador - Marca Shimadzu®, Modelo SIL-20AHT

- Detector de fluorescéncia - Marca Shimadzu®, Modelo JPD-M20A

- Detector DAD - Marca Shimadzu®, Modelo JPD-M20A

- Forno de Coluna - Marca Shimadzu®, Modelo CTO-202

- Coluna C18 (150 mm x 4,6 mm x 3 um) — Shimadzu®

>  Espectrofotdmetro UV-VIS — Marca: Thermo Scientific™, Modelo Evolution
300, com cubetas de quartzo caminho Gtico de 1cm.

>  Espectrometro Raman de Marca Renishaw inVia Reflex®

- equipado com camera CCD (Renishaw® 600x400 pixels), acoplado a um

microscopio e objetiva Leica®, Modelo DM2500M e laser de diodo Renishaw®
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>  Estufa — Marca Ethiktechnology®, Modelo 402/3N

>  Filtros para centrifuga com membrana de 10 kDa — Marca: Merck®, Modelo
Amicon Ultra-0,5

>  Filtro MF-Millipore 0,45um — Marca Merck®

»  Geladeira — Marca Consul

>  Paquimetro — Marca: Kingtools-Vernier Caliper® 150x0,005 mm/6"

>  pHmetro digital de bancada - Marca Quimis® , Modelo Q400AS

>  Purificador de 4gua — Marca Gehaka®, Modelo OS10LX

>  Sistema de Purificacdo de Agua MilliQ® - Marca: Simplicity®, Modelo
Ultrapure  Water Type 1

»  Softwares

- LC Solutions

- Malvern®

- Minitab® 17 version

- Origin®

Tewameter TM300®

Termdmetro de infravermelho (-38° C a +365 °C) — Marca: Scan Temp
Termostato 33 °C — Marca Roxin, Modelo Ht-1300

Marca: Tewameter Courage Kazako®, Modelo TM 300

YV V. V V V

Zetasizer Nano ZS90 - Marca: Malvern Instruments, Malvern, UK®

4.2.  Meétodos

4.2.1. Obtencdo da nanoemulsdo contendo cafeina

Os componentes das formulagdes foram pesados e adicionados em béquer de vidro.
A mistura foi aquecida e agitada com agitador magnético de maneira controlada até atingir a
temperatura de (80,0 = 5,0 °C). Posteriormente, a formulacdo foi resfriada sob agitacdo
constante, a temperatura ambiente (22,0 £ 2,0 °C) e foi corrigido o pH para valor mais
conveniente para a pele. As formulacbes foram caracterizadas conforme os itens 4.2.2.;
423.e4.2.4.
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4.2.1.1 Célculo do equlibrio hidrofilo-lipofilico (EHL)

O EHL da nanoemulsdo foi dado de acordo coma Equagéo 1.

EHLfina= (EHLAX0,01XA+EHLBX0,01xB)

Equacéo 1: Célculo do EHL final.

Legenda: EHL final € a soma dos tensoativos, sendo A a porcentagem do tensoativo
hidrofilico e B a porcentagem do lipofilico. A+B=100 (GRIFFIN, 1949).

O valor do EHL A corresponde ao valor do EHL do éter oleilico de polioxietileno (20)
(15,3) e 0 EHL B corresponde ao EHL do Oleth-3r (6,6) (CRODA, 2006).

Uma emulsdo tipica necessita consider o EHL necessario para o 6leo ser incorporado
na formulacdo. O EHL requerido para emulsionar o Oleo Triglyceride capric/Caprylic
(Crodamol GTC®) adicionado a formulacdo é 10,81 (MAPRIC, 2007).

Os ingredientes das formulagGes quali e quantitativamente se encontram na Tabela 1.

4.2.1.2 Obtencao do diagrama de fases pseudoternario

O diagrama de fases pseudoternério foi obtido pelo software Origin® 2016. A regido
do diagrama de fases onde se localizam os pontos quadrados negros, correspondem a regido
do sistema onde se encontram as emulsdes. Essa condi¢do ocorre devido a maior quantidade
de 4gua e menor concentracdo de Oleo e tensoativo. Representados como triangulos
eqlilateros, os diagramas de fase construidos mostram a propor¢do de cada componente
utilizado (quadrados negros), bem como as regifes dos diferentes sistemas encontrados
(diagrama de linhas). Cada vertice do triangulo corresponde a 100% de cada fase, estando
representados no vértice superior o 6leo (TAAC), no vértice esquerdo a fase aquosa e, no
direito, os tensoativos. Para a leitura das concentragfes, em porcentagem, de cada
componente em qualquer ponto do diagrama de fases, deve-se seguir a orientacdo horaria,
sendo que no eixo oposto ao Vértice superior estd representada a fase oleosa, no eixo oposto
ao vértice esquerdo, o tensoativo, e no eixo oposto ao vértice direito, a fase aquosa. Os pontos

no diagrama representam as emulsdes. Conforme vizualizado na Figura 8.
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Tabela 1. Composicdo quali e quantitativa (%p/p) das preparacdes avaliadas na metodologia de Teste de Estabilidade Preliminar (TEP) (1 a 6).

Componentes/INCI Name F1 F2 F3 F4 F5 F6

1. Triglicérides de acido céprico e

caprilico (CAPRYLIC/CAPRIC 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

TRIGLYCERIDE™)
2.  (OLETH-3*) (OLEHYL ETHER) 9,4 6,7 56 0,6 6,2 4.2
3. Alcool oleilico etoxilado (OLETH-

20%) 18 45 5,6 10,6 50 7,0
4. Cloreto de sédio (SODIUM

CHLORIDE®) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
5. Fenoxietanol (e) metilparabeno (e)

etilparabeno (e) butilparabeno

(PHENOXYETHANOL (AND)

METHYLPARABEN (AND)

ETHYLPARABEN (AND) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

BUTYLPARABEN (AND)

PROPYLPARABEN (AND)

ISOBUTYLPARABEN*)
6. Cafeinaanidra (CAFFEINE™*) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
7.oAgua MIllIQT (ACQUA) g 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0

g.s.p. 50ml ' ' ’ ' ’ '

Legenda: (*) = INCI Name - International Nomenclature of Cosmetic Ingredient (BRANDAO, 2009).
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Figura 8: Diagrama de fases pseudoternario das emulsdes O/A.

0 25 50 75 100
%(TAAC)

4.2.1.3 Temperatura de Inversdo de Fases e da Tcb

A temperatura de inversdo de fases foi determinada a partir de 40,0+5,0 °C inserindo
diretamente o eletrodo na amostra com o auxilio de um condutivimetro (Digimed) aferido
com solugéo padrédo KCI de condutividade 1412 ps/cm a 25 °C (Digimed DM 56A), durante o
aquecimento da amostra em agitador magnético com chapa de aquecimento, sob temperatura
controlada e agitacdo constante.

As leituras foram realizadas a partir de 40,0 + 5,0 °C, permitindo que o eletrodo do
condutivimetro e o termdmetro estivessem em contato com a formulagéo até atingir 85,0 °C.
A inversdo da emulsdo O/A para A/O foi determinada quando ocorreu reducdo brusca no
valor da condutividade elétrica (FERNANDEZ et al.; 2004). A temperatura de clearing
boundary (Tcb) foi percebida visualmente e ocorre alguns graus abaixo da temperatura de
inversdo de fases. O aspecto visual notado € azulado e transparente ou opalescente (MEI et
al., 2011).

4.2.1.4 Condutividade Elétrica

Foi determinada a partir de 40,0+5,0 °C inserindo diretamente o eletrodo na amostra.
O aparelho (Digimed® — Modelo DM-31) foi aferido com solucdo padrdo KCI de
condutividade 1412 ps/cm a 25 °C (Digimed® DM 56A)).
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4.2.2. Teste de Estabilidade Preliminar (TEP)
Apo0s 48 h do preparo, a nanoemulséo escolhida por sua transparéncia foi submetida ao
Teste de centrifugacéo e do Estresse térmico, com o objetivo de verificar o comportamento na

estabilidade preliminar para ser utilizada nas préximas etapas do projeto (BRASIL, 2004).

4.2.2.1 Teste de centrifugacéo

Em tubo de ensaio foram adicionadas quantidades de amostra, de tal forma que, 0
conjunto pesou em balanca semi-analitica, o equivalente a 15,0 g e, posteriormente, foram
submetidas em centrifuga a velocidade de rotacdo de 3000 rpm por 30 minutos, a temperatura
ambiente (25,0 £ 2,0 °C) (PIANOVSKI et al., 2008).

Apo6s 0 ensaio, a formulacdo foi analisada macroscopicamente quanto ao aspecto
(como separacdo de fases) e classificadas como segue:

i. (M) para modificada;

ii. (N) para normal, sem alteracdo quanto ao aspecto (BABY et al.; 2007).

4.2.2.2 Estresse térmico

Aproximadamente 10,0 g da formulagédo escolhida foi submetida ao aquecimento em
banho termostatizado no intervalo de temperatura controlada entre 40,0-70,0 °C; com
progressao de elevacdo de 10,0 °C a cada 30 min. Apds seu arrefecimento a temperatura
ambiente (25,0 £ 2,0 °C), as formulagBes foram avaliadas quanto as possiveis modificacGes
do aspecto e classificadas conforme item 4.2.2. a) (PIANOVSKI et al., 2008).

4.2.3. Teste de Estabilidade Normal (TEN)

A formulacdo aprovada na Avaliacdo de Estabilidade Preliminar foi submetida a
Avaliacdo de Estabilidade Normal, em diferentes valores de temperaturas como geladeira (5,0
+ 2,0 °C), ambiente (25,0 = 2,0 °C); estufa (45,0 + 2,0 °C) pelo periodo de 90 dias, sendo
avaliada nos dias: 1°, 7°, 15°, 30°, 60° e 90° (BRASIL, 2004). O tempo inicial (t 0) de analise
correspondeu a 48h do preparo da formulacao e serviu como referéncia comparativa.

Foram avaliados os seguintes parametros: classificadas, como normal (N) e

modificadas (M). Das 6 formula¢des avaliadas escolheu-se a de melhor desempenho.
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4.2.3.1 Caracterizacdes fisicas, fisico-quimicas e quimica da nanoemulsao
a) Propriedades organolépticas

Foram avaliados: aspecto (modificado ou normal), cor e odor.

b) Valor de pH
O valor do pH foi determinado em pHmetro (Quimis®) por imersdo direta do eletrodo

(especifico para emulsdo) na nanoemulsdo, a temperatura ambiente (25,0 + 2,0 °C).

c) Andlise Estatistica dos Resultados

O tratamento estatistico dos resultados foi realizado no TEN pelo programa Minitab®,
versdao 17 utilizando a ferramenta de analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
Tukey.

d) Tamanho de goticula, indice de polidispersdo e Potencial Zeta

dy) Tamanho de goticula e indice de polidispersao

O diametro médio foi avaliado por método de espalhamento de luz dindmico ou
Dynamic Light Scattering (DLS). A 4gua € o meio dispersante observando-se a luz espalhada
em angulo de 90 °C. Os resultados correspondem a média de trés determinacdes a temperatura
de 25 °C. Foi empregado o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments,
Malvern, UK®). Essa etapa é fundamental para determinar se as formulacdes contendo cafeina
mantém-se como nanoemulsdo ao longo do tempo de analise nas diversas condi¢cdes de
temperatura e se sdo classificadas como monodispersas ou polidispersas (SPINELLI et al.,
2010).

Para esta anélise, a nanoemulséo foi diluida em agua ultrapura MilliQ® na proporcéo
de 1:5, sendo 1 parte da nanoemulsdo (1000 ul) para 4 ml (4.000 pl) partes de agua ultrapura
MilliQ®.

dy) Potencial zeta
A carga da superficie da particula foi avaliada por medicdo do potencial zeta usando o
método de mobilidade eletroforética no Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Malvern,
UK®). A forca do campo aplicado foi de 20 V/cm. A mobilidade electroforética da particula
foi convertida em potencial zeta em unidade de mV utilizando a equagdo Helmholtz-
Smoluchowski (do aparelho).
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A diluicdo da amostra foi a mesma empregada na avaliacdo do itema).

e) Transmitancia da nanoemulséo no TEN

O percentual de transmitancia da nanoemulsdo foi mensurado por espalhamento e
absorcdo das nanogoticulas, utilizando espectrofotdmetro no UV-visivel com feixe duplo,
cubeta de quartzo com caminho Optico de 1 ¢cm e agua destilada como branco. Foi escolhido
comprimento de onda (540 nm) dentro da faixa de espalhamento correspondente ao visivel
(350-750 nm) (ALMEIDA et al., 2005). Adaptado da literatura cientifica (SRILATHA et al.,
2013).

f) Espectroscopia Raman

Utilizou-se um espectrometro Renishaw inVia Reflex®, equipado com camera CCD
(Renishaw® 600x400 pixels) refrigerado termoeletricamente e acoplado a um microscépio
Leica®, modelo: DM2500M; a linha laser em 785 nm (laser de diodo, Renishaw®) foi
focalizada na amostra por uma objetiva Leica® com aumento de 50x (abertura numérica de
0,75). As amostras foram alocadas em um suporte para amostras liquidas e os espectros foram
registrados no intervalo de 400-1800 cm™ com a poténcia do laser em aproximadamente 10
mW na amostra. Foram comparados os espectros da cafeina anidra e solugdes com cafeina em
diversos pHs para verificar a possivel protonacdo, assim como a comparacédo deste ingrediente

ativo com outros ingredientes organicos da nanoemulséo.

9) Constante de instabilidade de Ostwald

A teoria de Liftsitz, Slesov e Wagner (LSW) menciona que a estabilidade da emulséo
depende da solubilidade do éleo na fase aquosa. Essa teoria contribuiu para a constante de
instabilidade de Ostwald. O ensaio de TEN propiciou o calculo da constante de instabilidade
de Ostwald. Sendo assim, caso o0 aumento do diametro das goticulas ocorra pela difusdo de
moléculas de 6leo das goticulas menores para as maiores, uma relacdo linear entre a média do
raio da goticula ao cubo (r’y) e tempo (1), é normalmente observada. Neste caso, a constante
de instabilidade de Ostwald (ws), foi obtida pela inclinacdo da curva (dr3y /dt). No entanto,
guando o mecanismo envolve o transporte de moléculas de 6leo dentro de goticulas, a relacdo
linear depende do tempo e envolve o raio quadrado da goticula (r?). Neste caso, a constante
de instabilidade de Ostwald (w,), é definida pela inclinacdo da curva dr’/dt (WEISS et al.,
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2000; WEISS et al., 1997). Para a aplicacdo da teoria LSW € exigido o valor de raio médio
(rn), no entanto, as medigdes de espalhamento de luz dindmica fornecem raio medio baseado
em intensidade (r,). Este valor foi dividido por 1,18 para obter ry (WOOSTER et al., 2008;
DARIO et al., 2016).

4.2.4. Validacdo do método analitico e bioanalitico
4.2.4.1 Identificacdo e quantificacdo da cafeina na nanoemulsao

As condicdes cromatograficas para o método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foram utilizadas na determinagdo e identificacdo da concentracdo de
cafeina.

A fase mdvel foi composta por acetonitrila: solugdo de 1% de acido acético glacial em
agua ultrapura (MilliQ-Millipore) (15:85), filtrada em membrana de celulose de 0,45 um. O
fluxo foi de 0,4 ml/min, volume de injecdo de 10 pl, deteccdo a 273 nm, temperatura de 25
°C, equipamento da Shimadzu®, Detector DAD UV, coluna C18 Shimadzu®, (150 mm x 4,6
mm x 3um) (FERREIRA, et al., 2008).

4.2.4.2 Linearidade

A linearidade de um método consiste na proporcionalidade direta dos resultados
obtidos com a concentragdo do analito presente na amostra a ser analisada, dentro dos limites
de variacédo (ICH, 2005; USP, 2013, BRASIL, 2003a).

A linearidade foi avaliada no intervalo de concentracdo de 4,0 a 100,0 pgmL de
cafeina e o solvente utilizado foi o tampao fosfato (PBS) cuja composicdo foi baseada na
Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010). Foram avaliadas seis concentracfes em triplicada.
A obtencdo do célculo da equacdo da reta se deu por regressdo linear (BRASIL, 2003a;
BABY, 2007; ICH, 2005; USP, 2013)

4.2.4.3 Preciséo e Exatidao

A precisdo avalia o grau de concordancia dos resultados obtidos quando tomadas
varias amostragens de uma mesma amostra. Considera-se a repetibilidade intra-dia, curto
periodo de tempo com o mesmo analista e mesmo laboratério e a repetibilidade inter-dia
(precisdo intermediaria), que representou a variabilidade dos resultados em dias diferentes de
analise (USP, 2013).
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A precisdo e a exatiddo foram avaliadas por meio da repetibilidade intradia e interdias.
Expressas como desvio padrdo relativo (DPR) na Equacdo 2. Trés concentracbes foram
avaliadas em triplicata: 4,0; 20,0 e 100,0 mg/ml. As amostras foram analisadas no mesmo dia

para repetibilidade intradia e em trés dias diferentes para a repetibilidade interdias.

DP
CMD

DPR(%)= x100

Equacao 2: Desvio Padrao Relativo do método analitico.

Legenda: DP - desvio padrdo; CMD - concentragdo média determinada = média das 3
determinagOes; DPR - desvio padrao relativo.

A exatiddo de um método analitico representa a proximidade dos valores
experimentais com os considerados verdadeiros. O resultado deve ser o mais proximo de
100% calculado por meio da Equacdo 3 (BRASIL, 2003a, USP, 2013, RIBANI et al., 2004).

CME

E(%) =" x100

Equacéo 3: Célculo da Exatiddo do método analitico
Legenda: E - Exatiddo; CME - Concentracdo Média Experimental; CT - Concentracdo
Teorica.

Aliquotas de 500 pl de concentra¢Bes conhecidas (10,0; 20,0 e 100,0 ulnl) de solugdo
de cafeina em PBS, padrdo de referéncia secundario, foram adicionadas em 500 pul das
matrizes biologicas (EPl.; DERM.; EPL.+DERM.+PBS), onde as concentracdes tedricas
foram (4,0; 20,0 e 100,0 ulnl) correspondentes ao Controle de Qualidade baixo (CQB),
Controle de Qualidade médio (CQM) e Controle de Qualidade alto (CQA), respectivamente.
A mistura foi filtrada em membrana de 0,45 um (Milipore®) e o volume injetado foi 10 ul no

cromatografo.

4.2.4.4 Limite de Quantificacdo (LQ)
O limite de quantificacdo simultanea foi avaliado por meio da analise de diferentes
concentracOes da cafeina até o valor onde a amostra apresentou valores de precisao e exatidao

adequados.
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4.2.4.5 Limite de Deteccéo (LD)
O limite de detecgéo e o limite de quantificacdo correspondem a menor concentracao
de uma amostra a ser detectada (BRASIL, 2003a; USP 2013).

O limite de deteccdo do método foi estimado baseado nos resultados dos célculos de
regressdo linear de trés curvas de calibragdo que foram construidas com as concentracGes
proximas ao limite de quantificacdo, sendo expresso pela Equacdo 4 (BRASIL, 2003a):

DP

LD=—x3
IC

Equacéo 4: Limite de Deteccdo do método analitico.

Legenda: DP - Desvio padrdo do intercepto com o eixo y das 3 curvas de calibragéo;
IC - Inclinacdo da curva de calibracéo.

4.2.4.6 Especificidade e pesquisa de interferentes

A especificidade é a capacidade de avaliar de forma inequivoca um composto em
presenca de outros, 0s quais possam interferir na avaliagdo, como uma matriz complexa
(RIBANI et al., 2004; USP, 2013; BRASIL, 2003a).

Com o intuito de pesquisar possiveis interferentes como produtos de degradacéo,
outros ingredientes da formulacdo, solvente utilizado no liquido receptor e substancias
presentes na pele humana, foi avaliada a pureza do pico do padrdo da cafeina por meio do
software LC solutions® no HPLC e do ensaio de recuperacdo do padrdo nas amostras
bioldgicas (EPI.; DERM.; EPI.+DERM.+PBS) aditivadas com cafeina para verificar possiveis

sobreposic¢des de picos da matriz.

4.2.5. Teor da cafeina por CLAE durante o TEN
De acordo com o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos é indicado a avaliagao
do teor do ingrediente ativo durante a estabilidade (BRASIL, 2004).

Conhecendo a concentracdo tedrica de cafeina na nanoemulsdo F3 (10,0 mg/ml), foi
feita diluicdo da mesma em PBS de modo que a concentracdo final fosse de 100 pg/ml, por

meio da Equacéo 5.
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C Vi=C, V,

Equacéo 5: Equacdo de diluicdo
Legenda: C;: concentracdo inicial conhecida antes da dilui¢do, V;: volume inicial, C,:
concentracdo desejada, V,: volume para diluicdo.

Foi retirada a aliquota de 100 pl da nanoemulsdo F3 e transferida para um baldo de
10ml, completou-se o volume com PBS, homogeneizou-se manualmente e em seguida
retirou-se a aliquota de 1000 pl do baldo e filtrou-se em membrana de 0,45 um e transferiu-se
para o vial de vidro de 1,5 ml. Foi injetado 10 pl da amostra de acordo com as condicdes
cromatograficas validadas para a deteccdo de 273 nm. Por meio das areas dos picos foram

obtidas as concentracdes, conforme a Tabela 9.

4.2.6. Eficiéncia de Associacdo (EA%) da cafeina nas goticulas
A eficiéncia de associagdo da cafeina nas goticulas da nanoemulsdo (NECAF) foi
determinada por calculo da diferenca entre a concentragdo total de cafeina e a livre na
nanoemulsao. Para quantificar a cafeina livre foi utilizado a método por CLAE, com coluna
C18 (150 x 4,6 mm, 3 um de tamanho de particula) (Shimadzu, Japdo), precedida por uma
coluna guarda (10 x 4,6 mm). A fase mdvel foi composta de acetonitrila: solugdo de acido
acético glacial (pH 3,0) (15:85) com taxa de fluxo de 0,4 mL/min a temperatura ambiente. A
deteccdo foi a 273 nm, utilizando um arranjo de diodos com deteccdo no UV (Shimadzu,
Japdo). O tempo de retencdo foi de 17,8 min. Para calcular a concentracdo de cafeina livre,
300 pl da nanoemulsdo foi adicionada em uma unidade de filtracdo (10 kDa Amicon;
Millipore®, USA) e centrifugada a 21,400 g por 30 min a 25,0+1,0 °C. O sobrenadante foi
quantificado por metodologia descrita anteriormente. Eficiéncia de Encapsulamento da
cafeina na goticula foi calculado conforme Equacéo 6.
C(M)-C(L)
C()

EA% = x100
Equacéo 6: EA - Eficiéncia de Associagdo (%) da cafeina nas goticulas.

Legenda: C(T): concentracdo total de cafeina na nanoemulsdo; C(L): concentracdo de
cafeina livre na nanoemuls&o.
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4.2.7. Avaliacdo do potencial de irritacdo ocular

No intuito de reduzir ou substituir os coelhos que sdo submetidos ao Teste de Draize, 0
método HET-CAM — Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane foi escolhido por ser um
teste in vitro compardvel ao ensaio mencionado anteriormente, além de apresentar alta
viabilidade em seu emprego e se tratar de uma alternativa para testes envolvendo subtancias
corrosivas e/ou fortemente irritantes que provocariam extremo stress as cobaias (ALLTOX,
2016). Esse ensaio é um dos empregados para avaliacdo da seguranca, ndo sendo portanto
conclusivo.

Os ovos de galinhas do tipo legorne branca, galados fecundados (também
denominados galados) foram incubados por 10 dias a 37 °C e 65% de umidade relativa na
incubadora de ovos Chocmaster®. Apés o periodo de incubagéo, foram abertos com auxilio de
uma pinca e a membrana da casca foi hidratada com 300 uL de solugdo fisioldgica (NaCl
0,9% p/v), sendo retirada delicadamente com a pinga. Posteriormente, 0 mesmo de volume de
amostra da nanoemulsdo com cafeina foi depositada sobre a membrana corioalantéide. Os
controles positivos do teste foram realizados com dispersdo de dodecilsulfato de sodio (SDS)
a 1,0% (p/v), dispersao do hidroxido de sédio (NaOH) a 1,0% (p/v) e o controle negativo com
solucdo fisiologica, a qual constitui cloreto de sédio (NaCl) a 0,9% (p/v), conforme
apresentado na Figura 9 (NATIONAL INSTITUTE OF ENVIRONMENTAL HEALTH
SCIENCES, 2006).

O ovo foi acomodado em um suporte e a camera posicionada de maneira a registrar as
alteracbes da membrana corioalantdéide com nitidez. A imagem capturada contemplou a
gema do ovo ou saco Vitelino de cor amarela ao fundo e vasos sanguineos em destaque. Os
eventos vasculares (hemorragia, lise ou coagulacdo) foram gravados por 5 min (camera Dino-
Lite® , Modelo AM-211) e analisados posteriormente. O ensaio foi realizado em triplicata. O
indice de irritacdo ocular (IS) foi calculado de acordo com a Equacao 7 (KALWEIT et al.,
1990; NATIONAL INSTITUTE OF ENVIRONMENTAL HEALTH SCIENCES, 2006).

Figura 9: Fotos dos controles negativos e positivos utilizados durante o ensaio.

NaCl 0,9% SDS 1% NaOH 1%
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g (801-H) . (801-L)  (301-C)
300 300 300

Equacéo 7: Calculo do Indice de irritagdo ocular.

Legenda: IS— indice de irritacdo ocular; H— tempo (s) para iniciar um evento
hemorragico; L - tempo (s) para iniciar uma lise vascular; C - tempo (s) para iniciar uma
coagulacéo.

De acordo com a Equacdo 7, os produtos podem ser classificados de acordo com a
Tabela 2.

Tabela 2: Classificagdo do potencial de irritacdo ocular no método HET-CAM (KALWEIT et
al., 1990)

Indice de irritacdo ocular o
Classificagao
(1S)
0-0,9 N&o irritante
1-49 Levemente irritante
5-8,9 Moderadamente irritante
9-21 Fortemente irritante

4.2.8. Permeacdo cutanea

Inicialmente foi realizado estudo de solubilidade da cafeina em tampdo PBS pH 7,4.
Segundo Budavari et al. (1996), a cafeina apresenta solubilidade em &gua de cerca de 21,74
mg/iml. Desse modo, solugdes saturadas de cafeina foram preparadas adicionando-se excesso
dessa substancia (30,76 mg/ml) em tampdo PBS pH 7,4. As solugdes foram agitadas durante
24 horas a temperatura de 25 °C. Ap0s, efetuou-se a separacdo da cafeina ndo solubilizada
centrifugando a 3000 rpm utilizando rotor 36 por 15 min. O sobrenadante foi filtrado em
membrana de 0,45 pm e transferido para um vial de 1 ml, em seguida, a leitura no
cromatografo foi de acordo com o método 4.2.8., onde o volume de injecdo foi de 10 pl. O

experimento foi realizado em triplicata.

Foram realizados ensaios para avaliar a liberacdo in vitro da cafeina. Estes em células

de difusdo vertical de dois compartimentos (células de Franz), de acordo com procedimento
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recomendado pela Farmacopéia Americana (United States Pharmacopeia) e formulario
nacional NF31, conforme descrito em Pharmacopeia Forum (2009) para produtos topicos

(semi-solidos) e transdérmicos com modificacgdes.

Para esse estudo, foi utilizada a pele humana retirada de cirurgia plastica abdominal,
limpa e com a gordura subcutanea removida, doador do género masculino e com 19 anos de
idade. O experimento foi aprovado pelos Cémites de ética da UNIFESP e da USP, nimero
processo 516508.15.0.3001.0067. A pele humana foi congelada a -5 °C e utilizada uma
semana depois. Apos serem reidratadas com PBS, o mesmo utilizado no liquido receptor, a
integridade da pele foi avaliada pelo método fisico de perda de agua transepidérmica (TEWL)
com sonda e base do equipamento Tewameter®. (GIOIA & CELLENO, 2002, PAEPE et al.,
2002).

A relacdo dose/area aplicada na pele corresponde a 2 mg/cn, de acordo com a
literatura (SCHALKA, 2011). Aliquota de 150 pl (10 mg/mL) da nanoemulsdo contendo
cafeina foi aplicada na superficie da pele. Foram recolhidas amostras nos tempos: t0, t1 h, t2
h, t3 h, t4 h, 22 h e t24 h. O liquido receptor utilizado foi PBS de acordo com a Farmacopéia
Brasileira 5%d. e colocado em banho aquecido a 32,0 °C, sob constante agitacdo mecanica. A

solubilidade das substancias no fluido receptor foi verificado antes do experimento.

A concentracdo da cafeina foi identificada e quantificada em 4 diferentes regides da
pele: Superficie da pele (SP), Epiderme (E), Derme (D) e Fluido Receptor (FR) por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Concentracdo de cafeina acumulada na pele foi plotada em fungdo do tempo (t). O
coeficiente de permeabilidade aparente (P,p,) foi determinada pela Equacéo 8, baseada na
literatura (SINTOV & GREENBERG, 2014):

AQ 1 1

Papp:_x—x_

At A C,

Equacéo 8: Coeficiente de permeabilidade aparente.
Legenda: P,pp: coeficiente de permeabilidade aparente, 4Q: concentragéo de cafeina
acumulada, Az: variacdo do tempo em horas, A: area de difusdo no compartimento doador e

Co: concentracdo inicial da cafeina na nanoemulsdo adicionada no compartimento doador.
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5 — RESULTADOS E DISCUSSAO
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S. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencéo das nanoemulsdes contendo cafeina

As nanoemulsdes foram desenvolvidas pela metodologia sub-PIT ou abaixo da TIF,
variando-se a propor¢do dos dois tensoativos ndo-iGnicos necessarios a formagdo da
nanoemulsdo (Oleth-20 e Oleth-3), mantendo-se constante a soma da proporcao deles na
formulacdo (11,2% p/p), com EHL final de 11,1; o EHL foi calculado de acordo com a
Equacdo 1, conforme metodologia adaptada (DARIO, 2016). A Figura 10 apresenta 0
resultado final das nanoemulsdes que estdo descritas na Tabela 1.

Figura 10: Foto das emulsGes e nanoemulsdes descritas na Tabela 1.

Legenda: F: formulacBes descritas na Tabela 1.

5.1.1. Equlibrio hidréfilo-lipofilico (EHL)
O EHL final foi calculado de acordo com a Equacdo 1 referente ao item 4.2.1.a. A

nanoemulsdo escolhida nimero F3 apresentou valor de EHL final de 11,1.

5.1.2. Diagrama de fases pseudoternario
Conforme item 4.2.1.2. e a Tabela 1, obtéve-se diagrama pseudoternario, alterando a

propor¢do entre os tensoativos e mantendo a soma entre eles de 11,2% p/p e variando a
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proporcdo do 6leo entre 5 ou 10% p/p. A concentracdo de agua foi quantidade suficiente para
(9.s.p) 50 ml.

Apos a elaboracdo das emulsbes de acordo com o item 4.2.1.1 e 4.2.1.2, a formulacéo
F3 foi escolhida por ser mais translicida, indicando provavel tamanho de particula
nanométrico devido a alta espalhabilidade da luz. A confirmacdo do tamanho da goticula foi

dada conforme descrita no item item 4.2.4.c.

5.1.3. Temperatura de Inversédo de Fasese da Tcb

Durante o processo de inversdo de fases da emulsdo, um sistema O/ A é modificado
para A/ O ou vice-versa e a curvatura da interface O/ A se altera gradualmente. A tenséo
interfacial do sistema vai descrescendo para valores minimos, sendo que a obtencdo de
emulsdes depende de gasto energético minimo (BECHER & SCHICK, 1987; BROOCKS et
al., 1998; HOLMBERG et al., 2002; MORRISON & ROSS, 2002, SAJJADI et al., 2003a e b;
SALLAGER et al., 2004).

A temperatura de clearing-bondary (Tcb) obtida na nanoemulsdo F3 foi
aproximadamente 80 °C e a formulacdo adquiriu aspecto opalescente e levemente azulado. A
literatura registra que tal aspecto pode ser obtido durante o aquecimento, entretanto, nas
formulagGes desenvolvidas neste trabalho, a melhor transparéncia foi obtida durante o
resfriamento rapido por imersdo em banho de gelo. Mei e colaboradores (2011) obtiveram
formulacGes opalescentes azuladas aquecendo acima da Tcb, estratégia semelhante a adotada
neste estudo. A formulacdo pode ser determinada, aproximadamente, pelo conhecimento da
temperatura de inversdo de fases ou visualmente.

A temperatura de inversdo de fases (TIF) dos sistemas pode ser acelerada por salting-
out. Assim, com a adicao de sal no sistema, a temperatura de Tcb na qual a nanoemulséo fica
transparente, translicida ou opaca é menor, ndo sendo necessario fornecer mais energia para o
sistema. A Tcb ocorre a poucos graus abaixo da TIF (MEI et al., 2011). Neste trabalho foi

adicionado a formulacdo o sal cloreto de sédio (NaCl) para se obter o efeito de salting-out.

5.1.4. Condutividade Elétrica

Zhang e Michniak-kon (2011), relataram que a entidade condutiva da microemulsao
O/A ¢ a fase continua aquosa. Partindo deste principio, na inversdo de fases onde a fase oleosa
se torna a fase continua, a condutividade cai bruscamente, sendo assim, a condutividade

elétrica pode ser um indicativo de inversdo de fases. Pelo exposto, a mensuracdo de tal
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pardmetro se tornou o método comumente utilizado para caracterizar microemulses, em
varios estudos preconizados na literatura.

A temperatura que iniciou a inversdo de fases na nanoemulsdo com cafeina F3 foi de
82 °C, sendo que a 85 °C ocorreu o menor valor de condutividade, conforme visto na Figura
11. A medida que a formulagdo foi resfriada em banho de gelo, a condutividade apresentou

valores ascendentes proximos aos iniciais, indicando a volta do estado de nanoemulsdo O/A.

Figura 11 — Condutividade com indicacdo de temperatura de inversdo de fase,
nanoemulsdo com cafeinal%p/p formulacdo F3.
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Perfil de condutividade similar ao encontardo na literatura (MEI et al., 2011).

5.2. Teste de Estabilidade Preliminar (TEP)

De acordo com MEI et al. (2011), a avaliacdo da estabilidade de longa duracédo de
emulsBes é essencial para assegurar maior prazo de validade de varios produtos de consumo,
como medicamentos, cosméticos e alimentos, dentre outros. Devido sua instabilidade
termodinamica, as emulsdes tendem a reduzir a sua energia livre total e de area interfacial por
meio de alguns processos de degradacdo, tais como cremagem/sedimentacdo, agregacéo,
floculacéo, coalescéncia e instabilidade de Ostwald.

Segundo Junior e colaboradores (1999) diferentes fenbmenos ocorrem durante a vida
atil da emulsdo como sinal de instabilidade, tais como: formagdo de ‘’nata’’ (creaming), que
resulta da flutuacdo das gotas dispersas na superficie da emulsdo; coagulacdo das gotas, que

causa a formacdo de agregados constituidos de gotas individuais; coalescéncia das gotas
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individuais, que se juntam e formam gotas maiores até estender a fase dispersa, a ponto de
desestabilizar o sistema emulsionante.

Dentre os testes preconizados na avaliacdo da Estabilidade Preliminar, temos:

5.2.1. Teste de centrifugacao
A nanoemulsdo com cafeina 1% p/p F3 foi classificada como normal (N) sem
alteracdo quanto ao aspecto.

5.2.2. Estresse térmico

Neste ensaio, a nanoemulsdo com cafeina 1% p/p F3 ndo apresentou separacdo de
fases até a temperatura de 70°C o que a classificou como predisposicdo a ser estavel. No
trabalho de Martini (2005), resultados indicaram que a energia térmica transferida durante o
aquecimento pode induzir processo de aumento do didmetro das goticulas por coalescéncia ou
pelo processo convencionado Ostwald ripening (instabilidade). O aumento de temperatura
para algumas emulsGes promove a quebra do filme interfacial das goticulas, permitindo a
transferéncia de massa entre elas.

A possivel explicagdo a esse fendmeno encontra-se no fato de que as nanoemulsdes
possuem maior capacidade de solubilizacdo em relacdo as dispersdes micelares simples,
oferecendo vantagens sobre a estabilidade de dispersdes instaveis, tais como emulsdes e
suspensdes, ao passo que estas, sdo produzidas utilizando pouca energia (calor). Contudo, a
menor demanda de energia para sua formacdo ndo implica, necessariamente, em sua
instabilidade (MALVERN INSTRUMENTS, 2016).

5.3. Teste de Estabilidade Normal (TEN)

5.3.1. Caracterizac0es fisicas, fisico-quimicas e quimica da nanoemulséo

5.3.1.1 Propriedades organolépticas

O TEN ndo apontou modificacao das propriedades organolépticas (aspecto, cor e odor)
durante os 90 dias de teste em relacdo a formulacdo do inicio do experimento, para as
condigOes de 25,0 + 2,0 °C (ambiente) e 5,0 * 2,0 °C (geladeira), no entanto, a condicéo de
estufa (45,0 + 2,0 °C) apresentou aspecto esbranquicado opaco e separacdo de fases com 7
dias, conforme indicado na Tabela 3. A condigdo de temperatura elevada normalmente
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acarreta maior instabilidade nas formulacbes (BABY, 2007; DARIO, 2016; PIANOVSKI,
2008).

Neste teste ndo houve formagdo de ‘’nata’’, agregacdo, coalescéncia e instabilidade de
Ostwald nas condicdes de 25,0 + 2,0 °C e 5,0 + 2,0 °C, sugere estabilidade no aspecto das
formulagOes desenvolvidas nestas condi¢cGes (MEI et al., 2011). Esta resposta orienta que a
condicdo de armazenamento ideal deve evitar temperaturas elevadas.

A nanoemulsdo F3 com cafeina permaneceu estavel durante os 90 dias da TEN, nas
temperaturas ambiente e de geladeira, o que pode ser explicado porque a cafeina de acordo
com a Farmacopéia Brasileira 5% ed. é levemente soltvel em agua. Segundo Kabalnov et al.,
(1987) e Bergenstahl & Welin-berger (2000) quando o farmaco ou principio ativo € pouco
sollvel na fase continua a estabilidade da emulsdo é favorecida, permanecendo na fase

dispersiva.

5.3.1.2 Valor de pH

Este é um importante parametro de monitoramento da estabilidade das emulsdes, pois
alteracbes no seu valor indicam a ocorréncia de reagfes quimicas que podem comprometer a
qualidade do produto final e seu prazo de validade. O pH determina a conformacdo de
moléculas e sua estabilidade. No caso de emulsdes formuladas com Oleos vegetais, a
diminuicdo do seu valor pode ser decorrente da hidrélise dos ésteres de acidos graxos que
geram &cidos graxos livres (MARTINI, 2005).

Segundo Martini (2005) os 4&cidos graxos livres reduzem o valor de pH das
formulagcbes, sendo utilizados como indicadores de estabilidade das nanoemulsdes nas
diferentes condi¢bes de armazenamento. Além disso, o pH final das nanoemulsbes pode
exercer influéncia na extensdo de ionizagcdo dos componentes da interface. O dleo utilizado na
nanoemulsdo é derivado de Oleo vegetal o que corroborou com a literatura. A seguir,
apresentam-se os resultados dos valores de pH durante o (TEN) nas condi¢des 25,0 +2,0 °C

e 5,0 +2,0°C, durante 90 dias, conforme Figuras 12 e 13.
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Figura 12 — Valores de pH da nanoemulsio F3 nas condigcdes: 25,0 + 2,0 °C

(ambiente) e 5,0 + 2,0 °C (geladeira), durante o Teste de Estabilidade Normal.
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Foi calculada a concentragdo molar dos fons [H'], porque os valores de pH sdo
exponenciais e foi desejado verificar sua praticidade nos estudos de estabilidade (TORRES &
MARZZOCO, 2007). Foi observado o decréscimo ou acréscimo dos valores com o decorrer
do tempo, além do percentual de variacdo do valor de pH. Os valores para as condi¢Bes de
25,0+2,0°Ce 5,0+ 2,0°C decairam no decorrer dos 90 dias do TEN.

ajuaiquy Hd
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Tabela 3. Caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor), valor de pH, percentual de variacdo do valor de pH e percentual de variagdo do

teor de cafeina da nanoemulsdo F3 submetida ao Teste de Estabilidade Normal (TEN) no decorrer dos 90 dias.

Temperatura de Armazenamento

Teste 250+2,0°C 50+2,0°C 45,0+2,0°C
tempo (dias)
F3 0O 7 15 30 60 9|7 15 30 60 90| 7 15 30 60 90
Cor NN N N N N[N N N N N[™M - - - -
Aspecto NN N N N N[N N N N N[M - - - -
Odor NN N N N N[N N N N N[™M - - - -
oH 57 51 50 50 48 44[50 50 51 49 49 - - - - -
(3) do pH 00 01 00 00 00 0100 00 01 01 017 - - - - -
(%) pH o 2 2 6 137 ¥ 2 2 2 - : : - :
(%) Teor de CAF 00 -5 46 56 54 9448 47 36 -11 -15

Legenda: N: normal; M: modificada; t0: tempo de repouso (48 horas ap6s preparo); (8): desvio padrdo do pH; (-): ndo avaliado devido separagdo de

fases ou ser ndo aplicavel; t0: tempo de repouso (48 horas apGs preparo); (*): tempo de estabilizacdo do pH da nanoemulsdo. A nanoemulsdo t0 foi

considerada como referéncia para comparacdo com as demais formulacGes.
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Conforme exemplificado a seguir:
Escala de pH
[ — A — 14
O pH zero é o mesmo que 1 mol/L™ e pH 14 é 0 mesmo que 10™.
Quanto menor a [H'] maior o valor de pH:

H=1
TS

— Por exemplo: [H'] = 0,1 mol/L

H=1
p Dg[l],l]

—— log 10 =1, portanto 0,1M=pH=1

— Por exemplo: [H'] = 0,01 mol/L

H=1
PR~ 80,011

— log 100 = log 10%=2, portanto 0,01 mol/L = pH 2

H=log—
P I X 1077]

— log 107 = pH=7

O periodo entre t0-t7 dias, pressupde tempo de estabilizacdo do valor de pH,
provavelmente porque as nanoemulsdes sdo termodinamicamente instaveis (DARIO, 2016).
No intervalo de 7 a 67 dias o valor de pH ficou estavel e proximo do valor 5,0 em ambas
condi¢Oes de temperatura (ambiente e geladeira). Este valor esta dentro do pH fisioldgico, que
na pele varia de acordo com o sitio anatbmico, compreendido entre 4,5 a 5,5 (PIRES &
PSCHEIDT, 2014).

Os valores de pH e suas respectivas concentracbes molares de ions hidrogénio e o
percentual de variacdo dos valores de pH, para a condicdo de 25,0+ 2,0 °C foram: 5,7
(19,95.10° mol/L); 5,1 (79.10° mol/L); 5,0 (1.10®° mol/L); 5,0 (1.10° mol/L); 4,8 (1,5.10°
mol/L) e 4,4 (3,9.10° mol/L) com percentual de variacdo em relag4o ao t7 de 2%, 2%, 6% e
13,7% durante 15, 30, 60 e 90 dias respectivamente. Foram considerados adequados em
relacdo ao desvio padrdo (0,1) e adequado até 30 dias, conforme percentual de variacdo
adotada na literatura de £ 5% (RIEGER, 1996).
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Os valores de pH e suas respectivas concentracfes molares de ions hidrogénio e o
percentual de variacdo dos valores de pH, para a condicdo de 5,0+ 2,0°C foram
respectivamente: 5,7 (19,95.10° mol/L); 5,0 (1.10° mol/L); 5,0 (1.10° mol/L); 5,1 (7,9.10°
mol/L); 4,9 (1,2.10° mol/L) e 4,9 (1,2.10" mol/L) com percentual de variacio em relagéo ao
t7 de 0;-2,0; 2,0% e 2,0% durante 15, 30, 60 e 90 dias respectivamente. Foram considerados
adequados em relacao ao desvio padrao (0,1) e adequado até 90 dias, conforme percentual de
variacdo preconizada por (RIEGER, 1996).

Foi verificado que as variacfes de pH representam considerdveis alteracfes nas
concentracdes molares de [H], porém, convém avaliarmos a variacdo pelo percentual de
variacdo do valor de pH embora os valores de pH sejam exponenciais.

A condicéo de 25,0 + 2,0 °C apresentou maior percentual de variacdo emrelacdo a 5,0
+ 2,0 °C. Em temperaturas mais elevadas de armazenamento, alteracOes significativas séo
esperadas para o parametro fisico-quimico analisado (valor de pH), pois a elevacdo da
temperatura possui influéncia direta na estabilidade fisica, fisico-quimica e quimica de
diversas formas cosméticas e dos principios ativos (BABY, 2007; PIANOVSKI, 2008). O

exposto corrobora com os resultados obtidos neste trabalho.

5.3.1.3. Avaliacdo Estatistica

A avaliacdo estatistica foi realizada no programa Minitab® 17 utilizando a analise de
variancia (ANOVA), seguida do teste de Turkey. As diferengas foram consideradas
estatisticamente significativas ao nivel de p <0,05. Apresentada na Tabela 4.
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Tabela 4 — Teste de Tukey para a comparacdo dos valores de pH da nanoemulsdo com
cafeina F3 nas condicdes: 25,0 + 2,0 °C (ambiente) e 5,0 + 2,0 °C (geladeira) durante o TEN.

Fator pH Temperatura
Tempo (dias) 25,0 +2,0°C 50 +2,0°C

t0 A A

t7 B BCD
t15 BC BCD
t30 BC B

t60 E DE
t90 F CDE

Legenda: t: tempo (dias). Letras iguais s&o estatisticamente iguais e diferentes o inverso.

A comparacdo dos valores de pH da nanoemulsdo com cafeina F3 pelo do Teste de
Tukey permitiu notar que a condicdo de 25,0 + 2,0 °C (ambiente) com 60 e 90 dias ndo
compartilhou letras iguais aos demais tempos da TEN, o que significou que houve diferenca
estatistica de pH nesta condicdo ambiental neste periodo. Este comportamento era esperado
devido a tendéncia de diminuicdo do valor de pH em temperaturas mais elevadas.

Em relacdo a condicdo de 5,0 + 2,0 °C (geladeira) o t60 e t90 ndo compartilharam
letra igual com o t30, porém compartilharam com o t7 e t15, o0 que significa que a
estabilidade na condicdo de geladeira foi mais uniforme em relacéo a da condi¢cdo ambiente, o
que corroborou com a tendéncia gréfica da Figura 12.

O t0 de ambas condi¢Oes de temperatura compartilharam a mesma letra o que equivale
ao tempo de estabilizacdo da nanoemulséo entre o periodo de tO a t7 dias, o que também pode

ser notado na Figura 12.

5.3.1.4 Tamanho de goticula, indice de polidispersdo e potencial zeta

O grau de estabilidade do sistema, o tamanho médio das goticulas da emulséo, o indice
de polidispersédo e o potencial zeta sdo pardmetros que variam em fungdo da composicao e da
razdo entre os tensoativos utilizados, sendo fundamental a otimizacdo do processo de
desenvolvimento de nanoemulsbes com acompanhamento desses parametros (SHAFIQ-UN-
NABI et al., 2007). Ver Figura 14 e Tabela 5.
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a) Tamanho de goticula e indice de polidispersao

E importante mencionar que a tendéncia a agregacdo e sedimentacio das
nanoparticulas dispersas, em funcdo do tempo, pode ser monitorada pela determinacdo de
mudancas na distribuicdo de tamanho de particulas (SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003).
Assim é importante 0 monitoramento de tamanho de particulas no decorrer do tempo e
durante o Teste de Estabilidade Normal (TEN), conforme Figura 14.

indice de polidispersdo superior a 1 no software Zetasizer®, indica que a distribuicdo é
muito polidispersa, ndo sendo adequada para mensurar por espalhamento de luz dindmico.
Assim, amostras com indice de polidispersdo préximos a zero representam distribuicdo de
particulas com carater monomodal (ANTON et al., 2007; JAFARI & BRANDARI, 2007;
MALVERN INSTRUMENTS, 2015).

O indice de polidispersdo e tamanho de goticula foram obtidos conforme o item
4.2.4.c.

No caso da nanoemulsdo F3, os indices de polidispersdo apresentaram desvio reduzido
de 0,1 e valores de 0,1 e 0,2 dependendo da condicdo da temperatura e tempo, 0 que €
conveniente para a nanoemulsdo indicando a presenca de goticulas com alta
polidispersibilidade e carater monodisperso, conforme Tabela 5.

Indicado na Figura 14 e explicados em detalhes posteriormente.
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Tabela 5. Avaliacdo do tamanho da goticula, indice de polidispersdo, potencial zeta e percentual de variacdo da concentracdo de cafeina da
nanoemulsdo F3 submetida ao (TEN) ao longo dos 90 dias.

(0] 0 0
Teste 250+£20°C 50+2,0°C 450+20°C

F3 0 7 15 30 60 90 7 15 30 60 90 |7 15 30 60 90

Tama”ho(n‘ﬂﬁ)pamcu'a 360 380 40,8 46,0 50,8 543|350 37,3 404 436 438| R

+(8) nm 08 06 08 07 04 01/05 06 07 09 01 |- - S

indice de Polidispersao | 02 02 00 02 01 01[01 02 02 01 0l |- - - - -

+ (3) 0 o 01 00 00 00|00 00 00 00 00 ]- - - - -
Potencial Zeta negativo |39 * * * * * * * * * x| * *  * =
£ (-mv)
+ (6) ( ) 0,2 * * * * * * * * * * * * * * *
* -mv ’
Ccaf (%) 0 5 46 56 54 93|48 47 36 111 15 [- - —
+ (3) (%) o4 06 04 01 O5 06|03 03 04 04 03

Legenda: (-): ndo avaliado devido separacdo de fases; (*): ndo houve a necessidade de avaliar porque o tensoativo é ndo ibnico; (8): desvio padrdo; t0: tempo
de repouso (48 horas ap0s preparo); Ccaf (%6): percentual de variagcdo da concentracdo de cafeina na nanoemulsdo. A nanoemulsdo tO foi considerada como
referéncia para comparacdo com as demais formulaces. Os resultados na tabela correspondem a média das trés leituras realizadas pelo equipamento Zetasizer
Nano ZS90®. Concentragdo te6rica=100 pg/mL.
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Figura 13: Correlacio entre: tamanho de goticula, indice de Polidispers&o (IPD) e valor
de pH no Teste de Estabilidade Normal TEN a 25,0 + 2,0 °C (ambiente) e 5,0 + 2,0 °C

(geladeira) da nanoemulsdo F3.
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O valor de IPD permaneceu constante em 0,2 na temperatura de geladeira (5,0 + 2,0°C)
enquanto que o valor de IPD na condicdo ambiente (25,0 + 2,0°C) de 0,2 caiu para 0,1 e se
manteve constante, neste parametro os valores de IPD foram adequados para ambas condi¢oes
ambientais pois se afastam de 1.

O valor de pH decresceu durante o TEN em ambas condi¢bes ambientais, porém a
condicdo de geladeira (5,0 = 2,0 °C) decresceu menos, valor de 4,9 com 90 dias,
permanecendo dentro da faixa de valor de pH fisiologico durante os 90 dias da TEN. Em
contrapartida a condicdo ambiente (25,0 + 2,0 °C), decresceu até o valor de 4,4 com 90 dias,
porém manteve-se praticamente na faixa de valor de pH fisioldgica.

O tamanho de goticula apresentou acréscimo no valor ao longo da TEN, sendo o da
condicéo de geladeira (5,0 + 2,0 °C), o que apresentou menor variagdo do valor de tamanho de
goticula.

Os valores de tamanho de goticula para a condigdo de 25,0 + 2,0 °C elevaram-se no
decorrer do tempo com desvio de maior valor de 0,8 nm e percentual de variacédo de 5,6; 13,3;

ddl
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27,8; 41,1 e 50,8% durante 7, 15, 30, 60 e 90 dias respectivamente, comparado com 0
tamanho de goticula no t0 dias de TEN. No entanto na condi¢do de 5,0+ 2,0 °C apresentou
decaimento e elevacgdo ao longo do tempo, com desvio de maior valor de 0,9 nm e percentual
de variacdo de -2,8; 3,6; 12,2; 21,1 e 21,7% durante 7, 15, 30, 60 e 90 dias respectivamente,
comparado com o tamanho de goticula com t0O durante o TEN.

A condicdo de 5,0 + 2,0 °C apresentou tamanho de goticula (43,8 nm) e percentual de
variacédo (21,7%) inferior em relacéo a condigdo de 25,0 + 2,0 °C. Indicando ser esta a melhor
condicdo de armazenamento. Em fungdo da instabilidade na condicdo de 45,0 + 2,0 °C, os
dados vinculados a esta condi¢do ndo foram computados.

Uma provavel explicacdo para a instabilidade de emulsdes é a maturacdo de Ostwald,
conhecida como Ostwald ripening. Quando se menciona este fendmeno para emulsdes se
correlaciona com a teoria de LSW. Esta estd relacionada com a taxa de instabilidade do
componente da fase dispersa e pode ser descrita usando certos parametros que sao conhecidos
como coeficiente de solubilidade, difusdo da fase dispersa e tensdo interfacial entre as
goticulas e a fase continua. Ou seja, 0s mondmeros dos tensoativos abaixo da concentracdo
micelar critica (CMC) podem migrar para outras micelas aumentando o tamanho das
existentes. Entretanto, concentracBes acima da CMC ndo impactam tanto na estabilidade ja
que a maior concentracdo de micelas possivel foi formada, estabilizando o meio (RINALDO
et al., 2012).

A formagdo de uma emulsdo estd relacionada com o seu contelido e composicdo da
fase oleosa, especialmente a propor¢do tensoativo/fase oleosa que determina o tamanho das
goticulas da emulsdo (MEI et al., 2011).

b) Potencial zeta

Segundo Martini (2005) o potencial zeta € definido como a diferenca de potencial
entre os ions fortemente ligados a superficie da particula e uma regido neutra ndo carregada da
solucdo, ocorrendo diferenca relevante de viscoelasticidade quando comparada a solugdo
adjacente as goticulas. Quando o potencial zeta € de 30mV (em mddulo) ou maior, a forca
repulsiva da dupla camada é maior do que a forca atrativa de van der waals evitando assim,
possivel floculagdo. Um valor elevado e negativo do potencial zeta é importante para a
estabilidade fisico-quimica da emulsdo, pois as forcas repulsivas entre as goticulas evitam a
floculacdo. Alteracdes na atmosfera idnica, como a provocada pela adicdo de eletrolitos,
tensoativos idnicos e alteracdes no valor do pH da solugdo, podem afetar diretamente a carga
do gl6bulo.
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Neste experimento, o potencial zeta no t O foi de -3.9 mv, devido aos tensoativos
utilizados na naoemulsdo serem de natureza ndo ibnica, conforme Tabela 5. A provavel
explicacdo de acordo com a literatura cientifica deve-se a teoria da influéncia das ligacGes de
hidrogénio, sendo que o0s autores propuseram que a carga superficial negativa foi derivada da
adsorcdo especifica de ions hidroxila, diretamente da formacdo de ligacGes de hidrogénio
entre os ions hidroxila e moléculas de agua na camada limite (MEI et al., 2011). Uma vez que
a nanoemulsdo F3 possui ingrediente com trialcilglicer6is em sua composicdo, a interface
negativa atrai fons H* os quais protonam os &cidos graxos e amenizam a carga negativa
resultando em um valor baixo de potencial zeta.

Por outro lado, os tensoativos ndo iénicos, como os utilizados na nanoemulsdo F3,
propiciam estabilidade estérica na fase dispersa, retardando a maturacdo de Ostwald e
coalescéncia (KOURNIATIS et al., 2010). Os grupos hidrofilicos oriundos dos tensoativo
ndo idnicos atraem a agua ao seu redor originando barreira protetora que previne a coagulacao
(OLIVEIRA & MEI, 2009).

5.3.1.5 Transmitancia da formulacdo escolhida no decorrer da estabilidade
normal

A transmitancia relaciona a incidéncia da luz inicial e a luz que atravessou a cubeta de
quartzo; a luz ndo absorvida é lida no detector. Como a transmitancia é maior quando diminui
a concentragdo ou opacidade da substancia, valores préximos de 100% indicam que houve
menor absorcdo de luz e espalhamento indicando a transparéncia do sistema. A faixa do
visivel é entre 350 -750nm (ALMEIDA et al., 2005).

O experimento foi realizado de acordo com o item 4.2.3.1e. O percentual de
Transmitdncia no t0 e com t90 dias de TEN apresentou valores de 48,7% e 6,5%
respectivamente, indicando reducdo da transparéncia no decorrer do tempo devido ao
provavel aumento no tamanho das goticulas. Na literatura Srilatha e colaboradores
mensuraram o percentual de transmitancia de todas as formulagGes a 560 nm e com agua
destilada como branco. Encontraram os valores em duas formulacbes distintas de 93,4% e

93,2%, os quais revelaram formulagfes quase transparentes.

5.3.1.6 Espectroscopia Raman

Os espectros de Raman da cafeina anidra estdo presentes nas Figuras 14-20, e 0s
valores foram registrados no intervalo de 400-1800 cm™. Os nimeros de onda das bandas
estdo na Tabela 6 e as atribui¢Bes vibracionais sdo fornecidas para a cafeina a partir dos
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dados publicados por Pavel et al., (2003) e Matas et al., (1998). O experimento foi realizado
de acordo com o item 4.2.3.1f.

Edwards & Munshi (2004) apud Matas et al., (1998) mencionaram que a agua €
facilmente perdida a partir da malha cristalina da cafeina e alteragfes significativas sao
observadas nos estiramentos v(C=0) e na regiao da estrutura vibracional pela diminuicdo da
atracdo intermolar CH---OH.,.

Pavel et al., (2003) rotulou algumas caracteristicas estruturais especificas da molécula
da cafeina anidra: O 4&tomo N’ metilado no estiramento v(CN) ocorre em 1408 cm?,
numerados na estrututa molecular da cafeina como N’-C* (Figura 3); O estiramento v(CN)
em C%N° ocorre a 1284 cm™; O estiramento v(CN) em C®:-N’ ocorre a 1554 cm™; A
deformacdo (CNC) em C¥-N'-C® ocorre a 556 cm; A deformacdo &(HC=N) em C®N°
ocorre a 1073 cm™. Além disto, as atribuicBes moleculares menos especificas foram feitas
para os modos v(CN, C=C) e v(CN) em 1600 e1360 cm™, respectivamente.

Tabela 6. Espectro Raman e atribui¢des para a cafeina hidratada e anidra.

cafeina hidratada cafeina anidra Atribuicao
pH 7
1643 m 1657 m v (C=0) fora de fase + , (C=C)
1337s 1328s v (anel imidazole)
1296 m 1284 m v(C-N) +p (CHy)
651,5m 642,9 m 5 (OCN) + 6 (anel imidazole pirimidina)
556,2 s 555,4 s 6 (anel pirimidina) + 6 (CNC) + p (CHy)

Legenda: v=estiramento, é=deformacdo angular; m=medio, s=forte, p=modo translacional.
Atribuigdes baseadas em Edwards & Munchi (2004) apud Pavel et al., (2003)

A diferenca na posicao das bandas foi usada para evidenciar em qual fase a cafeina se
encontra majoritariamente. Compararam-se 0s espectros da cafeina nos pHs estudados para
verificar o possivel deslocamento de bandas, o que sugeriria a sua protonagdo, fato que nao
ocorreu nas Figuras 14 e 15, o que indicou que a cafeina ndo teve influéncia sobre o pH

medido.
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Figura 14: Comparacdo dos espectros Raman de cafeina anidra e em solugdo com

diversos valores de pH, corrigido com &cido citrico e trietanolamina, no intervalo de 400-1000

cm,

Cafeina pH 7
Cafeina pH 6.
Cafeina pH 6.
Cafeina pH 5.
Cafeina pH 5.
Cafeina pH 2~3
Cafeina anidra

Intensidade Raman

T T
1000 900 800 700 600 500 400

Numero de onda /cm -

Figura 15: Comparacdo dos espectros Raman de cafeina anidra e em solugdo com
diversos valores de pH, corrigido com &cido citrico e trietanolamina, no intervalo de 1000-
1800 cm™.
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Figura 16: Comparacdo dod espectros Raman de cafeina em solucdo (pH 7) e anidra
solida.

Cafeina (solu¢&o pH 7)

Intensidade Raman
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Nimero de onda / cm™
A diferenca da cafeina anidra comparada a solucdo € expressa por bandas mais
intensas deslocadas para o menor nimero de onda, Figura 16. A atribuicdo das bandas se
encontra na Tabela 6. Deslocamentos superiores a 2 cm™, sdo indicativos de interagdes (GIL,
2015). Ou seja, de acordo com a Tabela 6 houve interagdo da cafeina com a fase aquosa,
provavelmente, por sua natureza hidrofilica, exceto pela atribuicdo correspondente ao &(anel
pirimidina) + 6 (CNC) + p (CH3) que possui carater lipofilico.

Figura 17: Comparacdo dod espectrod Raman de cafeina em solucdo e anidra com a
nanoemulsdo F3 na presenca e na auséncia da mesma.
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As bandas de cafeina encontradas na nanoemulsdo F3 sdo compativeis com as
encontradas na solugéo de cafeina (bandas 1337; 652,5 e 558,2 cm™), provavelmente devido &

sua hidrofilia e por estar na forma hidratada na nanoemulséo.

Figura 18: Comparacao das bandas do espectro Raman da cafeina em solugéo e anidra
com a fase oleosa composta pelos triglicérideos do &cido caprico caprilico (TAAC) na

presenca e na auséncia da mesma.
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N&o houve deslocamento relevante (>2 cm™) da posicéo das bandas da cafeina anidra
em relagdo & mistura de TAAC mais cafeina anidra (1654; 1329; 1286; 644,7 e 555,6 cm),

indicando que ndo houve interacdo entre estes ingredientes.

Figura 19: Comparacdo dos espectros Raman de cafeina em solucéo e anidra com o

tensoativo Oleth-3 na presenca e na auséncia da mesma.
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N&o houve deslocamento significativo da posicdo das bandas do Oleth-3 com cafeina
em relacdo & cafeina anidra (1327; 1285; 644 e 556,1 cm?), indicando que ndo houve

interacdo da cafeina anidra com o tensoativo Oleth-3.

Figura 20: Comparacao das bandas do espectro Raman da cafeina em solugéo e anidra

com o tensoativo Oleth-20 na presencga e na auséncia da mesma.
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N&o houve deslocamento relevante da posicdo das bandas do Oleth-20 com cafeina em
relacdo a cafeina anidra (1329; 644,9 e 556,7 cm™), indicando que ndo houve interacdo da

cafeina anidra com o tensoativo Oleth-20.
Estes valores sugerem que a cafeina esta na fase continua da nanoemulséo.

5.3.1.7 Constante de instabilidade de Ostwald

Emulsdes e nanoemulsdes séo sistemas termodinamicamente instaveis, assim tendem a
se desestabilizar durante o armazenamento por variados mecanismos cCOmo a Separacao
gravitacional, floculacdo, coalescéncia e maturacdo de Ostwald. Sistemas emulsionados
devem inibir estes mecanismos e prover estabilidade cinética suficiente para manter a
validade do produto (PIORKOWSKI & MCCLEMENTS, 2014). O ensaio foi realizado de
acordo com o item 4.2.3.1g.

Os valores das constantes de Ostwald e de coeficiente de correlacdo obtidos neste

trabalho foram registrados na Tabela 7 e podem ser vizualizados através das Figuras 21 e 22.



Tabela 7: Valores das constantes de Ostwald e seus

durante o TEN da formulagéo F3.
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respectivos coeficientes de correlacdo

Condicao
(25,0 £ 2,0°C)

(5,0 £ 2,0°C)

3,81556E-05

6,17641E-06

o3

0,01043

0,0001

R? 2
0,969

0,9024

R? ®3
0,984

0,9078

Figura 21: Valores das constantes de Ostwald e seus respectivos coeficientes de

correlacdo durante o TEN da formulagdo F3 na condicédo de (25,0 + 2,0°C).
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Figura 22: Valores das constantes de Ostwald e seus respectivos coeficientes de

correlacdo durante o TEN da formulagdo F3 na condicéo de (5,0 + 2,0°C).
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Na condicdo 25,0 + 2,0 °C houve uma correlacdo linear um pouco melhor para o

parametro ®3 (r’=0,984) em relagdo ao parametro w2 (r*=0,969), sugerindo que a difusdo de
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moléculas de 6leo foi 0 primeiro mecanismo responsavel pelo aumento do didmetro da gota
nesta condicdo de temperatura. Os valores da constante de Ostwald na condi¢do ambiente
(25,0 + 2,0°C) (w2 =3,81556.10° nm’s™ e w3 =0,01043 nm’s™) foram menores que o valor
mencionado no trabalho de Wooster e colaboradores (2008) que utilizou, também,
triglicerideos do acido caprico caprilico, 0 mesmo da formulacdo F3, sugerindo que esta foi
mais estavel que a mencionada na literatura.

Na condigdo de 5,0 + 2,0 °C os valores de w2 (r*=0,9024) ¢ de ®3 (r*=0,9078),
sugeriram que 0 mecanismo responsavel pelo aumento do didmetro da gota nesta condi¢do de
temperatura foi uma relacdo sutil entre a difusdo de goticulas de dleo isoladas e a de 6leo
transportados por micelas. Os valores da constante de Ostwald na condi¢do geladeira 5,0 +
2,0 °C (02 =6,17641.10° nm’s™ e ®3 =0,0001 nm’s™) foram menores que os valores da
condicdo de 25,0 = 2,0 °C, o que indicou que a estabilidade na condicdo de geladeira foi
melhor em comparacdo a ambiente segundo a relacdo de instabilidade de Ostwald,
corroborando com outros resultados. Este fenbmeno era esperado, uma vez que condigdes de
temperaturas mais elevadas como a de estufa, permitem que o 6leo fique mais soltvel na fase

aquosa promovendo a instabilidade do sistema (DARIO, 2016).

5.4  Validagdo do método analitico e bioanalitico

5.4.1 Identificacdo e Quantificacdo da cafeina na nanoemulséo

A identificacdo e quantificacdo da cafeina feita de acordo com o método 4.2.8. Foi
obtido no inicio da pesquisa do método a ser utilizado, 6timo tempo de retencéo para a cafeina
(6,7min), porém foi necessario alterar o fluxo e a temperatura do método para o tempo de
retencdo ndo coincidir com os interferentes das amostras bioldgicas, onde o fluxo de 1 ml/min
com forno (30 °C) foi para 0.4 ml/min e sem forno (25°C). A validacdo bioanalitica foi
preliminar ao ensaio de permeacao cutanea. Seguem os cromatogramas da cafeina padrao de

acordo com o método definido, conforme Figuras 23 e 24.
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Figura 23: Cromatograma da cafeina padrdo de acordo com o métodologia definida,
leitura a 273 nm, fluxo de 0.4 ml/min, sem forno (25 °C), pH 3,0 e fase mdvel de acetonitrila:
sol. acidificada (15:85)
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Figura 24: Cromatograma da cafeina padrdo de acordo com o metodologia definida,
leitura a 273 nm, ndo foram registrados impurezas com indice de pureza do pico de 0,99 ou
99%.
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a) Linearidade

A linearidade foi obtida de acordo com o item 4.2.4.2, conforme a Figura 25 e
Tabelas 8 e 9.

Tabela 8: Curva analitica com cafeina padrdo (PD) de referéncia secundario (Teor =
100%) deteccdo a 273nm

Ctcaf PD Concentracéo Experimental (pg/mL)

(ng/mL) C: C, Cs Crrediatdp
4,0 4,1 4,1 41 4,1+0,00
10,0 9,9 9,94 9,94 9,9+0,02
20,0 19,9 19,93 19,96 19,9+0,03
40,0 40,3 40,33 40,39 40,3+0,05
80,0 81,2 81,23 81,18 81,2+0,03
100,0 99,7 99,68 99,7 99,7+0,01

Legenda: Ctcaf PD: concentracdo teérica de cafeina padrdo; C' a C* concentragdo
experimental; Chagiatdp da concentracdo experimental, (n=3).

Tabela 9: Andlise de regressdo da linearidade da curva analitica de cafeina padréo de

referéncia secundario (Teor = 100%) deteccdo a 273 nm

Analise da regressao linear

Equacéo da reta: y =71353,33x — 10607,2
y = Area do pico

X = conc. cafeina (pug/ml)

a=71353,33
b =-10607,2
Coeficiente de correlacdo angular (R?) 0,9999

O método com detecgdo a 273 nm foi linear e com coeficiente de correlagdo

adequado, proximo a 1,0.



Figura 25: Curva analitica de cafeina padrdo de referéncia secundario (Teor = 100%),

deteccdo a 273 nm
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b) Precisdo e Exatidao

A preciséo e exatiddo foram obtidas de acordo com o item 4.2.4.3.

A Tabela 10 contém os célculos da precisdo intra e interdias, desvio padréo relativo

para (DPR%) e exatiddo para as concentracdes de 4,0; 20,0 e 100,0 pg/ml da cafeina padréo

secundario. Os valores de desvio padrdo foram inferiores a 5% na analise de precisao intra e

interdia. E a exatiddo apresentou valores préximos a 100%,

legislacéo brasileira (BRASIL, 2003a).

logo, estdo de acordo com a

Tabela 10: Precisdo e exatiddo intradia e interdia, respectivamente, das solu¢bes com

cafeina padrdo de referéncia secundario (Teor = 100%).

Ctcaf PD Concentracdo Experimental (pg/ml) 273nm
(ng/mli) Intradia Interdia
Cmedgiatdp  DPR%medo  E% Ciedatdp  DPR%ggo E%
4,0 4,10+0,1 0,0 102,39 | 4,1+0,02 0,0 102,03
20,0 19,94+0,02 0,0 99,72 | 19,9+0,04 0,0 99,5
100,0 99,72+0,04 0,0 99,72 | 99,7+0,04 0,0 99,7

Legenda: Ctcaf PD:
concentragbes experimentais;

Exatiddo.

DPR% edio-

concentracdo tedrica de cafeina do padrdo; Cegiazdp:
Desvio Padrdo Relativo médio; E%:
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O método analitico foi preciso nas repetibilidades intradia e interdia (DPR%6 qio=0).
Houve concordéncia dos resultados obtidos com as amostragens de uma mesma amostra.

Na Tabela 11 constam os valores de recuperacdo do padrdo nas matrizes bioldgicas,
(EPI.; DERM.; EPL.+DERM.+PBS), conforme item 4.2.4.6. Foram obtidos valores entre 85 e
115% para as solugdes com padrdo cafeina e para a recuperacdo do padrdo nas matrizes
biologicas, confirmando a exatiddo do método conforme Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) N° 27 de 17 de maio de 2012 (BRASIL, 2012).

C) Limite de Quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo do método foi estimado de acordo com o item 4.2.4.4. O LQ
estimado para a deteccdo 273 nm foi de 1,40 ug/ml para a cafeina padréo secundario, assim,
foi considerado que concentragdes superiores a este valor sdo quantificados com preciséo e
exatid@o relacionando com sua sensibilidade (BRASIL, 2003a; USP 2013).

d) Limite de deteccéo (LD)

O limite de deteccdo do método foi estimado de acordo com o item 4.2.4.5. O LD
estimado para a deteccdo 273 nm foi de 0,46 pg/ml para a cafeina padrdo secundario, assim,
foi considerado que concentragcdes superiores a este valor sdo detectados com precisdo e
exatiddo relacionando com a sensibilidade do método (BRASIL, 2003a; USP 2013).

e) Especificidade e pesquisa de interferentes

A pesquisa de interferentes e especificidade foi realizada de acordo com o item
4.2.4.6, onde, foram comparados o cromatograma da cafeina padrdo secundario (T=100%)
com o cromatograma com o tampédo PBS, com o qual foi construida a curva de calibracédo e o
que faz parte também do liquido receptor no ensaio de permeagdo cutdnea. Uma pesquisa de
interferentes com a nanoemulsdo sem cafeina (NSCAF) também foi realizada. Em relacdo ao
PBS e as matrizes bioldgicas, estas foram tratadas com concentracdo e volume conhecido do
padrdo cafeina, posteriormente foi calculado sua exatiddo e a pureza do pico através do
software LC solutions®, para analisar a possivel interferéncia de sobreposicdo dos picos.

Conforme apresentado nas Figuras 26-31.



deteccdo a 273 nm por CLAE.
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Tabela 11: Exatiddo intradia e interdia respectivamente das solucdes com cafeina padrdo de referéncia secundario (Teor = 100%),

Ctcaf Concentragéo Experimental (pg/mL)
PD : -
Epiderme Derme Epiderme+Derme+PBS
(Mg/mL)
Cy C Cs Crnedia E(%0) Cy Cz Cs Crnedia E(%) Cy C2 Cs Chmedia E(%)
4.0 36 33 36 35 87,5 43 43 33 4.0 1000 | 40 36 37 38 95,0
20,0 18,4 21 211 20,2 101 188 19,9 187 19,0 95,0 185 20,7 20,6 19,9 99,5
1000 | 986 987 983 98,5 98,5 87,7 88,06 88,1 88,0 880 | 1049 945 98,6 99,3 99,3
Ci |C [Cs |Cs [Cs | Cs | Crdia| E(%0) [ Cy C, [Cs [Cs [Cs [Cs | Ciedia| E(%0) | C1 C2 Cs Cy Cs Ce Crnedia | E(%0)
40 |36 37 37 37 37 37 37 925 |43 41 38 33 41 43 40 1000 |40 36 37 36 37 37 37 925
200 | 185 20,7 206 20,7 206 206 206 103 |188 202 203 202 202 202 200 1000 [185 186 202 210 20,7 20,7 199 995
1000 | 983 974 986 981 981 976 975 975 |1073 877 881 881 881 881 912 91,2 [1049 1040 1036 1028 1026 1026 1034 1034

padréo..

Legenda: Ctcaf: concentracdo tedrica de cafeina; C, a Cq: concentracdes experimentais; Chegia das concetragdes experimentais, E(%): Exatiddo, PD:
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Figura 26: Cromatograma de cafeina padrdo secundario 100 pgml solubilizada em
PBS, deteccdo a 273 nm nas mesmas condi¢cdes do método definido, com indice de pureza do

pico cafeina igual a 0,999 (Software LC solutions®).
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Figura 27: Cromatograma do tampdo PBS utilizado na curva de calibragcdo e no

liquido receptor, deteccdo a 273 nm nas mesmas condi¢des do método definido.
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Figura 28: Cromatograma da nanoemulsdo sem cafeina (NSCAF) utilizado na curva

de calibracdo e no liquido receptor, deteccdo a 273 nm nas mesmas condi¢bes do método

definido.
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Foi vizualizado um pico a 19,6 min e area de 2400 correspondente a 0,18 pg,

concentracdo abaixo do limite de deteccdo e de quantificacdo, por esse motivo, pico foi

desconsiderado

Figura 29: Cromatograma da matriz bioldgica Epiderme tratada com cafeina padrdo

secundario 100 pgml, deteccdo a 273 nm nas mesmas condi¢bes do método definido, indice

de pureza do pico cafeina igual a 1 (Software LC solutions®).
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Figura 30: Cromatograma

da matriz bioldgica Derme tratada com cafeina padrdo

secundario 100 pgml, deteccdo de 273 nm nas mesmas condi¢cdes do metodo definido, indice

de pureza do pico da cafeina igual a 1 (Software LC solutions®).
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Figura 31: Cromatograma da matriz bioldgica Liquido Receptor tratada com cafeina
padrdo secundario 100 pgml, deteccdo de 273 nm nas mesmas condi¢des do método definido,

indice de pureza do pico da cafeina igual a 1 (Software LC solutions®).
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Como constatado no calculo da exatiddo e nos indices de pureza da cafeina nos

cromatogramas acima, ndao houve interferentes eluindo com a cafeina.

5.5. Teor da cafeina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
durante o TEN

Alguns componentes ativos apresentam concentracdes menores em relacdo ao inicio
da estabilidade (0 dias), em virtude de diversos fatores. Logo, foi estudado o Teor da cafeina
por CLAE conforme o TEN. Figura 32 e Tabelas 3.

Figura 32: Cromatograma da cafeina padrdo secundario 100 pgml, deteccdo de 273
nm nas mesmas condi¢fes do método definido, com o indice de pureza do pico da cafeina

igual a 1 por meio do software LC solutions®.
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Foi avaliadaa estabilidade da cafeina ao longo da TEN (90 dias), nas condi¢des 25,0 +
2,0°Ce5,0+2,0°C, conforme visto na Figura 33.
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Figura 33: Teor de cafeina ao longo do Teste de Estabilidade Normal (TEN), nas
condicdes de 25,0 + 2,0 °C (ambiente) e 5,0 + 2,0 °C (geladeira).
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Legenda: Ccaf (%): percentual de variagdo da concentracdo de cafeina na hanoemulséo.

A condicdo de 25,0 + 2,0 °C apresentou reducdo da concentracdo de cafeina ao longo
do tempo da TEN (9,4%). A 5,0 + 2,0 °C, também, houve reducdo da concentracéo de cafeina
ao longo do tempo da TEN (15,1%). A reducdo da concentracdo de cafeina na condicdo de

geladeira poderia influenciar na intensidade da resposta anticelulitica.

5.6. Eficiéncia de Associacdo (EA%) da cafeina nas goticulas

A eficiéncia de associacéo foi calculada de acordo como item 4.3.2. O valor obtido de
acordo com a Equacéo 5 (4,8%), é inferior ao encontrado na literatura, provavelmente devido
a hidrofilia da cafeina e sua baixa solubilidade na fase oleosa utilizada. Zhang e colaboradores
conseguiram eficiéncia de associacdo em nanoemulsdo com &cido oléico- doxirubicina de

93,7%. O que indica que a cafeina se encontra majoritariamente na fase continua.

5.7.  Avaliacdo do potencial de irritacdo ocular

Uma das mais importantes propriedades bioldgicas de produtos de consumo, e também
de muitas matérias-primas, é o grau de compatibilidade local para membranas mucosas. Os
testes padronizados in vivo, sdo aceitos pelas autoridades de satde publica como validos para
estimar o potencial de irritagdo de produtos quimicos e avaliacdo do risco. Um dos mais
importantes testes in vitro é a imagem de tamanho normal HET-CAM (STEILING et al.,
1999).
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Os controles positivos foram considerados fortemente irritantes pois apresentaram
eventos de lise e coagulacdo em um tempo médio de 2 segundos. O ICCVAM (Interagency
Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods) (2010) preconiza que 0s
resultados sdo validos somente se os controles positivos forem classificados como fortemente

irritantes por meio do indice de irritacao ocular (IS).

Calculo do ensaio in vitro Het Cam
301-H 301 —-L 301 —C
o BU-H B0u-D o,
300 300 300
=1,35+0,023+0,03=1,4

X9

O resultado de 1,4 foi considerado levemente irritante de acordo com o Tabela 3, uma
vez que durante os 5 min ou 300 (seg.) do ensaio ndo houve coagulacdo ou lise. Houve
hemorragia em apenas uma amostra da triplicata, conforme Figura 34, o que indica cautela

no uso deste produto para a area dos olhos com apelo de reducédo de bolsas e olheiras.

Figura 34: Triplicata da formulagéo F3 para observacao dos eventos.

F3 (1) F3(2) F3(3)

5.8. Ensaio de Permeacgdo Cutanea

A solubilidade da cafeina saturada no tampao PBS pH 7.4 foi avaliada de acordo com
o item 4.2.8. e foi menor (0,02 mg/ml) em relacdo a solubilidade em agua que segundo
Budavari et al., (1996) e de 21,74 mg/ml. O valor de cafeina solivel no tampéo PBS saturado
foi de 0,09%, considerando 21,74 mg/ml como 100% de solubilidade para a cafeina em

solucéo aquosa ndo saturada, conforme na Tabela 12.
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Tabela 12: Concentracdo da cafeina no tampao PBS, determinacdo a 273 nm.

Conc. tedrica e Exper.
pg/mL

30,76 16,32 0,03 0,02

Conversao em mg/mL

Os resultados obtidos indicaram que no tampdo utilizado a cafeina foi pouco soltvel e
dependendo da concentragdo a ser permeada ela pode saturar o liquido do compartimento
receptor composto pelo mesmo tampéo.

Para a realizacdo deste ensaio foi determinada a perda de agua transepidérmica das
peles do experimento (12,63 g/m%h), média (n=3), que esta dentro da faixa de perda de 4gua
transepidérmica para pele integra: 6,11-47,67 g/mé/h, este ensaio é importante para verificar a
integridade dessa pele (GARDIEN et al., 2016). A &rea de difusdo foi de 2,2 cn’ e a
espessura média da pele foi de 3,67 mm, ambas foram mensuradas com paquimetro. O
volume ocupado pelo compartimento receptor foi 3 ml. O ensaio foi realizado de acordo com
o0 item 4.3.5.

O valor do coeficiente de permeabilidade aparente da nanoemulsdo F3 foi de
Papp=5,016.10"cm h™ (0,00005016), enquanto que o da solucdo com cafeina a 1% p/v foi de
Papp=2,4.10" cm h™ (0,00024).

A concentracdo de cafeina acumulada no liquido receptor atraves da pele dentro de
24h foi 5,45 e 20,55 pg/ml para nanoemulsdo com cafeina (NECAF) 1% p/v e solu¢do com
cafeina (Sol. CAF) 1% p/v respectivamente, conforme Figura 35. Ou seja, a solucdo com
cafeina a 1% p/v permeou mais que a nanoemulsdao F3, corroborando com o resultado do
ensaio de eficiéncia de associacdo, onde a cafeina permaneceu majoritariamente na fase

aquosa continua.
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Figura 35: Perfil de permeacéo cutanea da cafeina da nanoemulsdo F3 e na solugdo de
cafeina a 1% p/v na detec¢do de 273 nm.
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Os demais compartimentos apresentaram as concentragdes conforme Tabela 13.
Amnon & Greenberg (2014) mencionaram o baixo coeficiente de permeabilidade

aparente para a membrana humana em relacdo aos outros modelos animais como 0 porco.

Tabela 13: Concentracdo de cafeina presente nos outros compartimentos do
experimento, comparando a nanoemulsdo com cafeina 1% p/v F3 e a solucdo com cafeina 1%

p/v na deteccdo de 273 nm, respectivamente.

Concentracao experimental (ug/mL) +dp

Localizacéo NECAF F3 Sol. CAF 1%
Swab 1 55,072+ 41,93 38,5+ 32,38
Swab 2 36,58+ 27,51 22,8+ 5,01
Epiderme 0,43+ 0,38 1,03+ 1,52
Derme 5,45+ 1,76 20,55+ 1,84

Legenda: NECAF: nanoemulsdo com cafeina 1% (F3); DP: desvio padrdo; SWAB: haste fexivel com
algodéo; Sol. CAF 1%: solucdo de cafeina 1% piv.

E comum obter maior concentragdo do componente ativo (cafeina) nos swabs porque
0S mesmos sdo responsaveis pela remo¢do do excesso da formulagdo para a superficie da pele

e da formulacdo em contato com o compartimento doador.
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A nanoemulsdo permeou (5,45 pg/mL) aproximadamente 4x (quatro vezes) menos em
relacdo a solugdo com cafeina (20,55 pg/mL). O que sugeriu que a saturacdo da cafeina no
compartimento doador favoreceu a permeacdo cutdnea da mesma. A cafeina vinculada neste
sistema emulsionado O/A ndo foi relevante para a permeagdo cutanea. As concentragoes
permeadas ndo ultrapassaram a concentracdo de saturacéo do tampdo PBS (48,96 ug/3mL).

A solucdo com cafeina permeou mais que a nanoemulsdo com cafeina F3, porém a
nanoemulsdo melhorou visualmente e sensorialmente o efeito de melhorar a precipitacdo da

cafeina.
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A condicdo de temperatura 5,0 + 2,0 °C foi escolhida para o armazenamento da
nanoemulsdo em consideragdo aos seguintes resultados: Menor percentual de variagcdo dos
valores de pH e menor desvio padrdo durante os 90 dias da TEN (2% e 0,1) respectivamente.
Maior uniformidade em relacdo aos valores de pH de acordo com o Teste de Tukey. Os
indices de polidispersdo apresentaram desvio reduzido de 0,1 e valores iguais ou inferiores a
0,2 durante a TEN. Tamanho médio de goticula de 40 nm e percentual de variacdo igual ou
inferior a 0,9%.

O percentual de Transmitancia no t0 e com t90 dias de TEN apresentou valores de
48,7 e 6,5% respectivamente, indicando perda da transparéncia no decorrer do tempo. Os
valores de 2 (r’=0,9024) e de ®3 (r?=0,9078), sugeriram que 0 mecanismo responsavel pelo
aumento do diametro da gota nesta condicdo de temperatura foi uma relagdo sutil entre a
difusdo de goticulas de 6leos isoladas e o 6leo transportado por micelas. Os valores da
constante de Ostwald (w2 =6,17641.10% nm’s™® e w3 =0,0001 nm’s™) foram melhores em
comparacdo a condicdo ambiente segundo a relacdo de maturacdo de Ostwald.

No ensaio com a espectroscopia Raman foi comparado o espectro da cafeina em
solucdo em diversos valores de pH e ndo foi observado deslocamento de bandas e nem a sua
protonacdo, o que indicou que o pH ndo possui influéncia no deslocamento de bandas da
cafeina. As bandas de cafeina encontradas na nanoemulsdo F3 foram compativeis com as
encontradas na solucéo de cafeina (bandas 1337, 652,5 e 558,2 cm™), sugerindo que a cafeina
se encontra na fase continua.

Na validacdo analitica 0 método foi linear, preciso e exato. O ensaio de recuperacdo do
padrdo nas matrizes bioldgicas foram exatas. Os valores de desvio padréo na precisao intra e
interdia foram inferiores a 5% (DPR%=0). Foi obtido para as solu¢cdes com padrao cafeina
valores de exatiddo entre 85 e 115%. O LQ estimado foi de 1,40 pg/ml. O LD estimado foi de
0,46 ug/ml, ambos para a cafeina padrdo secundario. Na pesquisa de interferentes da cafeina
com a nanoemulsdo sem cafeina (NSCAF) foi detectado um pico que foi desconsiderado por
possuir concentracdo inferior ao LQ e LD, em relacdo ao tampdo PBS e na matriz bioldgica
nao foram detectados interferentes na elui¢do. Apresentou reducdo da concentracdo de cafeina
ao longo do tempo da TEN (15,1%).

A eficiéncia de associacdo (4,8%) foi inferior a encontrada na literatura,
provavelmente devido a hidrofilia da cafeina e sua baixa solubilidade na fase oleosa utilizada.
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No ensaio in vitro HET--CAM, o resultado de 1,4 foi considerado levemente irritante
para a nanoemulsdo com cafeina F3, sugerindo cautela na elaboracdo de formulagbes na
regido das areas dos olhos com intuito de redugéo de bolsas e olheiras.

No ensaio de permeacdo cutanea as concentragdes permeadas ndo ultrapassaram a
concentracdo de saturacdo do tampdo PBS (48,96 pg/3mL). A solugdo com cafeina permeou
(20,55 pg/mL) e a nanoemulsdo com cafeina F3 (5,45 pg/mL), porém, a nanoemulsdo
melhorou visualmente e sensorialmente a precipitacdo da cafeina, 0 que sugere que a
saturacdo da cafeina no compartimento doador favorece a permeacdo cutdnea da mesma. A

cafeina vinculada neste sistema emulsionado O/A ndo foi relevante para a permeacgédo cutanea.
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ANEXO A - INFORMACOES PARA OS MEMBROS
DE BANCAS JULGADORAS DE
MESTRADO/DOUTORADO




UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pos-Graduacdo

Informacoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacao oral do seu trabalho, com duracao
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardqo a arguicao oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre
0 tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a arguicao na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a arguicao por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovagao ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguicao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o0 aluno que obtiver aprovacao por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pos-
Graduacao: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA




FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DA W "o
UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo de eficacia de permeacio de nanoemulsao com cafeina com agio
anticelulitica.

Pesquisador: Vania Rodrigues Leite e Silva

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 51650815.0.3001.0067

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Sao Paulo
Patrocinador Principal: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAQ PAULO

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 1.801.820

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de pesquisa cientifica regular da Profa. Dra. Vania Rodrigues Leite e Silva da Universidade Federal
de Sdo Paulo (Unifesp), campus Diadema, com co-participacdo da Profa. Dra. Maria Valéria Robles Velasco
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S3o Paulo (FCF-USP). Participa como
assistente e executante dos testes de bancada a aluna de pds-graduagdo da FCF-USP Thamires Batello
Freire. Serdo obtidas amostras de pele de 10 participantes, a partir de material obtido em cirurgias plasticas
previamente indicadas. As amostras de pele sero processadas e utilizadas em laboratario a fim de avaliar a
permeacdo nos extratos cutineos da cafeina, utilizando cremes com nanoemulsdo. A concentracio de
cafeina no creme a ser avaliado sera de 1%, e a ANVISA libera utilizagdo de concentragdes até 8%. Sera
avaliada a penetracdo do creme em todas as camadas de pele através da concentragio de cafeina obtida
em cada camada.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo geral e avaliar a permeacao cutanea da cafeina , veiculada a 1% p/p em nanoemulsao.

Objetivos especificos sdo avaliar, preliminarmente, a permeagio das substancias em membrana natural
(pele humana) utilizando células de Franz, quantificando a cafeina nas camadas da pele: superficie,
epiderme, derme e liquido receptor e realizar a determinagio de cafeina nas amostras obtidas na etapa

anterior (método analitico que sera validado).
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FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICASDA €8sy o™me
UNIVERSIDADE DE SAO

Continuagée do Parecer: 1.801.820

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Os riscos envolvidos sdo os inerentes ao procedimento cirirgico em si, e apos este ndo ha riscos envolvidos
com os testes de bancada.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de pesquisa clara, que envolve testes de bancada.Esta pesquisa ja vem tramitando ha algum
tempo no Comité tendo sido aprovada em margo de 2016 tanto na instituicio proponente como na co-
participante. A pesquisadora solicitou uma emenda ao projeto, incluindo outros testes e um novo projeto
intitulado avaliagdo da permeagao cutanea da vitamina D em gel transdermico e inclusdo de nova aluna de

pos-graduacgdo Gabriela Maria D'Angelo

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos de consentimento pos esclarecimento sdo apresentados, sendo um destinado aos participantes
que serdo submetidos ao procedimento da cirurgia plastica, e o outro destinado ao cirurgido plastico que
realizara as cirurgias. Ambos sdo claros, com linguagem acessivel.

A pesquisadora apresenta carta de anuéncia do Departamento de Farmacia da FCF-USP.
Recomendagdes:

ndo ha

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O projeto nos moldes atuais atende as resolugdes do CNS 466/2012.Ja havia sido avaliado anteriormente
por este CEP e a pesquisadora respondeu as solicitagdes exaradas em parecer anterior de forma

adequada.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este CEP entende que o projeto de pesquisa pode ser considerado aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Bésicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_776563] 29/08/2016 Aceito
do Projeto E1.pdf 09:33:43
Outros CANCELAMENTO_EMENDA docx 29/08/2016 |Vania Rodrigues Aceito
09:32:52 | Leite e Silva

Outros INCLUSAC_NOVA_FORMULACAO_PA| 16/08/2016 |Vania Rodrigues Aceito
RA _TESTE Gabriela.docx 14:05:28 | Leite e Silva

Outros Resposta_Parecer.doc 15/01/2016 |Vania Rodrigues Aceito
13:52:06 |Leite e Silva
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Projeto Detalhado / |5_PROJETO_PERMEACAD . docx 15/01/2016 |Vania Rodrigues Aceito
Brochura 13:50:25 |Leite e Silva
Investigador
TCLE f Termos de | TCLE_Dr_Koji.pdf 15/01/2016 |Vania Rodrigues Aceito
Assentimento / 13:50:04 |Leite e Silva
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_CORRIGIDO_2.doc 15/01/2016 |Vania Rodrigues Aceito
Assentimento / 13:47:47 |Leite e Silva
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto folha_de_rosto_assinada.pdf 04/12/2015 |Vania Rodrigues Aceito

10:59:18 |Leite e Silva
Outros Anuencia_USP pdf 02/12/2015 |Vania Rodrigues Aceito

14:26:17 | Leite e Silva
Outros Participa_Thamires.pdf 02/12/2015 |Vania Rodrigues Aceito

14:23:39 | Leite e Silva
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Mao

SAO PAULO, 01 de Novembro de 2016
Assinado por:
Cristina Northfleet de Albuguerque
(Coordenador)
Enderego: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 134, sala 112

Bairro: Butantd CEP: 05.508-000

UF: 5P

Talafames

Munliciple: SAOD PAULOD
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ANEXO C - FICHA DO ALUNO




Fanus - Sstema kdmriiratps d2 Pz Graduscio

)
{ sy & Universidade de S8 Paulo
] Eaculdade de Chéncias Farmaduticas
FICHA DD ALUNG .
#1710 - 9129080 - Thamires Baielio Frers
Email: iirmradEueg B
Ciptn o Masoimenio: (9 e BET
Ciaeliila e bobervticl achi: AG - 42 474 220-4 - 5F
Loszal di ke imanta: Estado d= Sha Pauia
Macionaliledi: Brambera
Erachuscan Fammachuies - Uriversdade S#o Judas Tadeu - 580 Faulko - Brasil - 2012
IHITC Y Fdasirasdo
Programa: Firmaco = Madoamemos
hrea: Eroduiks o Conirole Fammacoos
[t e Matrioula: 2RE2015
Inicio da Sontagem da Prazo: QRAEI015
Data Limite para o Depdsta; OB T
i e b Frofia). Dria) Mana Vakena Robles Vizlasco - (2002015 ale 0 presanis
Ereail: rrearchbzsisg b
Broficibncia em Linguas: IngWie. Aproeado sm IA0QE01E

Diarta e Apravagio no Exarme e
Caualificacgdo:

Data de Depdsito do Trabalno:
Tilulo do Trabalho:

Dt Midima para Aprovapdo da
Bancs:

Ciata di Aprovegdo da Banca:
Caka Mianima parn Dedesa:
Data da Defesa:

Rrsuteda da Detesas

Spmovado e FAO2015

Alure mercdado no Regmente di Fos-Graduagd@e UEP |Resoboghs " 6542 emagad 8
(Hima acominala; Mericuts de Aoorpantamairs am 02017
I pradso am: TRIZE0NT 150444
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o

<
Z
Universidade de Sio Paulo \\’; o @ < S

Faculdade de Ciénclas Farmacéuticas
FICHA DO ALUNO

9129 . 9128080/1 - Thamires Batello Freire

| sigla  NomedaDisclplina  Inicio Término o Cred.Freq.Conc. Exc.

m‘:""'w"m“ DSKOR01S 22082015 180 0 96 A N Concluda
Srrocos

Tepoos Germs de Farmaco @ .
HF&?TTM“ g oaos | 122015 082015 & 3 0Qa N N Cencuida

Eumma&am.

ecamantas Estatisicas
FOFS0s-211 Ackcadas 4s Oinciss 05082015 12102018 2 L] 0 A N  Condukis

Famaotudom

Preparacdo Pedagigics
FECESEA 12 (nethan de Pecoioga - Hoe2015 1016 o 2 a3 A N Cenchuida

Unaersidade de 530 Psule)

Plarm pmento 00 AU Praticas

4 Boguimica & Bologs - . Matrisuds
QBO5T15-81 Notecutar (Inssis de Osinica - 1808218 RS 120 Q N i

Unresrscdada de Sio Paulo)

Infroducsc & Anklss Tdmica
QFLA7TM-TT (rasiuto de Quimica - 24082015 0410010 20 6 87 A N  Cononida
L Univessidade de Sac Paubs)

Créditos
Créditos minimos exigidos obtidos
Para exame de Para depésito da
qualificagho dissertacio
|Discaphans: 0 25 27
Estagios:
C ] 25 27

Crédftos Atribuidos & Dissertagho; 71

Concelto a partir de 020011987

A-Exm.mmm.atdlo;&sanmdkdoaam:c-m.mwamR-Rowuvndo;
T - Tearlerfincia

U 1) crddito equivale 2 16 horss dé atividade peogramada.

(ima ocarréncia: Matriculs de Acompanhamenno em OS022017
Impresso om: 1022017 16:09:44
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Universikdade de 530 Paulo
Faculdade de CiEnclas Farmacéuticas

FICHA DO ALUND

#1349 - 91250001 - Thamires Batello Freiee

Comiseso pilgadora da dissertacso de metirada:
LR Name=

Winouka

Fungso
oraaz

Maria Valeria Robles elasco

FICOF - LISF

LIHima ooorrdmnale: M kol ke dis Suonmian hamama am E02017
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ANEXO D — CURRICULO LATTES




99

TIEET Curvieuin do Sistoma de Curriculos Lanes, (Thasires Bassio Fraing
© curicus Lattes

[ emlen |

Oadosgeras  Fommecdc Ahmcioc Projetos Produgfes Inovecio  Educacio e Popedarirescho de C & T Eyenbos
Thamires Batello Freire
Bodsista de Mestrado Ii:i:"q

Endeneqn para acesar eshe CV: hip: /i cnpg be ) ISEM I H719
(it atsaliacie do curriculn om G30002007

Possul graduado em Fasmacla pela Universidade 530 Judas Tadeuw (2011). Experénda
profissional adquirida nas dreas: Hospitalar, Manipulagdo, Controde de Qualidade Fiskoo-quimion &
Microbiokigecn, Pesquisa e Desemwokdmentn, Licitagbes, Drogaria, istribukdora de matdras-primas,
medicamentos & matenizs médico-hospitalares e docénoa em ourso Emico. Aualmente mestranda
da Faculdade de C¥ndas Farmacutkcas da LSP, atuando na amea de desenvolimento & avaliagio
de efichda de produtos cosmétioos, com Enfase em nanocosméticos, (Texto informado pelo autor)

Identificacao

Thamires Batelo Frere
Mome em dtacies bibliograficas

FREIRE, T. &

Endereco

Endereco Profissional

Uriversadace de 530 Paulo, Faculdade de Ciéncas Farmaceuticas.
Arsemicla Professor Linews Prestes

Butants

05502000 - Sio Fauls, 57 - Brasl

Telefone: (11) 30E13621

Formacdo académica/titulaco

2015

Mestraco emandamento em Fanmecns & Medoamentos {Conceibo CARES 4).

e i i i 5 E P e 0 WP P
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1I02NT Couiv icaio g0 Sktemia o C urriculos Lanes, | Thasvines, Basllo Fraing)
LNIVETROS0E 08 5a0 FAN, L, Has
Titulo: Desenvolvimento = avaliacio da seguranca = eficida de nanoemuilsio mm cafeina om agiona

Fﬂﬁﬂrh—ladu:ﬂ Mana Viakéna Bobles Yelasoo,
Bolssta dofa): Conselho Nacional de Desenvolimento Centifioo & Tecoligioo, C8Pg, Brasil.

2008 - 2011

Graduacio em Graduscio.

Universidade 530 Judas Tadew, LEIT, Brasil

Titulo: & atividade antfiingica do deo essendal de Aosmerines offionals frente: 3 Candids albicans, ubiizando oomo
padric o produto Mabsona,

DOrientasdor: Humberto Vabeasson,

Formacao Complementar

2013 - ZD15

Inglés. {Carga hordna: 185h).
Mincs English Schoal (5F], MINDS, Brasi.,

2008 - 2010

Fegime de Inidacho Clentifica.
Universidads S50 Judas Tadew, LEIT, Brasil

Tremamento Tedrio-pration sobre Témims de Aplicacio de Imjetavess. {Carga hordria: Sh).
Universidads 530 Judas Tadey, LEIT, Brasil

Atuacao Profissional

Universidade de S50 Paulo, USP, Brasil.

Vincule mstikwconal

2015 - Atual

inoulo: Bolssta, Enguadramento Funcionak Estudante

Centro Universithrio Senac, SENACTSP, Brasil

Vinaule instituconal
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TUGET Coi beailn i Sestievi i Ciarieiled Laned | Thasires Basls Frang
WINOLD: LSS, ENQUANIATETAD FUNCINAL LDCEME QIS0 DEmED, LAngs Norana: &

Vital Espedcaldad es Dermocosmeticas LTDA, VITAL Brasi

Vinaulo institudonal

2009 - 2011

Winoulo: Cedetista, Enquadramento Funcionak: Extagidno, Canga hordriac 20

CQualty Medical Comercio & Distribuidora de Medicameantos LTDA,; DIETR., Brasil

Vinoulo institudonal

2013 - 2015

Yinoulo: Celeticta, Enquadramento Funcionak: Farmacéuto Resporsdvel, Carga hordna: 40

ELISFARMA, BLISFARMA, Brasil

Vinaulo institudonal

2011 - 2012

‘inoulo: , Enquadramento Funconal: Gsoctente da Garantia da Qualidade, Carga hordria: 40, Regime: Dedeagio
EnChEna.

RaiaDrogasil, DROGARLA, Brasil

Vinaulo institudonal

2012 - 2013

‘inoulo: Celeticta, Enquadramento Funconak: Farmacéuton Resporsivel, Carga hordna: 44

Associacio Paulista para o Desenvobrimento da Medicdna - Hospital S50 Paulo, SPDM | HSP,
Braszil.

Vinoulo institudonal
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1Y3

TIEENT Courv il g0 Seatormia o Cunmicilis Lanes (Thasvines Basello Frang]
2008 - 2009

Winoulo: Colaborador, Enquadramento Funcional: Ausillar de farmada, Carga hordna: 48
Dutras informacies

Confeomento da robna hospialar, medicamentos € materias fosoiialares

Farmaéscia de Manipulacio traformulas, P, Brasil

Vinoule institudonal

Winoulo: Celetista, Enquadramento Funcional: &uxilar de: Manipulacio, Canga hordria: 44

Farmécia de Manipulacao Buenos Ayres, FM, Brasil.

Vinoule institudonal

Winoulo: Celetista, Enquadramento Funicional: Ausciiar de Manipubscio, Canga Rordra: 40

FARMACIA DE MANIPULACAD MATERLA PRIMA, MATERLA PRIMA, Brasil

Vinoule institudonal

Winoulo: Celetista, Enquadramento Funcional: &uxilar de: Manipulacio, Canga hordria: 44

Projetos de pesquisa

2015 - Atual

Deservolimento e avaliacio da seguranca e eficics de nancemuisho com cafeina com agio na HOLSomagio
anticehltica.

Desmicio: Projeto de meshrada. .
Stuacho: Emandamento; Maturem: Pesquisa.
Alunce errrolvidos: Mestrado académion: (1) .

IO e il il £y M sl A i T TS RS IGIE T Ll




Cour bealo dey Seitoatia b Curricilos: Liates | Thasvines Bsella Frang)
Integrantes: Thamires Batelin Fresre - Inbsgrante § mana valéria robles velsmo - Coondemador.

2008 - Z0LD

Avzlacio comparativa dos efefios do Dumteston (propionato de testostercna 30mg, fenipropionaio de testosherona
ilimg, Eomprosto de testosterona S0mg, caproato de testosterona 100mg ) no mocindo de ratos

Stuacin: Concluidn; Nabureza: Pesquisa.
Alunce ervrobidos: Graduagio: (1) .

Integrantes: Thamires Babelle Freire - Inbsgrante | Frandsoo Benedito Kuchinskd - Coondenadar.

Areas de atuacio

1L

Grande area: Cenoes da Sadde | Area- Farmada [ Subdrea: ocosmetica,

r B

Grande &rea: Céndas da Salde / Area: Farmiioa [ Subdrea: nanobescnologa.
k3

Grande drea: Oénces ds Sadde [ Area: Farmaos [ Subdrea: Farmacia.

&,

Grande drea; Ofndes da Sadde | Area: Farmdoa [ Subdrea: Salde Plblica.

Idiomas

Ingks

Compreends Bem, Faly Bem, L& Bemy Escrewe Bem

Ezpanhod

Cormpreende Bem, Fala Bem, L& Bemy, Escreve Razoaveiments.

Itallano

Compreende Bazoaveimentz, Fala Bemy L2 Bem, Escreve Sazoaveimentz.
Portugues

Cormpreende Bem, Faly Bem, L& Bemy, Escreve Bem

IO e bt gl £ b s Calis il Sl T w00 T 0 K ISHE T
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TANEET Counv i g SkatoaTia o C urricilos Lanes, | Thissvines, Baello Fraing]

Producoes

Producio bibliografics

Livros publicados/ organizados ou edicbes
L

| APPAS LT, F. ; LADEIRA, &, D, 5. ; FREIRE; T: B. ; LOPES, P, 5. ) LEITE-SILVE, W, K. . Cosmetic Formulation:
princples ard practice; chapber: humectants and mosturieers. 1. ed. |, 2007,

Textos em jornais de noticias/revistas
L

OARIG, ML F. ; FREIRE, T- B. ; Forster, i ; FUO, L 5 ; SU, C ¥, ; SEMEDD, A. 5 V. PINTO, C. 5 0. ; BABY, A R
- WELASDO, M. V. E. . Mechanical i::u'ta'u:eandtmh'h;cf dyed hair exposed o LN FEadation. Brazikan Joummsd of
Phammacestical Soences, p. 17 - 17, 30 sed. AQ1E

k3

FRERE; T. B.; DARIO, M. F. ; FINTD, . 5. 0. ; 8aBY, A. B ; BOUHCHACRA, W, A 0 VELAESDO, M. V. B, _ Ant-oelolib=
Action of Nanoemuison with caffene. Braciian Joumnal of Prarmaceutold Sosnces.

3

FREIRE T. B.; SANTOS, 1 M. WL 5. B. ; DARIO, ML F. ; SARRLF_ F. 0. ; FINTO, C 5 0. ; BABY, A. AL ; VELASDO, M.
W E. . Antcelulte Bfficacy Evalusbon of Trichiia catigun and Pychopetalum ciamides Extracts. Braziian Jourral of
Phammaceutical Soences, p. 46 - HE5.

Eventos

Partsopacao &m eventos, COngressos, eposiones. & Feiras

L

MutracEutions & Kutricnemétens - Inoyacies & Tendénoes (28/10/10). 2017. (Outra)

F

EPIFAR Apresentacio das Linhas de Pesquisa do Laborattng de Cosmetobgin, JOLE. (Oubra).
kN

Semnaro de &busiracio em Cosmetologe. 2016, {Seminano)

&

EFIFAR. Linfas de Pesquisa do Laborabino de Cosmetologia. 2015, (Outra).
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