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RESUMO

O crescimento progressivo do mercado da beleza tem sido vigorosamente observado
nas ultimas décadas, frequentemente a sociedade procura novos métodos para obter
melhores resultados estéticos. A cafeina € um alcaloide usado em diversos
cosmeéticos devido aos seus notaveis beneficios proporcionados a pele e aos cabelos,
porém devido as suas propriedades fisico-quimicas, ndo possui as caracteristicas
necessarias de um penetrante ideal. Diferentes recursos podem ser usados com a
finalidade de melhorar a absorcao de principios ativos na pele, dentre eles, evidencia-
se 0 uso de sistemas micro e nanoestruturados e da iontoforese. A estruturacao da
substancia ativa em escalas nanométricas traz como vantagens a melhora na
estabilidade e a alta capacidade de carreamento do farmaco. A iontoforese trata-se
de uma técnica ndo invasiva que usa corrente elétrica com o propdsito de aumentar a
absorcdo de substancias através de membranas biolégicas. E notavel a escassez de
estudos que envolvem a utilizacdo da cafeina juntamente com a iontoforese, dessa
forma, o objetivo desse estudo piloto foi desenvolver formulagdes nanotecnoldgicas
preliminares direcionadas a aplicagdo iontoforética de cafeina em procedimentos
estéticos. Para isso, foram preparadas microemulsées, com alcool benzilico e
carbonato de propileno, com a finalidade de obter nanosuspensdes com 3% de
cafeina, foi investigado solventes extratores para posterior tape stripping e obtido
condi¢cdes cromatograficas e curvas de calibracdo a fim de quantificar a cafeina em
estudos subsequentes. Como resultados, foi obtido microemulsées com tamanho de
particula e indice de polidispersividade inferiores a 37,41 nm e 0,225,
respectivamente. A nanosuspensdo com melhor caracteristica fisico-quimica obteve
tamanho de particula de 147,0 e PDI de 0,177. As curvas de calibracdo preparadas
tiveram valores de R? superiores a 0,99 e foi estabelecido como liquido extrator,
visando futuro tape stripping, agua e metanol na propor¢do 60:40. Dessa forma, é
possivel concluir que condi¢cdes experimentais otimizadas foram estabelecidas a fim
de promover o posterior uso da cafeina por meio de iontoforese. Fazendo com que a
elaboracdo dessa pesquisa proporcione maior conhecimento nessa area e possibilite
o oferecimento de mais tratamentos eficazes envolvendo a cafeina.

Palavras-chave: cafeina; permeacao; nanosuspensao; microemulséo; iontoforese

ABSTRACT



The progressive growth of the beauty market has been vigorously observed in recent
decades, society often looks for new methods to obtain better aesthetic results.
Caffeine is an alkaloid used in several cosmetics due to its remarkable benefits
provided to the skin and hair, but due to its physicochemical properties, it does not
have the necessary characteristics of an ideal penetrant. Different resources can be
used in order to improve the absorption of active principles in the skin, among them,
the use of micro and nanostructured systems and iontophoresis is evident. The
structuring of the active substance at nanometer scales has the advantages of
improved stability and high drug carrying capacity. lontophoresis is a non-invasive
technique that uses electrical current to increase the absorption of substances through
biological membranes. The scarcity of studies involving the use of caffeine together
with iontophoresis is remarkable, so the objective of this pilot study was to develop
preliminary nanotechnological formulations aimed at the iontophoretic application of
caffeine in aesthetic procedures. For this, microemulsions, with benzyl alcohol and
propylene carbonate, were prepared in order to obtain nanosuspensions with 3%
caffeine, extracting solvents were investigated for subsequent tape stripping and
chromatographic conditions and calibration curves were obtained in order to quantify
caffeine in subsequent studies. As a result, microemulsions with particle size and
polydispersity index lower than 37.41 nm and 0.225, respectively, were obtained. The
nanosuspension with the best physicochemical characteristics had a particle size of
147.0 and a PDI of 0.177. The calibration curves prepared had R? values greater than
0.99 and it was established as extracting liquid, aiming at future tape stripping, water
and methanol in a 60:40 ratio. Thus, it is possible to conclude that optimized
experimental conditions were established in order to promote the further use of
caffeine through iontophoresis. Making the elaboration of this research provide greater
knowledge in this area and make it possible to offer more effective treatments involving
caffeine.

Keywords: caffeine; permeation; nanosuspension; microemulsion; iontophoresis.
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1. INTRODUCAO

A evolugcédo do mercado de beleza e dos cuidados pessoais tem sido
constante no Brasil e no resto do mundo. A sociedade atual tem recorrido a métodos
e técnicas com uma expectativa cada vez maior de bons resultados. Isso tem levado
a uma verdadeira revolucdo na estética e na inddstria cosmética, assim como na
pesquisa e na introducdo de novos conceitos que, quando corretamente
interpretados e aplicados, podem proporcionar resultados que atendam a

necessidade da populacéao.

De acordo com a Associagdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal
Perfumaria e Cosméticos, o Brasil € o quarto maior mercado consumidor global de
higiene pessoal, perfumaria e cosméticos, com 6,2% de fatia de mercado e um total
de U$D 30 bilhdes em vendas ao consumidor no ano de 2018, segundo estudo do
Euromonitor. O Pais fica atrds somente dos EUA, China e Japdo (ABIHPEC, 2019).

A estética € uma area que vem passando por constantes mudancas sendo
gue, na antiguidade, servia apenas como adorno e beleza e hoje, aliada a cosmética,
€ também considerada como questao de saude e bem-estar. O cuidado com o corpo
deixou de ser considerado desnecessario e se tornou uma questdo de saude, onde
promove empregos, aumentando a renda do pais, e elevando a autoestima
(ABIHPEC, 2010).

O farmacéutico € um profissional que pode atuar em mais de 70 diferentes
areas, e em 2013, através da Resolucéo no 573 do Conselho Federal de Farmacia
(CFF), a estética passou a fazer parte das atribuicdes clinicas destes profissionais. O
farmacéutico esteta € um profissional que dispde de um amplo conhecimento nas
ciéncias biologicas, cosmetologia, dermatologia, estética, clinica, terapéutica e

administracdo dentro de um estabelecimento estético (CAMPOS et al., 2020).

O desenvolvimento da estética e da industria cosmética esta baseado no
conhecimento das func¢des e estruturas da pele. Uma das principais funcdes da pele
€ a protecao do organismo, por apresentar-se como uma barreira funcional, limitando
a penetracdo de substancias exdgenas presentes no ambiente. A propriedade da
barreira baseia-se no contetdo especifico e na composi¢do do lipidios do estrato
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corneo e, em patrticular, a excecao arranjo estrutural da matriz lipidica intercelular e
o envelope lipidico que envolve as células. Os lipidios formam bicamadas ao redor
dos cornedcitos, produzindo uma modelo “tijolo e argamassa” com os cornedcitos
como tijolos e os lipidios intercelulares que fornecem a argamassa. Os lipidios
intercelulares sao principalmente ceramidas, colesterol, ésteres de colesterol, acidos
graxos e uma pequena fracdo de sulfato de colesterol. Na absorcéo de ativos na pele,
0 estrato corneo vem sendo considerado como a maior barreira para este processo,
dificultando a difuséo das substancias (MOSER et al., 2001; ALVES, 2015).

A cafeina é um ingrediente popular e eficaz em cosméticos devido as suas
inUmeras propriedades benéficas. O espectro de aplicagdo no campo da
cosmetologia e dermatologia esta se tornando cada vez mais amplo. E usado com
sucesso, por exemplo, no tratamento da celulite, na estimulacdo do crescimento do
cabelo e na prevencao de danos a pele causados por queimaduras solares (BORS
et al., 2018). Essa substancia ndo possui os atributos de um penetrante ideal da
epiderme, dessa forma, para que a molécula penetre na pele, € importante que seja

associada a outras técnicas.

A absorcdo de uma substancia ativa através da pele pode ser modulada
utilizando-se diferentes estratégias, como o uso de promotores da absor¢ao, pro-
farmacos, transportes coloidais e microdermoabrasdo. Em meio a tantas estratégias
merece destaque o uso de sistemas micro e nanoestruturados e os métodos ativos
fisicos, como a iontoforese (SOARES et al., 2015).

Dentre o0s sistemas micro e nanoestruturados, evidenciam-se as
microemulsdes e as nanosuspensdes. As microemulsdes séo dispersdes isotropicas,
transparentes, termodinamicamente estaveis, usualmente formadas por misturas de
guatro componentes, agua, Oleo, tensoativo e cotensoativo. Apresentam grande
potencial como sistemas de liberacdo e de direcionamento de farmacos devido as
suas propriedades de solubilizar compostos hidrofilicos em meio lipofilico ou lipofilicos
em meio aquoso e anfifilicos na interface 6leo/agua. Em razdo de sua alta proporcéo
de substancias tensoativas, as microemulsées podem interagir com o estrato corneo
desestruturando a bicamada lipidica do mesmo, a permeabilidade cutanea é
aumentada e a penetracdo de substancias, que normalmente ndo passariam atraves

dessa barreira. (CARVALHO, 2012). Ja as nanosuspensdes consistem na dispersao
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de particulas coloidais sélidas muito finas que sao de natureza bifasica, em um veiculo
aguoso e estabilizado através de tensoativos. Esses sistemas sdo de facil obtencao e

apresentam diversas vantagens frente a outras técnicas (GOEL et al., 2019).

Diante da vasta extensdo de promotores fisicos existentes, a iontoforese
apresenta grande destaque. Trata-se de uma técnica ndo invasiva que utiliza a
corrente elétrica para prover uma maneira controlada de aumentar a transferéncia de
uma variedade de substancias através das membranas biolégicas. Seu uso €
vantajoso devido a perspectiva do aumento de liberacdo de substancias ionizaveis
quando comparada a absorcao percutanea passiva. Na iontoforese, além da difusédo
passiva, a penetracdo da substancia é aumentada pelos mecanismos de
eletrorrepulséo, eletroosmose e aumento da permeabilidade da pele (OLIVEIRA et
al., 2005).

A estética como area de atuacdo do farmacéutico vem ganhando espaco.
Diversos protocolos para o uso da cafeina séo utilizados rotineiramente apesar das
escassas informacdes encontradas na literatura para fundamenta-los. Apesar da sua
ampla e continua utilizacéo, seu uso, com frequéncia, ainda leva em conta apenas a
pratica diaria, fundamentada em conhecimentos empiricos. Diante da caréncia de
embasamento técnico-cientifico relacionando o uso da iontoforese para a melhoria
da absorcao cutanea da cafeina, e, levando em conta que capacidade da cafeina de
penetrar na pele a é essencial quando se discute seu uso na estética, o presente
estudo buscou desenvolver formulacdes nanotecnoldgicas direcionadas a uma
futura aplicacéo iontoforética em procedimentos estéticos devido a necessidade de
estabelecer parametros cientificamente validos para a fundamentacgéo de protocolos

usados cotidianamente em clinicas de estética.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estética

A palavra estética surgiu na antiga Grécia, com o significado de percepcao,
sensacao. O conceito de estética esté ligado ao estudo da natureza do belo e dos
fundamentos da arte. Estuda o julgamento e a percepcao do que € considerado belo,
a producéo das emocodes pelos fenbmenos estéticos, bem como as diferentes formas
de arte e da técnica artistica (BAYER, 1995).

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) define salde ndo apenas como a
auséncia de doencga, mas como a situacao de perfeito bem-estar fisico, mental e social
(SEGRE et al., 1997). A partir do momento em que o conceito de salde superou a
simples definicdo de auséncia de doencas, o termo qualidade de vida tornou-se
interesse de estudos na area da saude, estética e bem-estar em geral. Qualidade de
vida compreende a felicidade e satisfacdo geral do individuo com a sua vida,
abordando os aspectos emocionais, psicolégicos, funcionais e espirituais do bem-
estar, ou seja, a qualidade de vida relaciona-se aos aspectos globais da saude como:
ambiente e condicdes de vida, ou seja, € uma nocao subjetiva de satisfagcdo com a
vida e ndo apenas algo bioldgico (CARVALHO et al., 2020).

Diante dessa nova perspectiva de salde, a area da estética vem ganhando
forca e, por isso, atualmente a area da saude engloba também a area da estética. Um
dos mercados mais promissores no Brasil € a cosmética e beleza, de 2014 a 2019, o
mercado de estética brasileiro cresceu 567% segundo os dados da ABIHPEC, este
levantamento mostra também que nesses cinco anos 0 humero de profissionais com

a especialidade na area aumentou de 72 mil para mais de 480 mil. (ABIHPEC, 2021)

Devido a esse crescimento, nota-se 0 aumento da atuacéo do farmacéutico
nesta area, hoje, a estética corresponde a area da saude voltada a promocéo,
protecdo, manutencdo e recuperacdo estética do individuo, de forma a selecionar e
aplicar procedimentos e recursos estéticos, utilizando-se para isto produtos
cosmeticos, técnicas e equipamentos especificos, de acordo com as caracteristicas e
necessidades do cliente, dessa forma, nota-se que a estética relaciona-se

estreitamente com as atribuicbes do farmacéutico (RDC N° 573, 2013).
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No Brasil, a Resolucédo N° 573 de 22 de maio de 2013 do CFF regulamenta
0 exercicio da atividade estética pelo profissional habilitado em Farmacia. Além disso,
o referido Conselho elaborou e aprovou duas novas resolugdes: a 616/2015 que
atribui ao Farmacéutico a atuacdo no ambito da estética passando a ampliar suas
técnicas nesta area de atuac&do assim como, 0s recursos terapéuticos utilizados por
esse profissional e a 645/2017, ampliando o rol de atividades, legitimando e dando
forca total para a nova profissdo. O farmacéutico € um profissional capacitado para
compreender o funcionamento do organismo humano e identificar as necessidades

de cada paciente, inclusive estéticas (COSTA, 2022).

A profisséo vai conquistando seu espaco e por isso, 0s principais pilares de
sustentacao do seu trabalho consiste em uma boa avaliacdo, acompanhado de uma
anamnese completa e bem direcionada, como também, na oferta de protocolos
estéticos personalizados. Os protocolos estéticos consistem no estabelecimento de
uma série de procedimentos a serem seguidos de forma a melhor conduzir a
terapéutica para cada insatisfacdo estética apresentada. Sao estabelecidos critérios
para o diagnostico, tratamento e avaliagdo dos resultados, de maneira que se crie

mecanismos gque garantam 0 sucesso e a seguranga do tratamento.

2.2 Pele humana

A pele constitui o involucro externo do organismo, transformando-se em
mucosa para revestir os orificios dos sistemas respiratorio, digestivo e urogenital.
Adicionada aos pelos, unhas e glandulas sudoriparas e sebaceas constituem o
sistema tegumentar, que desempenha importante papel na manutencdo da
homeostase e da atividade celular. Ela representa mais de 15% do peso corpéreo e
tém grandes variacdes ao longo de sua extensao, sendo ora mais flexivel e elastica,
ora mais rigida (SANTANA, 2004). A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo
humano em peso e area de superficie. Esta area pode variar aproximadamente de
1,7m?a 2,0m?em individuos adultos, diante da sua extensdo observa-se também uma
oscila¢do do pH, que varia entre 5,5 a 7,0. E a maior interface entre o0 meio ambiente
e 0 corpo humano, sendo exposta intensamente a variagbes como: temperatura,
umidade, luz solar e xenobioticos. (ALVES, 2015)

A pele possui diversas fun¢des importantes como, por exemplo, a de

barreira epidérmica que confere protecdo contra microrganismos, substancias
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quimicas, traumatismos fisicos e ressecamento por perda transepidérmica de agua. E
um dos principais locais de interacdo com o0 meio ambiente e muitos tipos de estimulo
séo processados pelos sistemas nervoso central e periférico. Também ajuda a regular
e manter a temperatura central do corpo por meio da regulacao do suor e variacéo do
fluxo sanguineo na pele. Bem como atua na prote¢éo contra os raios ultravioleta (UV),
devido a presenca de melandcitos que produzem melanina, um polimero pigmento
que absorve a faixa UV do espectro luminoso. Além disso é responsavel pela
producédo de precursores da vitamina D, com a exposic¢ao a luz UV, a provitamina D3
(7-dehidrocolesterol) existente na epiderme é convertida em pré-vitamina D que se
converte em vitamina D3, a vitamina D3 é convertida para sua forma metabolicamente
ativa no figado e nos rins. Este 6rgao possui também importante papel nas respostas
imunoldgicas, pois as células epiteliais na interface entre a pele e o meio ambiente

representam a primeira linha de defesa via sistema imune inato. (BOHJANEN, 2017)

Na anatomia cutanea, a pele se divide em duas camadas principais: a
porcao de tecido epitelial chamada epiderme, mais externa, e a derme, composta de
tecido conjuntivo, logo abaixo. Mais profundamente, é possivel observar a hipoderme
ou tela subcuténea, constituida de células adiposas, como mostrado na figura 1.
(HARRIS, 2005)

Glandula
sudzfo::ouo Corpusculo sebacea

de Meissner, Pélo

. Camada cornea

Epiderme {queratinizada)
R Terminagao
I . nervosa livre
Derme.. &8 : ’ Glandula

' A sudoripara
Y Y .
Musculo eretor

” } g ‘ | - A% do pélo
Tecido subcutineo

(adiposo)

Foliculo plioso

Figura 1. Representacao esquematica da pele. Fonte: Oliveira (2009).

A epiderme possui origem embrionaria ectodérmica, € um epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado, avascular, constituido por queratinécitos,

gue sao caracterizados por serem células achatadas e justapostas. Suas camadas
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comecam da mais interna para a mais externa, a mais interna é denominada como
epitélio germinativo e tem como caracteristicas serem células que se multiplicam
constantemente, fazendo com que células mais velhas sejam empurradas para cima
em direcdo a superficie, garantindo assim, uma renovacdo constante. A medida que
se tornam mais envelhecidas as células passam a ser mais achatadas, anucleadas e
fabricam dentro de si uma proteina bastante resistente e de baixa permeabilidade, a
gueratina. Da regido mais profunda para a mais superficial encontramos as seguintes
camadas: basal, espinhosa, granulosa, que constituem a epiderme viavel, e o estrato
cérneo (SANTOS et.al.,, 2015). A camada coOrnea, considerada a mais externa da
epiderme, possui cerca de quinze a vinte micrometros de espessura e € formada de
queratindcitos embebidos em uma matriz lipidica composta principalmente por
colesterol, acidos graxos e ceramidas, sendo uma camada que possui baixa
permeabilidade, visto que a estrutura € altamente ordenada pelos queratinécitos e
pelas suas camadas lipidicas. Os queratindcitos, chamados também de cornedcitos
quando se encontram na camada cornea, transformam-se em células sem nucleos,
achatadas e mortas, que conferem a propriedade de barreira da pele (DE JESUS et
al., 2006).

A derme é considerada um tecido firme e elastico, favorece a resisténcia
fisica ao corpo diante de uma agressdo mecanica, promove sustentacdo e oferece
nutrientes a epiderme, também acomoda anexos cutaneos, vasos sanguineos, vasos
linfaticos, além de células de origem conjuntiva e sanguinea (DE LIMA et al., 2015).
Sua origem embrionaria € do mesoderma e, histologicamente, é formada de tecido
conjuntivo propriamente dito. Sobretudo, essa camada é constituida por células
denominadas fibroblastos (responsaveis pela producdo de fibras de colageno e
elastina), por enzimas como colagenase e estromelisina, bem como de matriz
extracelular. Outras células diferenciadas que compdem a derme sdo 0os macrofagos,
os linfocitos e os mastécitos, que desempenham a defesa imunoldgica dessa estrutura
intermediaria. A derme é composta por uma grande quantidade de vasos sanguineos
e linfaticos, de estruturas nervosas sensoriais e de musculatura lisa. Classicamente é
dividida em duas camadas: a camada superficial, ou papilar, formada por tecido
conjuntivo propriamente dito do tipo frouxo e localizada imediatamente abaixo da
epiderme; e a camada reticular, ou profunda, composta de tecido conjuntivo

propriamente dito do tipo denso ndo modelado e situada profundamente em relacéo a
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camada papilar (BORGES, 2016). Entre a epiderme e a derme, esta presente a lamina
dermo-epidérmica, a qual permite que essas duas camadas estejam ancoradas, é
sintetizada pela camada basal e tem como fungdo ser uma barreira e filtro de
nutrientes entre as camadas (BERNARDO et al., 2019).

A Hipoderme ou tela subcutdnea € a camada mais profunda da pele, é
composta por adipécitos e fibras colagenas que se conectam aos musculos e aos
0SS0S, possui espessura variavel, formando uma barreira protetora contra traumas,
variacfes térmicas e armazenamento de gordura. Ela promove a sustentacdo da
epiderme e derme e as une aos 0rgaos, desempenha um papel importante no
armazenamento da maior parte da vitamina D produzida pelo organismo, funcionando
como depdsito nutritivo e reserva de energia para o organismo (ZYCHAR et al., 2016;
BABO, 2021).

2.3 Lipodistrofia Ginodide e Adiposidade Localizada

A adiposidade localizada, também conhecida como lipodistrofia localizada,
€ definida como o aumento no didmetro dos adipécitos acumulados em um local
especifico do corpo. Sua distribuicdo é classificada de acordo com a localizacédo
anatbmica, sendo: androide/central, com acumulo de gordura predominante na regiao
do abdébmen e €& mais comum em homens; gindide/ periférica, com acumulo
predominante na parte inferior do corpo, como coxas e quadris, mais comum em
mulheres; e mista, quando ocorre a associacdo dos dois tipos e/ou a gordura é
distribuida de modo indeterminado pelo corpo (SAVEGNAGO, 2019).

Quando a gordura estocada se torna localizada, devido ao aumento da
ingesta em relacéo ao gasto caldrico se torna resistente ao emagrecimento. O padrao
de distribuicdo € hereditario e mantém caracteristicas familiares. E possivel identificar
dois tipos de depdsito de gordura: os depdsitos gerais (mobilizam-se facilmente) e o
depdsito hereditario (resistente ao emagrecimento). Ndo € uma questdo de peso
corporal e sim da distribuicdo da gordura que apresenta um metabolismo lipidico

alterado (MELLO et al., 2012).

A gordura localizada, no entanto, € uma patologia do tecido gorduroso, em
gue a gordura se acumula em locais determinados mais que em outros locais. A ma

formacdo das células adiposas na infancia é o principal motivo para a formacao da
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adiposidade, mas entre esses fatores, destaca-se entre 0s principais predisponentes:
genética, idade, sexo e desequilibrio hormonal. Entre os fatores determinantes, 0s
quais podem agravar os predisponentes, pode citar o estresse, o fumo, sedentarismo,
maus habitos alimentares e disfun¢des no organismo geral (COSTA et al., 2013).

A lipodistrofia ginoide, vulgarmente conhecida por celulite, esta presente
guando existem alteracbes subcutaneas, que sdo visiveis na pele. Dessa forma, a
pele deixa de ser lisa e apresenta ondulagdes que sdo conhecidas como pele “casca
de laranja”. Tal condicdo afeta principalmente as mulheres, cerca de 85% das
mulheres apos a puberdade tém celulite, localizadas principalmente nas coxas e
nadegas, mas podem ser encontradas em qualquer parte do corpo que tenha tecido
adiposo subcutaneo (RIBEIRO, 2013).

A etiologia da celulite é desconhecida, mas uma variedade de causas
parece contribuir para seu desenvolvimento, incluindo fatores estruturais,
circulatérios, hormonais e inflamatoérios (AFONSO, 2010). A predisposi¢ao para o seu
aparecimento sao diversos, entre eles estdo: fatores genéticos, sexo, idade,
desequilibrios hormonais, habitos de vida, perturbacdes metabdlicas, disfuncdes

hepaticas e perturbacdes hemodinamicas (KRUPEK et al., 2012).

Nas mulheres, os septos fibrosos de tecido conjuntivo, que segregam a
gordura nos canais, estdo orientados longitudinalmente, da fascia muscular até a
derme. A medida que a camada de gordura se expande, ela € projetada
superficialmente, criando a aparéncia nao uniforme da pele. Nos homens, o
entrecruzamento padrdo do tecido conjuntivo nas coxas e gliteos que mantém a
camada de gordura, evita a projecdo do tecido adiposo na superficie da pele, como
visto na figura 2 (TORRES et al., 2017).

Camada subcutinea
de gordura

Mulher

Figura 2. Organizacao das células na hipoderme do homem e da mulher.
Fonte: MORAIS, 2006.
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A lipodistrofia, que traduz o aumento da espessura da camada subcutanea
de gordura, pode ser descrita pela associacdo da hipertrofia e da hiperplasia dos
adipocitos. A hipertrofia é caracterizada pelo aumento do volume das células
adiposas, enquanto a hiperplasia refere-se ao aumento do nimero dessas mesmas
células. Os adipécitos normalmente ficam carregados de gordura sob a forma de
triglicerideos que liberam essa reserva lipidica de acordo com as necessidades
metabdlicas do organismo. Uma disfuncéo desse processo pode ocasionar o excesso
de triglicerideos, provocando acumulo anormal de massa adipocitaria, “depdsitos de
gordura localmente concentrados” ou “depdsitos de gordura localizada”. Se estes
depdsitos comprimem o tecido circundante, a microcirculagéo venosa e linfatica pode
diminuir, juntamente com as macromoléculas envolvidas no transporte linfatico (figura

3) (MORAIS, 20086).

Hipoderme
(Camada subcutinea do gordua) |

Figura 3. Estrutura da pele normal e com celulite. Fonte: MORAIS, 2006

Os estagios da lipodistrofia ginéide podem ser classificados em quatro
tipos, do grau | ao IV. O grau | é assintomatico e as irregularidades cutaneas sdo
observadas apenas com a presséo do tecido ou com a contragdo muscular. Inicia-se
a retencdo de fluidos e, em razdo ao armazenamento de lipideos, os adipocitos
comecam a aumentar seu volume. No grau Il observam-se pequenas alteracdes na
superficie cutanea quando o individuo esta na posi¢ao ortostatica e sem presséo do
tecido. H4 comprometimento do fluxo sanguineo em alguns locais e diminuicdo na
elasticidade da pele. Nao ha alteracdo na sensibilidade a dor. No grau Il predomina a
aparéncia de “casca de laranja”. Ha redugao da temperatura no local, alteragdo na
sensibilidade e dor a palpacéo. No grau IV ha presenca de nddulos maiores palpaveis
e dolorosos, pele com aparéncia de “saco de nozes” com formacao de depressdes

bem mais profundas, pele flacida e enrugada em alguns pontos e em outros,
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compacta. Ha fibrose do tecido com comprometimento nervoso (TORRES et al.,
2017).

A lipodistrofia gindide e a lipodistrofia localizada possuem impacto ndo sé
na estética, mas também na qualidade de vida. Graus avancados da celulite, por
exemplo, podem levar a quadros de dor e alteragdes das atividades funcionais, na
lipodistrofia localizada o acumulo de gordura provoca uma excessiva polimerizacao
dos mucopolissacarideos, consequentemente, um aumento da retencdo de &gua,
sédio e de potassio provocando uma pressao no intersticio aumentando a compressao
de veias e vasos linfaticos, o que leva a degeneracéao de fibras elasticas, proliferacédo
das fibras colagenas, hipertrofia dos adipocitos e edema, além de causar prejuizos
psicoldogicos e a uma desagradavel aparéncia da pele (TORRES et al., 2017; LEITE
et al., 2017). Dessa maneira, nota-se a procura de substancias ativas que podem ser
usadas no tratamento de celulite e da gordura localizada. Nesse cenario, a cafeina,

gue atua sob o tecido adiposo promovendo a lipolise dos adipdcitos.

2.4 Cafeina

A cafeina € um composto quimico hidrofilico de férmula C8H10N402,
classificado como alcaloide do grupo das xantinas e designado quimicamente como
1,3,7-trimetilxantina (figura 4). Este alcaloide € encontrado em grande quantidade nas
sementes de café e nas folhas de cha verde. Também pode ser achado em outros
produtos vegetais, particularmente no cacau, no guarana e na erva-mate. Grande
parte da populagéo ingere a cafeina de outras formas como, por exemplo, em bebidas
energéticas, suplementos alimentares e medicamentos antigripais (DE MARIA et al.,
2007).
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Figura 4. Estrutura quimica da cafeina. Fonte: Tassinary, 2011
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A cafeina proporciona acdo farmacologica heter6gena e sistémica,
acarretando em alteracdes no sistema nervoso central, no sistema cardiovascular,
através do aumento a pressdo arterial, e na homeostase de calcio, como também
efeitos descritos no desempenho e comportamento humano, reducdo da fadiga,
aumento da vigilia, melhora na performance de atividade fisicas, entre outras. Porém,
a sua ingestao pode influenciar negativamente o controle motor e o sono, bem como

causar desconforto em individuos com quadro de ansiedade (MAIA, 2018).

Por via oral, o principal mecanismo de acdo da cafeina € através da
inibicdo competitiva dos receptores de adenosina, visto que esse neurotransmissor
guando se liga aos seus receptores Al e A2a provoca a inibicdo da producéo e da
neurotransmissao da dopamina. Dessa forma, a cafeina agindo como antagonista a
esses receptores de adenosina pode causar um aumento da ligacdo de

neurotransmissores e receptores dopaminérgicos (GOMIDE et al., 2019).

Como principio ativo dermatolégico, devido ao seu forte efeito antioxidante,
a cafeina contribui para um aumento de, aproximadamente, 25% de protecdo anti-
UVB in vivo em comparacdo com a amostra sem cafeina, sendo uma nova alternativa
de adjuvante na formulacéo de filtros solares (ROSADO et al., 2019). No crescimento
capilar foi comprovado que o emprego de cafeina de 0,001% e 0,005% levou a uma
estimulacao significativa do crescimento do foliculo capilar humano in vitro (FISCHER
et al., 2020). Estudos sugerem que a cafeina também estimula a lipdlise por meio da
inibicdo da atividade PDE e pelo aumento dos niveis de AMPc nos adipdcitos,
minimizando a aparéncia de celulites (TEAIMA, 2017).

Um ensaio in vitro obteve resultados positivos relacionados a permeacgéo
cutanea da cafeina. Neste estudo foi observado que a formulagcdo com caracteristicas
de cristal liquido de fase hexagonal foi eficaz em aumentar a permeacéo cutanea a
cafeina, facilitando assim sua acéo. A cafeina aplicada desta forma fez com que
houvesse uma reducéo significativa da espessura da hipoderme. Portanto, a pesquisa
concluiu que o sistema desenvolvido é adequado para uso tépico, atua como promotor
de permeacdo e garante a eficacia da cafeina no tratamento da celulite (LONGO,
2006).

Em um estudo in vivo foi avaliado a acdo da cafeina e do Cafeisilane® C
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apos analise histologica em dorso depilado das ratas de linhagem Wistar. Os
resultados obtidos mostraram que, quando comparado com o gel controle, tanto a
cafeina como o Cafeisilane® C apresentaram melhor resposta quando incorporados
em emulsdo néo ibnica, ocorrendo redugéo no didmetro das células adiposas em 17%
para a cafeina e 16% para o Cafeisilane® C, além disso, ocorreu também a reducao
de 32% no numero de células adiposas caso utilizado preparacdes com o
Cafeisilane® C (TANO, 2003).

Os resultados obtidos por uma pesquisa in vivo que analisou indices de
lipidios sanguineos antes e apos dez aplicacGes de ultrassom de 3MHz associado ao
gel condutor acrescido de cafeina a 5% em regido infra umbilical, mostraram um
aumento médio nos niveis de colesterol total em 11,9%, lipoproteinas de baixa
densidade em 17,52% e de triglicerideos em 25,65%. Tais resultados indicam que a
aplicacao do ultrassom de 3MHz associado ao gel acrescido de cafeina a 5% produziu
efeitos de aumento nos niveis de colesterol total e fragcdes dos sujeitos pesquisados,

apos dez intervencdes propostas pela pesquisa (BELONI, 2010).

Devido a sua acédo na lipodistrofia ginéide e na gordura localizada, varias
formulacdes contém esse alcaloide como um potencializador da resposta lipolitica. As
caracteristicas fisico-quimicas, como o peso molecular de 194,2 g/mol, a alta
solubilidade em &agua de 20 mg/ml e o logP de - 0,07 da cafeina, dificulta a
transposicado da barreira cutédnea, o que limita sua permeacao cutanea por difuséo
passiva, dessa forma, para que a cafeina consiga difundir-se pelo estrato cérneo e
demais camadas da epiderme e exercer seus efeitos bioldgicos, € necessario associa-
la a outros meios terapéuticos (VOGEL et al., 2020; LIS et al., 2019; TEAIMA et al.,
2017).

2.5 Permeacao Cutanea

As substancias ativas podem atravessar a pele por trés diferentes
maneiras, primeiro, pela via intercelular, ocorre uma difuséo da substancia pela matriz
da camada cOrnea, ou seja, ela passa entre os cornedcitos, segundo, pela via
transcelular, no qual o principio ativo passa diretamente pelos cornedcitos e pela
matriz lipidica atravessando-as de forma direta, e por ultimo, pela via apéndices, no
qual a substancia é absorvida pelas glandulas sebaceas e sudoriparas, além do
foliculo piloso (MOSER et al.,, 2001), essas estruturas sdo interessantes para
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moléculas grandes e polares que ndo conseguem penetrar na pele através de outras
vias, ja que essas tém maior dificuldade em cruzar o estrato corneo intacto, que tem
um carater bastante lipofilico. Os apéndices apresentam uma rota paralela, na qual
macromoléculas, ions e farmacos polares de baixo peso molecular podem permear,
especialmente através dos foliculos pilosos. Um esquema representativo dessas vias
€ mostrado na figura 5 (FERREIRA et al., 2015).

Transcelular Transfolicular
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Figura 5. Representacao esquematica da pele mostrando as diferentes
rotas possiveis de penetracdo. Fonte: Adaptado de HADGRAFT, 2001

Véarios métodos sdo descritos na literatura para avaliar a permeacao
cutdnea e devido a dificuldade de se realizar experimentos in vivo, os métodos
alternativos in vitro apresentam possibilidades de avaliacdo que transmitem
confiabilidade e reprodutibilidade. Portanto, a escolha de modelos preditivos in vitro
para a absor¢cédo cutadnea sdo importantes uma vez que a correlagéo in vitro/in vivo
pode ser estabelecida (SEIXAS et al., 2018).

A OECD n° 428 traz as diretrizes para avaliagcdo da absor¢éo cutanea pelo
método in vitro, que € realizado com pele excisada (humana ou de outros mamiferos)
em células de difusédo. A célula de difusédo mais usada é a célula de Franz, descrita
por Thomas J. Franz em 1975 (FRANZ, 1975). O modelo ideal de biomembrana € a
pele humana ex vivo, porém, devido a dificuldade de obtencéo e as questdes éticas,
0os modelos animais sdo largamente utilizados, onde a pele de porco apresenta-se
como um modelo adequado, devido a sua capacidade preditiva e similaridade com a
pele humana (KISHISHITA, 2019), como a espessura da epiderme, a composi¢ao
lipidica, as caracteristicas morfolégicas e fisiologicas e a permeabilidade da
membrana a diversos compostos. (DIAS, 2017)
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No modelo de células de difuséo tipo Franz (figura 6), apos o preparo, o
tecido é colocado entre dois compartimentos, denominados de compartimento doador
e receptor. O compartimento receptor é preenchido com uma solugdo, geralmente
tamponante, que favorece as condi¢des sink, isto é, uma condi¢cdo de ndo saturacdo
do sistema dinamico, possibilitando um fluxo continuo da substancia ativa. No
compartimento superior é colocada uma solucéo ou formulacédo a ser testada. O fluido
receptor € coletado e efetua-se a quantificacdo da substancia. As metodologias para
quantificacdo mais utilizadas sdo técnicas espectrofotométricas e cromatograficas
(ZEN, 2012).

Compartimento doador

Presﬂha— -\l-_[

Local de amostragem

Pele

/ Formulagdo
Entrada e saida de dgua com
temperatura controlada

Barra magnética Compartimento receptor

Figura 6. Esquema da camara de difusao tipo Franz. Fonte: adaptado de
Depieri et al., 2015

Ao final do ensaio de absorcdo cutanea, é possivel também quantificar o
farmaco remanescente no EC, retirando essa camada de células pela técnica de tape
stripping, mostrada na figura 7, que consiste na retirada sequencial de camadas do
EC com o uso de fitas adesivas adequadas, como ilustrado abaixo: (KISHISHITA,
2019).
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Figura 7. Remocao de uma camada de estrato corneo com fita adesiva.
Fonte: AU, 2010

Embora o tratamento tdpico apresente vantagens irrefutaveis, amplamente
descritas na literatura, a adequada permeacao cutdnea de compostos ativos para
produzir uma resposta terapéutica ainda é um grande desafio no desenvolvimento de
novos medicamentos e cosméticos. O estrato corneo, constituido por uma estrutura
lipidica altamente ordenada, age como principal barreira protetora, tanto para evitar a
perda excessiva de agua quanto para proteger contra agentes externos danosos.
Neste sentido, indmeras substancias ativas quando veiculadas em formas
farmacéuticas convencionais apresentam grande dificuldade de permear até camadas
mais profundas da pele, e quando permeiam somente quantidades subterapéuticas
sdo detectadas, fazendo-se necessario 0 emprego de estratégias que aumentem a

permeacédo cutanea das mesmas (BACCARIN, 2015).

Diversas estratégias para contornar os limites impostos pela baixa
permeacdo de substancias ativas sdo descritas na literatura. Promotores fisicos e
guimicos podem ser utilizados, pois interagem continuamente com a pele para
promover o fluxo da substancia ativa. (ROSA, 2018). Os promotores de absor¢cédo sao
substancias quimicas que se utilizam como excipientes, incorporando-0s aos sistemas
transdérmicos e tépicos com a finalidade de que estes ajam como alternadores da
permeabilidade cutanea de maneira reversivel e segura. Podem permear ou interagir
com constituintes do estrato corneo diminuindo, assim, a resisténcia da pele a difusédo
do farmaco ou, ainda, podem aumentar o fluxo do farmaco devido o incremento da
atividade termodinamica deste na formulacdo. Além dos promotores quimicos,
técnicas envolvendo processos fisicos tém sido testadas com sucesso, e atuam

favorecendo a penetracdo de compostos no estrato corneo por alterar
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temporariamente e reversivelmente essa barreira. Dentre os métodos que ganharam
destaque, pode ser citado a eletroterapia (NEMEN, 2010; BERTOLINI, 2009).

A aplicagdo de sistemas nanoestruturados em produtos farmacéuticos e
cosméticos tem sido extensivamente pesquisada com o intuito de melhorar a
permeacdo cutanea de substancias ativas. Trata-se de sistemas caracterizados por
apresentar tamanho dentro da escala nanométrica e possuir uma grande area
superficial, o que confere certas vantagens para a aplicacdo toépica como a melhora
na permeacdo cutanea de farmacos, a vetorizagdo dos mesmos nas diversas
camadas da pele, a incorporacao de concentracfes maiores de farmacos nas formas
farmacéuticas com provavel aumento da liberacédo nos tecidos, e a possibilidade de
obtencao de perfis de liberacdo sustentados (BACCARIN, 2015).

Sendo assim, para promover que o farmaco alcance as camadas
especificas da pele, durante o desenvolvimento das formulacfes tdpicas existe uma
busca constante para vencer essa barreira sem danifica-la visando promover

concentracdo adequada do farmaco na camada da pele desejada (SANTOS, 2018).

2.6 Microemulsao

As microemulsdes (MEs) foram descritas inicialmente por Hoar e Schulman
em 1943 quando estudado sistemas monofasicos transparentes gerados pela
titulacdo de uma emulsdo leitosa com um 4&lcool de cadeia média (HOAR;
SCHULMAN, 1943). Sao definidas como sistemas termodinamicamente estaveis e
isotropicamente translicidos constituidos por uma fase oleosa e outra aquosa que sao

estabilizados por um filme interfacial de tensoativos e cotensoativos. (SOUSA, 2016).

A possibilidade de formag&o de uma microemulsao depende fortemente do
equilibrio entre as propriedades hidrofilicas e lipofilicas da mistura de tensoativo e
cotensoativo, determinadas nao apenas pelas suas estruturas quimicas, mas também
por outros fatores, como temperatura e forca idnica. As condicdes equilibradas de
tensoativo e cotensoativo possibilitam a condicdo maxima de reducdo da tensdo

interfacial entre a fase oleosa e a fase aquosa (MITTAL, 1999).

Comparando as microemulsdes com as formulagbes convencionais, as

MEs apresentam varias vantagens: melhoraram a solubilidade do farmaco,
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apresentam estabilidade termodinamica, facilidade de obtencao e promovem aumento
na biodisponibilidade de substancias ativas, em razdo da grande quantidade de
tensoativos presentes em sua formulagéo, a interacdo com o estrato coérneo em que
a bicamada lipidica seria desestruturada e a permeabilidade dos farmacos facilitada.
Ainda, séo sistemas adequados para veiculagcéo tanto de farmacos soluveis em agua,
guanto insoluveis. Portanto, trata-se de um promissor veiculo para administracédo
topica de medicamentos (SOUSA, 2016).

As microemulsdes podem ser classificadas em trés tipos: 4gua em oleo
(A/O), na qual as goticulas de agua séo dispersas em 06leo; 6leo em agua (O/A), em
gue goticulas de 6leo séo dispersas em agua e sistemas bicontinuos, nos quais as
fases aquosa e oleosa estdo entrelacadas e estabilizadas por tensoativo nas
interfaces entre as fases distintas (RUSHFORTH et al, 1986).
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Figura 8. Representacdo esquematica da organizacdo das microemulsées.
(FORMARIZ et al., 2005).

As  microemulsbes possuem grande potencial de  produzir
nanosuspensoes, explorando sua estrutura e servindo como ponto de partida para

producdo das mesmas. A substancia ativa pode ser incorporada na fase interna e, ao
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diluir as microemulsfes, se da origem a nanosuspensado pela extracdo do solvente
parcialmente miscivel utilizado como fase oleosa da microemulséo, conforme descrito
por TROTTA et al., 2003.

2.7 Nanosuspensao

O desenvolvimento de carreadores nanoestruturados contendo substancia
ativa tem sido alvo de diversas pesquisas na area farmacéutica, objetivando otimizar
a liberacao de farmacos no organismo, aumentar a solubilidade e muitas vezes reduzir
a toxicidade. A reducdo do tamanho de particulas pode resultar em propriedades
inovadoras do material. Dentre os carreadores nanoestruturados, tém-se as
nanosuspensodes, que sao sistemas apresentando diametro inferior a 1000 nm e séo
constituidos pela substancia ativa sdlida dispersa em meio aquoso através de agentes
estabilizantes. As substancias ativas nanosuspensas apresentam alteracoes
significativas em suas propriedades fisico-quimicas, tais como aumento da
solubilidade e da velocidade de dissolucdo, o que pode resultar em incremento da

biodisponibilidade quando comparado a suspensao convencional (PESSOA, 2018).

As nanosuspensdes podem ser obtidas por diferentes métodos. Na
tecnologia de “bottom up”, o composto é dissolvido num solvente orgénico e
subsequentemente é precipitado por adicdo de um anti-solvente na presenca de um
estabilizador, como o método de emulsificacdo com remocéao do solvente organico. Ja
a tecnologia de “top down” envolve a desintegracdo do material em nanoestruturas e
envolve a entrada de alta energia, como, por exemplo, homogeneizacdo de alta
pressao (PESSOA, 2018).

Uma das técnicas empregadas no “bottom up” é a utilizagdo de um solvente
parcialmente miscivel em agua capaz de extrair o solvente de uma microemulsdo O/A
adicionando agua. O procedimento de difusdo de solvente leva ao desenvolvimento
de microesferas capazes de carrear substancias ativas. Essa processo se baseia na
miscibilidade da agua nos solventes organicos, que, ao transferir uma emulsdo ou
microemulsdo O/A transitéria para a agua, as goticulas poliméricas solidificam
instantaneamente devido a difusdo quase completa do solvente organico das
goticulas poliméricas para a fase continua. Controlando o processo e parametros, é
possivel obter particulas com caracteristicas diferentes (QUITANAR et al., 1997; SAH,
2000; TROTTA et al., 2001).
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O mecanismo responsavel pela permeacao cutanea de nanosuspensoes é
diretamente dependente do tamanho das particulas. A reducdo do tamanho das
particulas na faixa nanométrica promove a formacdo de solugédo supersaturada ao
redor das particulas, o que promove um aumento da permeabilidade através da pele
devido a um aumento no gradiente de concentracdo. Vale ressaltar que as
nanosuspensdes topicas consistem quase inteiramente de nanoparticulas de
substancias ativas e uma pequena quantidade de tensoativos biocompativeis, como
a lecitina de soja, devido ao seu baixo potencial de toxicidade. (MISHRA et al., 2009;
KOBIERSKI et al., 2009; LAl et al., 2015).

2.8 Eletroterapia

A RDC n° 573/2013 CFF define que a eletroterapia consiste no uso de
correntes elétricas dentro da terapéutica. Os aparelhos de eletroterapia utilizam uma
intensidade de corrente muito baixa, em miliamperes e microamperes. Os eletrodos
sdo aplicados diretamente sobre a pele e o organismo serd o condutor. Na
eletroterapia temos que considerar parametros como: resisténcia, intensidade,

voltagem, poténcia e condutividade (RDC n°® 573, 2013).

Com base nos principios biofisicos que norteiam a eletroterapia, a
corrente elétrica corresponde ao fluxo de cargas ao longo de um material condutor
gerado por uma diferenca de potencial (ddp) entre dois polos, um positivo e outro
negativo. A carga pode constituir-se de elétrons, formando assim uma corrente
eletrbnica, ou de ions, formando uma corrente ibnica. Os ions estdo presentes em
solucdes eletroliticas de acidos, bases e sais, tais como aquelas que compdem 0s
tecidos biolégicos. No organismo vivo, em que a conducao € feita principalmente
pelos ions, 0s negativos se chamam anions e os positivos, cations. A denominagéo

se da de acordo com o polo que os atrai (CISNEROS et al., 2006).

Para que aconte¢ca 0 movimento de elétrons é preciso que existam zonas
com escassez e zonas com excesso destes. Dado que a matéria tende a estar
eletricamente equilibrada, 0 movimento acontecera do local em que h&a excesso para
aguele em que hé falta. Chama-se de anodo a zona em que ha falta de elétron. A
zona com excesso é chamada de catodo. O anodo é carregado positivamente e 0
catodo, negativamente. E importante entender que, quando falamos de movimentos

de cargas elétricas no interior do organismo, hao sao os elétrons que se movem, mas
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sim os eletrdlitos dissolvidos na agua e nos tecidos. Estas agitacbes moleculares,
geradoras de energias no tecido, sdo conhecidas por movimento Browniano
(CISNEROS et al., 2006).

Na fisioterapia a eletroterapia é utilizada para aprimorar e restabelecer a
performance muscular, reparo tecidual, controle da dor, aumento da atividade
funcional, entre outros (NELSON et al., 2003). Além de varios fins terapéuticos, a
eletroterapia também € usada para fins estéticos. Diversas técnicas podem ser
utilizadas para esse proposito, como a eletrolipoforese, radiofrequéncia, corrente

russa, galvanopuntura, ultrassom, microcorrentes, iontoforese entre outras.

Por definicdo, a eletrolipoforese € uma técnica destinada ao tratamento
das adiposidades e acumulo de &acidos graxos localizados. Caracteriza-se pela
aplicacdo de uma corrente especifica de baixa frequéncia (ao redor de 25 Hz) que
atua diretamente no nivel dos adipécitos e dos lipidios acumulados, produzindo
lipdlise e favorecendo sua posterior eliminacdo. Denominam-se radiofrequéncias
(RF) as radiagbes compreendidas no espectro eletromagnético entre 30 KHz e 3
GHz, é um tipo de radiacdo eletromagnética que em frequéncias mais elevadas gera
calor nos tecidos biolégicos. A técnica é considerada ndo ablativa, induzindo a
producdo de coladgeno sem ruptura da pele, e as frequéncias mais empregadas em
equipamentos utilizados em dermato-funcional estéo entre 0,5 MHz e 1,5 MHz, mas
também encontramos no mercado alguns aparelhos com frequéncia em torno de 6
MHz e 40,68 MHz. Atualmente, a corrente russa pode ser definida como uma
corrente alternada de média frequéncia (entre 2.500 Hz e 5.000 Hz), que pode ser
modulada por bursts (rajadas) e é utilizada com fins excitomotores (BORGES, 2010;
RDC n° 573, 2013).

A galvanopuntura foi definida ainda como uma técnica em que se utilizam
microcorrentes de baixa frequéncia, polarizadas, emitidas por meio de uma agulha
introduzida na epiderme, com a finalidade de produzir um "levantamento" dos
estratos mais superficiais e prevenir, dessa forma, o envelhecimento cutaneo.
Embora a galvanopuntura tenha sido concebido inicialmente para o tratamento de
rugas/linhas de expresséao, atualmente também encontramos grande utilidade dessa
técnica nas sequelas de estiramento da pele, caracterizadas como estrias. Por

terapia ultrassbnica entende-se: tratamento mediante vibracdes mecanicas com uma
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frequéncia superior a 20.000 Hz. As frequéncias do ultrassom usadas
terapeuticamente podem oscilar entre 0,7 MHz e 3 MHz. E o uso do ultrassom para
aumentar a absorcéo cutanea de farmacos aplicados topicamente. A microcorrente
pode ser definida como um tipo de eletroestimulacdo que utiliza correntes com
parametros de intensidade na faixa dos microamperes, e sdo de baixa frequéncia,
podendo apresentar correntes continuas ou alternadas. Também € chamada de
MENS (Micro Electro Neuro Stimulation). Diferentemente das outras modalidades
eletroterapéuticas, a caracteristica que distingue a microcorrente € que ela ndo visa
a excitacao de nervos periféricos. Por ter caracteristicas subsensoriais, ndo causa
desconforto ao paciente. (BORGES, 2010; RDC n° 573, 2013). A iontoforese € outra
técnica de promocado de permeacao muito utilizada. Ela consiste na associacdo de
uma corrente elétrica continua ou alternada a substancias ativas de aplicagéo topica,
gue potencializa sua liberacdo através do estrato corneo, aumentando a eficacia

terapéutica de diversos tratamentos (VIANNA et al., 2010).

2.9 lontoforese

7

A iontoforese é uma técnica que utiliza eletricidade em uma corrente
continua e de baixa intensidade para aumentar a permeabilidade da pele e outros
tecidos a penetracdo de substancias. Os ions sdo conduzidos através de uma
barreira que, de outra forma, dificultaria sua passagem. Quando a corrente elétrica
se inicia, as cargas positivas das substancias se movem do anodo em direcdo ao
catodo, enquanto as cargas negativas se movem em direcdo oposta através da

barreira da pele, como observado na figura 8 (DA SILVA et al., 2018).

As principais vias de acesso dos ions transferidos por iontoforese séo os
poros de glandulas sudoriparas, enquanto o estrato corneo, os pelos foliculares e as
glandulas sebaceas pouco contribuem para a penetracdo idnica, uma vez que
apresentam elevada impedancia elétrica relativa (OLIVEIRA et al.,, 2005). Deste

modo, € conseguido superar umas das maiores barreiras da permeacao cutanea.

Os mecanismos envolvidos no transporte iontoforético sdo (1) a
eletrorrepulséo, criada pela interacdo substancia ativa—campo elétrico, que prové
forca adicional para direcionar ions de polaridade semelhante ao do eletrodo sob o
qual sédo colocados; (2) a eletroosmose, que € o movimento de parte do solvente

juntamente com 0s componentes neutros e idnicos nele diluidos através da pele; e
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(3) o aumento da permeabilidade intrinseca da pele pela aplicacéo do fluxo elétrico.
Pelo mecanismo da eletrorrepulséo, tanto substancias de valéncia positiva quanto
negativa seréo liberadas, desde que sejam colocadas sob o eletrodo que apresente
a mesma carga elétrica. Assim, substancias de valéncia positiva deverdo ser
colocadas sob o polo positivo, enquanto as de valéncia negativa, somente no polo
negativo (OLIVEIRA et al., 2005).
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Figura 9. lontoforese utilizando sistema de eletrodos de Ag/AgCI. O anodo
contém um farmaco ionizavel D + e seu contra ion A- e Na+Cl-. Fonte: KALIA et al.,
2004.

A maioria dos ativos liberados pelos sistemas cutaneos convencionais sao
moléculas pequenas, potentes e relativamente lipofilicas. A administragdo cutéanea
de farmacos polares e que apresentam carga é particularmente dificil, devido a
lipofilicidade intrinseca do estrato corneo. A iontoforese apresenta o potencial de
vencer varias limitacbes associadas a liberacdo topica e transdérmica, como
promover a penetracdo de moléculas polares e de grande massa molecular,
aumentar a liberacdo de substancias de meia-vida curta diretamente nos tecidos,
além de permitir um melhor controle no transporte de substancias ativas, garantindo
dosagem adequada e boa aceitacdo pelo paciente. A baixa variabilidade biologica
paciente/paciente promovida pelo controle da corrente elétrica € outra vantagem da
iontoforese quando comparada a administragdo passiva (sem corrente elétrica) de
substancias (GRATIERI et al., 2008).
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As maiores desvantagens do transporte de farmacos por iontoforese séo
0s riscos de queimaduras e choques resultantes da utilizacao de correntes elétricas
elevadas e por longos periodos, que ndo sdo recomendados. Os riscos de
queimadura podem ser causados por fatores como o contato dos eletrodos com o
olho, superdosagem, presenca de lesBes no local de aplicacdo, alteracdes

significativas de pH e elevada intensidade da corrente (FIALHO et al., 2004).

Vérios principios ativos, em diferentes tipos de fontes idnicas, sao
indicados para a transferéncia por iontoforese. Entre as indicacdes, dependendo da
substancia utilizada, pode-se citar seu uso para acao anti-inflamatéria, antioxidante,
antiedematosa, hidratante, cicatrizante, antisséptica, bactericida, entre outras (DA
SILVA et al., 2018).

Monteiro e Silva et al. (2021) avaliou o uso de acidos fendlicos derivados
de plantas (acido galico, caféico e ferulico) isoladamente ou em combinacdo para
aplicacdes dermatologicas e farmacéuticas. O &cido galico mostrou a maior atividade
antioxidante, e, quando foi utilizado a iontoforese, notou-se um aumento da atividade
antioxidante na pele depois de apenas 20 minutos (MONTEIRO E SILVA et al., 2021).

Céazares-Delgadillo et al. (2018) investigou o efeito da corrente elétrica
sobre o transporte iontoforético de acido ascorbico e acido elagico em pele suina in
vitro, foi constatado que a corrente galvanica continua associada a corrente de pulso
por apenas 5 minutos foi capaz de aumentar significativamente a liberacdo ou
penetracdo de acido ascoérbico presente em composicfes cosméticas, jA o0 modo
corrente de pulso unipolar foi capaz de melhorar significativamente a passagem de
acido elagico em sua forma neutra em composi¢cfes cosméticas por eletroosmose,
dessa forma, foi percebido que ajustar modos de corrente elétrica especificos
considerando o estado de ionizacdo dos ingredientes ativos permitiria 0 projeto de
tratamentos cosméticos curtos e personalizados que melhoram significativamente a
eficiéncia de penetracdo dos ingredientes ativos e possivelmente reduzem as doses
aplicadas (CAZARES-DELGADILLO et al., 2018).

Kurokawa et al. (2016) realizou uma pesquisa utilizando peeling quimico de
acido glicdlico e subsequente iontoforese com vitamina A, C e E, no tratamento de
hiperpigmentacdo pos-inflamatéria, erosées com papulas vermelhas inflamadas e

cicatrizes atroficas ndo inflamadas em pacientes com acne vulgar. Nesse estudo foi
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observado uma melhora notavel na maioria dos pacientes ap0s 0 tratamento
(KUROKAWA et al., 2016). Apesar dos inumeros estudos na area, ainda ha muito que
estudar a fim de aproveitar ao méximo o potencial da iontoforese na area cosmética,

nesse sentido, a associacdo da iontoforese com a cafeina parece ser promissora.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver formulagbes nanotecnoldgicas direcionadas a aplicagédo

iontoforética em procedimentos estéticos

3.2 Especifico

e Obter e caracterizar sistemas microemulsionados previamente

desenvolvidos;

e Obter e caracterizar nanosuspensfes contendo cafeina preparadas a

partir de microemulsdes previamente selecionadas;

e Desenvolver metodologia analitica de quantificacdo da cafeina por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Desenvolver método de extracdo para recuperacao da cafeina pele de

orelha de porco.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiais

A cafeina foi fornecida pela Farmécia Definitiva (Olinda, Brasil). O &lcool
benzilico, o fosfato bibasico anidro e o metanol grau HPLC foram obtidos da Dinamica
Quimica Contemporanea® (Sao Paulo, Brasil). A lecitina de soja, alcool isopropilico e
o carbonato de propileno foram obtidos da Lipoid® (Ludwigshafen, Alemanha),
Merck® (Darmstadt, Alemanha) e Sigma- Aldrich® (San Luiz, Estados Unidos),
respectivamente. O acido cloridrico foi adquirido da Alphatec® (S&o Paulo, Brasil). A
agua deionizada de alta pureza (0,055 uS cm-1 e 18,2 MQ cm-1) foi obtida através

de Ultrapurificador Direct-Pure (Purelab classico DI, Elga, UK).

4.2 Obtengé&o das microemulsdes

Para o preparo das microemulsdes, utilizou-se como tensoativo a lecitina
de soja, por ser ndo toxico, de ocorréncia natural e amplamente empregada no
preparo de microemulsdes biocompativeis (ABOOFAZELI, et al., 1994) e como
cotensoativo o &lcool isopropilico. Para a fase oleosa foram utilizados o &lcool
benzilico ou o carbonato de propileno, por serem solventes parcialmente misciveis em

agua e de baixa toxicidade. Agua foi usada como fase aquosa.

As microemuls@es foram previamente selecionadas a partir de diagramas
de fases previamente elaborados, cuja propor¢éo de tensoativo e cotensoativo (T:CT)
foi de 1:2. As amostras MAB-3 e MAB-4 sdo compostas por alcool benzilico na fase
oleosa (FO) e ambas tém proporcédo de T:CT/FO 6:4; ja as formulagcbes MCP-5 e
MCP-10 apresentam carbonato de propileno como fase oleosa e tém como proporcgéo

de T:CT/FO 6:4 e 9:1, respectivamente. As composi¢des estao descritas na tabela 1.
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T.CT FASE OLEOSA AGUA
Fase oleosa: Alcool Benzilico
MAB-3 2,4g 1,6g 1000pL
MAB-4 2,4g 1,6g 2400pL
Fase oleosa: Carbonato de propileno
MCP-5 2,4g 1,6g 2400pL
MCP-10 3,6g 1,6g 4000pL

Tabela 1. Composicdo das microemulsdes selecionadas para esse estudo.
Fonte: Autoria propria. *T:CT — Proporcao tensoativo/cotensoativo.

4.3 Obtencéo das nanosuspensdes

Em 1g das microemuls@es selecionadas foram adicionados cafeina a 3% e
as nanosuspensoes foram preparadas adicionando 25 uL de agua por vez até chegar
ao seu ponto de turvacdo ou até atingir o montante de 2 mL. A mistura dos
componentes foi realizada sob agitacdo continua em um agitador magnético,

utilizando a metodologia similar a proposta por Trotta et al. (2003).

4.4 Caracterizagdo das microemulsdes e nanosuspensdes

Inicialmente foi realizada uma inspecéo visual macroscopica. Em seguida,
as microemulsdes e as nanosuspensodes obtidas foram avaliadas quanto ao diametro
médio das particulas e indice de polidisperséo, através de técnica de espalhamento
dindmico de luz, utilizando equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments,

UK), em triplicata e a temperatura controlada de 25° C e angulo de 90°, sem diluicéo.

4.4.1 Determinacéo do pH

Os valores de pH das microemulsdes e das nanosuspensdes foram
determinados através da leitura direta da amostra apos insercao do eletrodo, usando
pHmetro de bancada IONLAB® PHS-3E previamente calibrado utilizando tampdes de

pH 4 e 7 antes do uso.

4.4.2 Teste de estabilidade frente a centrifugacéao

As microemulsdes foram submetidas a centrifugacdo, utilizando a

centrifuga Daiki® DT-4500, condicionada a 3000 rpm durante 15 minutos, por 5 vezes.
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4.5 Selecdo do liquido extrator utilizado no procedimento de tape stripping

Para a selecédo de um solvente extrator adequado, foram realizados testes
utilizando metanol e agua de forma separada e em trés diferentes propor¢des: 50:50;
60:40 e 70:30 (MeOH:H20 v/v). A pele de orelha de porco foi delimitada e, com o
auxilio de agulhas, fixadas em uma superficie recoberta com papel aluminio, o estrato
corneo foi removido utilizando 15 fitas adesivas 3M® (Sumaré, Brasil), modelo Durex®
Transparente. Apés o procedimento de retirada das fitas (tape stripping), as mesmas
foram inseridas em tubo plastico de fundo cbnico, adicionadas de 10 mL do solvente
extrator a ser testado e contaminadas com volumes conhecidos de solu¢do metanélica
padrao de cafeina (1 mg/mL), para obtengdo de uma concentragao de 10 ug/mL. Os
tubos de extracdo ficaram em repouso por 30 minutos, foram agitados durante 30
minutos e submetidos a banho de ultrassom ao longo de 15 minutos. Logo apds as
amostras foram filtradas em filtros 0,45um de PVDF (Merck-Millipore®, Darmstadt,
Alemanha). Aliquotas foram acondicionadas em vials e a quantificacdo da cafeina foi

realizada por CLAE.

4.6 Condicbes cromatogréaficas e metodologia analitica para quantificacdo
de cafeina (por CLAE)

As andlises de determinacdo da cafeina foram executadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os experimentos foram realizados em
cromatografo Shimadzu (Kyoto, Japao), equipado com detector DAD (detector de
arranjo de diodos), operando a 220 nm com bomba LC-20AD e software LabSolutions
(Shimadzu, Kyoto, Japao). A separacéo foi realizada em coluna C18 de fase reversa
(HyperClone®, Phenomenex) 250 x 4,6 mm (5 um). A fase movel foi constituida por
metanol e agua acidificada com &cido cloridrico 0,07% (pH 2,0 £ 0,1), na proporcao
60:40 v/v, com vazao de 1,0 mL/min e volume de injegao de 20 pL. O tempo total da
corrida cromatografica foi de 8 minutos e o tempo de retencéo da cafeina foi de cerca

de 5 minutos.

4.6.1 Obtencgédo da curva de calibracdo para quantificacdo da cafeina no
fluido receptor

A primeira curva de calibracao foi realizada com a finalidade de analisar as
amostras que serdo obtidas a partir do fluido receptor no procedimento de células do

tipo Franz. A partir de uma solugdo-mée de cafeina em metanol 1 mg/mL foram
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realizadas diluicbes a fim de obter as seguintes concentracdes: 0,5; 2,0; 4,0; 10,0;
20,0; e 40,0 pg/mL. As amostras foram preparadas em baldes volumétricos e o volume
dos balGes foi completado utilizando uma solucao de tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,4).
As amostras para a construgao da curva de calibracao foram injetadas diretamente no

cromatografo.

4.6.2 Obtencéo da curva de calibracédo para quantificacéo da cafeina na
pele de orelha de porco

Para a analise de amostras provenientes de estudos futuros de permeacao
cutdnea da cafeina, foi elaborada uma segunda curva de calibracdo. Diante do
conhecimento da melhor condicdo do liquido extrator, a partir de uma solucao-mae de
cafeina em metanol 1 mg/mL foram realizadas diluicdes a fim de obter as seguintes
concentragoes: 0,5; 2,0; 4,0; 10,0; 20,0; e 40,0 ug/mL. As solugdes foram preparadas
a partir da diluicdo MeOH e H20 (60:40 v/v). As amostras da curva de calibracao

foram injetadas diretamente no cromatografo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracteristicas das microemulsdes

As microemulsdes possuem diversas propriedades notaveis, como alta
absorcdo e permeacdo devido ao menor tamanho de particula, baixa tenséo
superficial, estabilidade termodinamica, alta capacidade de solubilizacdo de
moléculas hidrofilicas e lipofilicas, pequeno tamanho de goticula, bem como seu
custo-beneficio. Basicamente, a microemulsdo sdo as emulsdes com tamanho de
goticula inferior a 100 nm. Essas goticulas sao invisiveis devido ao seu reduzido, muito
menor do que o tamanho do comprimento de onda da luz visivel (400-800 nm), elas
sao incapazes de refletir a luz e ndo séo visiveis através do microscopio optico que

torna o sistema de microemulsao transparente (MA et al., 2015; SHUKLA et al., 2018).

Os ensaios organolépticos fornecem parametros, como aspecto, cor e odor,
gue permitem avaliar, de imediato, o estado em que se encontra a amostra em estudo
por meio de andlises comparativas, com o0 objetivo de verificar alteracdes como:
separacédo de fases, precipitacdo e turvacao permitindo reconhecimento priméario do
produto. Esses parametros sdo utilizados para avaliagdo visual das formulacdes,
tornando possivel notar a ocorréncia de alguma alteracdo macroscopica (BRASIL,
2008). As formulagdes, mesmo utilizando diferentes proporgdes de T:CT, fase oleosa
e agua, permaneceram transparentes, sem a presenca de particulas suspensas e
turvacdo, conforme pode ser observado na figura 10. A faixa de pH das amostras
obtidas variou entre 6,0 a 7,0. Portanto, dentro da faixa tolerancia bioldgica para
produtos cutaneos (5,5 a 8,0) (SILVA, 2009).

Figura 10. Microemulsdes finalizadas. Fonte: Autoria prépria.



45

Todas as amostras resistiram ao estresse fisico quando submetidas a
centrifugacdo, como mostrado na Tabela 2. A forca da gravidade atua sobre os
produtos e sistemas, fazendo com que suas particulas se movam no seu interior. A
centrifugagcdo produz estresse na amostra, simulando um aumento na forga de
gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e antecipando possiveis
instabilidades. Estas poderao ser observadas na forma de precipitacdo, separacao de

fases, formacao de sedimento compacto, coalescéncia, entre outras (BRASIL, 2008).

PARAMETROS MAB-3 MAB-4 MCP-5 MCP-10
Caracteristicas organolépticas | Limpida | Limpida Limpida Limpida
Resisténcia a centrifugacéo | Aprovado | Aprovado | Aprovado | Aprovado
Tamanho de goticula (nm) 4848 14,42 30,65 37,41
9 181,6 0,1908 + | 4,275+ 13,54
PDI 0,990 0,128 0,182 0,225
0,007 0,029 + 0,052 + 0,04 +

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas das microemulsfées. Fonte:
Autoria propria. *PDI — indice de polidispersividade.
A determinacdo do tamanho das goticulas e de sua distribuicdo

corresponde a um dos parametros mais importante para caracterizar as
microemuls@es e avaliar a estabilidade dos sistemas microemulsionados, além de ser
importante no favorecimento da permeacdo cutanea da substancia ativa na pele
(DAMASCENO et al., 2012). Além do tamanho de goticula, € importante obter o indice
de polidispersividade (PDI), que fornece informac¢des sobre o tamanho das particulas
analisadas. O PDI se refere a variedade do tamanho da amostra relativo a sua
distribuicdo por intensidade. Esse valor varia de 0 a 1 e, quanto menor, mais
monodispersa e, consequentemente, menos heterogénea é a amostra. (ALBERNAZ,
2014). Com relacdo ao tamanho das goticulas e aos valores de PDI, descritas na
Tabela 2, as microemulsdes possuem tamanhos e valores de PDI aceitaveis, exceto
a formulacdo MAB-3 que apresentou, tanto tamanho de goticulas quanto valor de PDI,

altos. Este fato pode ser atribuido a inadequagdes ocorridas na sua preparagao.

As microemulsdes selecionadas possuem uma baixa quantidade de agua,
afetando seu uso em meio aquoso, condi¢ao ideal para o emprego da iontoforese.

Como forma de contornar tal cenario, foram desenvolvidas nanosuspensdes, uma vez
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gue, a sua obtencdo € uma maneira promissora de aumentar a quantidade de agua

presente nas formulagdes, sendo um método adequado para ativos hidrofilicos.

Do ponto de vista fisico-quimico, a formacdo das nanosuspensdes
conforme proposto por Trotta et al. 2003 é bastante similar a formacdo de
nanoparticulas poliméricas obtidas pelo método de emulsificagéo-difusédo do solvente
relatado por Souto et al. 2012. O método envolve a preparacdo de uma emulsdo do
tipo O/A, cuja fase interna € constituida por um solvente organico parcialmente
hidromiscivel como, por exemplo, alcool benzilico, carbonato de propileno ou acetato
de etila, que é previamente saturado com agua, de modo a assegurar um equilibrio
termodinamico inicial de ambas as fases. O polimero é dissolvido no solvente
saturado, formando-se uma fase organica na qual é disperso ou dissolvido o principio
ativo. Esta fase € emulsificada, sob agitacdo intensa, numa solucéo aguosa, contendo
um tensoativo do tipo O/A, como, por exemplo, o PVA ou um poloxamer. A adicao
subsequente de agua ao sistema, provoca a difusdo do solvente orgéanico na fase
externa. Dependendo do seu ponto de ebulicdo, o solvente pode ser eliminado por
evaporacdo ou por ultrafiltracdo, obtendo-se, no final, a dispersdo aquosa de

nanoparticulas (SOUTO et al., 2012).

5.2 Caracterizacao das nanosuspensoées adicionadas de 2 mL de agua

Levando em consideracdo a metodologia sugerida por Trotta et al. 2003,
as nanosuspensfes foram preparadas utilizando o quantitativo de 2 mL de agua
proposto. Em suas caracteristicas organolépticas observa-se que as preparacfes
realizadas a partir das microemulsdes com alcool benzilico atingiram uma
caracteristica translicida em seu ponto de turvagdo, enquanto as preparadas a partir
de microemulsdes com carbonato de propileno mostraram-se opacas, como pode ser
visto na figura 11. O pH das amostras manteve-se por volta de 6,0 até 7,0, tornando

as formulagdes biocompativeis.
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Figura 11. Nanosuspensoes finalizadas. Fonte: Autoria propria.

O desempenho de uma forma farmacéutica depende, dentre outros fatores,
da sua eficacia e seguranca. Uma das formas de avaliacdo das formulacfes consiste
na realizacdo dos testes de caracterizacdo fisico-quimica em que informacfes
relevantes acerca do produto séo obtidas. Conforme a tabela 3, no que se refere ao
tamanho de particula, as formulacbes apresentaram valores inferiores a 150 nm,
estando dentro do limite recomendado, exceto NSAB-3-CAF. Com relagéo aos valores

de PDI, nota-se que apenas a amostra NSAB-4-CAF apresentou um valor aceitavel.

PARAMETROS NSAB-3-CAF NSAB-4-CAF NSCP-5-CAF NSCP-10-CAF
Caracteristicas organolépticas Translucido Translicido Opaco Opaco
Tamanhao de particula (nm) 677.,5 147,0 98,09 76,27
P 179,5 15,52 + 2,762 + 7,675+t
PDI 0,881 0,177 0,406 0,684
0,121% 0,121 ¢ 0,032 £ 0,211

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas das nanosuspensdes. Fonte:
Autoria propria. *PDI — indice de polidispersividade.

Diante dos resultados, é possivel constatar que a amostra MAB-3 néo
atingiu tamanho de particula adequado para ser caracterizado como microemulséo,
diante desse fato nota-se que as nanosuspensdo derivadas dessa amostra
apresentam altos tamanhos de particulas, PDI e elevado desvio padrao. Acredita-se
que nessa amostra possa ter ocorrido erros metodoldgicos impedindo a formacgéo
adequada da microemulsédo e consequentemente das nanosuspensdes. Com o
propdsito de analisar melhor os sistemas nanoestruturados que se formaram, foram
investigadas as caracteristicas de nanosuspensdes no ponto de turvacao.
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5.3 Caracterizacéo das nanosuspensdes considerando o ponto de
turvacao

Foram realizados testes com a finalidade de encontrar o ponto de turvacao
das nanosuspensdes. O ponto de turvacdo da amostra diz respeito, teoricamente, ao
ponto em que houve a formacao da nanosuspenséo, levando em conta a mudanca de
aspecto que ocorre durante o processo, vale destacar que a mudanca de cor pode ter
ocorrido devido a precipitacdo da cafeina quanto pela desestabilizacdo das
microemulsfes. Diante dos resultados, nota-se que amostras preparadas a partir de
microemulsdes que receberam menor quantidade de agua atingiram o ponto de
turvacdo com uma maior quantidade de agua, sendo a preparacao NSAB-3-CAF-T a
gue suportou uma maior capacidade de agua e a amostra NSCP-10-CAF-T turvou
com uma menor fracdo de agua, como € mostrado na tabela 4. Constata-se que as
caracteristicas organolépticas observadas nas nanosuspensfées no seu ponto de
turvacdo nao sofreram alteracdes, evidenciando que a incorporagdo de uma maior
guantidade de agua, como acontece nas nanosuspensdes que receberam 2 mL de
agua, nao alterou significativamente este parametro. Uma imagem das

nanosuspensdes finalizadas é mostrada na figura 12.

ME T.CT | FO | AGUA NP AGUA ACRESCIDA
MAB-3 | 2,4g | 1,6g | 1000uL | NSAB-3-CAF-T 600pL
MAB-4 | 2,4g | 1,6g | 2400uL | NSAB-4-CAF-T 450pL
MCP-5 | 2,4g | 1,6g | 2400pL | NSCP-5-CAF-T 425ul
MCP-10 | 3,6g | 1,6g | 4000uL | NSCP-10-CAF-T 225uL

Tabela 4. Quantidade de 4gua acrescida para chegar ao ponto de turvacéo.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 12. Imagem das nanosuspensfes em seu ponto de turvacgao.
Fonte: Autoria propria.

Conforme descrito na tabela 5, as nanosuspensdes NSCP-10-CAF-T e
NSAB-3-CAF-T apresentaram diametro inferior a 1000 nm jA em seu ponto de
turvacdo, apesar de apresentarem PDI maior do que o desejado. Nas demais
nanosuspensodes é possivel observar altos tamanhos de particulas e valores de PDI.
Acredita-se que tal fato se deu pela aglomeracgéo das particulas devido a quantia de

agua insuficiente para promover o desagrupamento das particulas no meio.

PARAMETROS NSAB-3-CAF-T | NSAB-4-CAF-T | NSCP-5-CAF-T | NSCP-10-CAF-T
Caracteristicas organolépticas Translucido Translucido Opaco Opaco
. 88,93 1291,0 1382 140,2
Tamanho de particula (nm) 81,22 + 149,5 + 160,3 + 8,001+
PDI 0,459 0,741 0,763 0,887
0,156 + 0,449 + 0,072 £ 0,053 +

Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas das nanosuspensfes em

seu

ponto de turvacdo. Fonte: Autoria prépria. *PDI — indice de polidispersividade.

Nas amostras MAB-4 e MCP-5, nota-se que essas microemulsdes diferem
apenas na substancia que compdes da fase oleosa, por esse motivo ambas as
amostras dao origem da nanosuspensdes que atingem um ponto de turvacdo com
quantidade de agua aproximadas, e que seus tamanhos de particulas e PDI séo
similares neste cenario. Nas nanosuspensdes que receberam 2 mL de agua, € notavel
certa similaridade no tamanho de particulas, porém a amostra NSAB-4-CAF,
preparada com alcool benzilico, mostra-se ser mais homogénea devido ao valor de
PDI baixo, levando a acreditar que mudanca na FO possa ter influenciado nos

resultados observados.
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5.4 Padronizacdo da metodologia analitica

A escolha de uma metodologia analitica adequada é de fundamental
importancia para gerar resultados que possam ser interpretaveis e confiaveis, dados
analiticos ndo confiaveis podem comprometer conclusdes de estudos e conduzir a
decisdes inadequadas. Por esse motivo, € importante que haja a padronizacdo da
metodologia analitica para quantificacdo da cafeina por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A partir de condicdo cromatografica estabelecida, foi preparado
curvas de calibracdo visando a utilizacdo em estudos futuros de células do tipo Franz
e de tape stripping. A curva de calibracdo da cafeina em tampédo fosfato 0,1M
apresentou equacdo (y = 78,163x) com um coeficiente de correlacédo (R?) de 0,9997,
enguanto a curva utilizando MeOH:H20 (60:40 v/v) obteve uma equacéo (y=90,516x),
com R?de 0,9999; como mostrado na figura 13. Segundo a RDC N° 166/2017, da
ANVISA, que estabelece os critérios para a validacdo de métodos analiticos, o
coeficiente de correlacao deve estar acima de 0,990 (BRASIL, 2017). Sendo assim, 0
valor de R? obedece aos limites estabelecidos. As amostras possuem tempo de
retencdo em tampdo fosfato e metanol e agua 60:40 (v/iv) em média de
aproximadamente 5,12 e 5,18 minutos, respectivamente.

CURVA DE CALIBRAGAO TAMPAO FOSFATO r: 09997 CURVA DE CALIBRAGAO MeOH:H20 (60:40 viv) .. _; 319

']
3500
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2500

AREA
AREA

C;NCE&TRAC#O(MWmL} CONCENTRAGAO (ug/mL)
Figura 13. Curva analitica da cafeina em (1) tampéao fosfato 0,1 M e (2)
Metanol e 4gua (60:40 v/v), obtida por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Fonte:
Autoria propria.

5.5 Selegéo do solvente extrator utilizado nos estudos de tape stripping

A técnica de tape stripping € amplamente usada e aceita para estudar a
cinética e a penetracdo de farmacos na pele, permitindo determinar a localizacéo e a
distribuicdo de substancias no estrato corneo (BETTONI, 2009). Para garantir o
sucesso do procedimento € necessario selecionar um liquido extrator capaz de

recuperar a cafeina presente na amostra. Nas amostras adicionadas apenas de
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metanol foi possivel perceber a precipitacdo da cafeina, o que foge do propdsito

estabelecido, além de tornar a amostra inadequada para ser injetada no HPLC.

As demais amostras ndo demonstraram precipitacdo e foram analisadas.
Os cromatogramas dessas analises sdo mostrados na figura 14. As extracdes feitas
apenas com agua apresentaram tempo de retencdo de 6,2 minutos, atrasando
consideravelmente o aparecimento do pico da cafeina, além de apresentar uma taxa
de recuperacédo de apenas 87,16%, ja as amostras em que utilizaram agua e metanol
na proporgéo de 50:50 e 70:30 apresentaram tempos de retengéo de 5,6 e 5,4 minutos
e taxas de recuperacao de 102,79% e 104,85%, respectivamente, essas propor¢cdes
também demonstraram heterogeneidade nas duplicatas realizadas. Por esses
motivos, os liquidos extratos citados foram desconsiderados. As amostras que
receberam H20:MeOH na proporcéo de 60:40 apresentaram tempo de retencdo de
5,3 minutos, taxa de recuperacédo de 98,70% e homogeneidade nas duplicatas, diante

disso, essa condicao foi escolhida para analises futuras dos procedimentos de tape

stripping.
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Figura 14. Cromatégrafo das extragfes realizadas nos estudos de tape
stripping utilizando agua (A) e metanol e agua nas proporc¢des de 50:50 (B), 60:40 (C),
70:30 (D), respectivamente. Fonte: Autoria prépria.
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6. CONCLUSAO

De acordo com o exposto, péde-se verificar que as microemulsdes obtidas
e caracterizadas possuem tamanho de goticula dentro do preconizado, bem como
valores baixos de PDI, ja nas nanosuspensdes foi percebido que a amostra NASB-4-
CAF mostrou ser uma candidata promissora visando a aplicacao futura da iontoforese.
Foi possivel padronizar uma metodologia analitica capaz de quantificar a cafeina e
escolher um solvente extrator adequado para uso em posteriores estudos de tape
stripping. Dessa forma, é possivel concluir que os estudos pilotos aqui evidenciados
mostram-se promissores na investigacao da cafeina objetivando seu uso futuro em
procedimentos estéticos utilizando a iontoforese. Vale ressaltar que, mais estudos

precisam ser realizados a fim de obter conclusdes mais satisfatérias na area estudada.
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