s78% VNIVERSIDAD
82 D SALAMANCA

&0

¥R i CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

joil
S 2> 1insTiTuTo POLITECNICO

DE BRAGANCA

Nanocosmeética a base de produtos naturais aplicada a Psoriase

Tania Pina Soares

Dissertacdo apresentada ao Instituto Politécnico de Braganca e a
Universidade de Salamanca para obtenc¢do do Grau de Mestre em
Farmécia e Quimica de Produtos Naturais

Orientado por:
Marcelino Carvalho
Isabel C.F.R. Ferreira

Braganca
2013



Nanocosmética a base de produtos naturais aplicada a psoriase | 2012/2013




Nanocosmética a base de produtos naturais aplicada a psoriase | 2012/2013

A persisténcia € o menor caminho do éxito!
Charles Chaplin



Nanocosmética a base de produtos naturais aplicada a psoriase | 2012/2013

Agradecimentos

Agradeco a empresa LABIALFARMA (Laboratorio de Produtos Farmacéuticos
e Nutracéuticos) pela oportunidade de executar toda a parte pratica desta dissertacéo e
pela disponibilidade prestada.

A toda a equipa do Departamento de Investigacdo e Desenvolvimento Galénico:
Dr. Marcelino Carvalho (Orientador), Dr.2 Melania Maduro, Dr.2 Sonia Lopes, Dr.2 Joana
Lopes, Dr.2 Marta Barbosa, Doutor Helton Santos e Dr.2 Silvia Cruz pela ajuda prestada,
pelo conhecimento transmitido, pela paciéncia, compreenséo e principalmente pela forca

e incentivacdo nos momentos mais dificeis.
A Professora Doutora Isabel Ferreira, pela ajuda e disponibilidade prestada.

Ao meu namorado pela ajuda incansavel, pelos momentos de apoio e forca. Pela
compreensdo, disponibilidade e carinho.

Ao0s meus pais, irma, cunhado e afilhada pelo carinho, ajuda e incentivo.

A todos os meus amigos que contribuiram para o desenvolvimento desta
dissertacdo.



Nanocosmética a base de produtos naturais aplicada a psoriase | 2012/2013

Resumo

Os produtos a base de plantas sdo frequentemente usados em dermatologia e,
apesar do numero de estudos ser reduzido, existe evidéncia para 0 uso destes na
psoriase, acne, dermatite atopica e outros problemas dermatoldgicos. Nos dias de hoje,
estes produtos a base de plantas s&o muito requisitados para este objetivo, pois acredita-
Sse que muitas vezes sdo a Unica opcdo para tratar este tipo de problemas.

Este trabalho incidiu sobre a psoriase, uma doenca inflamatoria de pele, cujas
lesGes eritemato-escamosas se caracterizam por uma elevada proliferagéo celular e por
padrGes anormais de diferenciacdo dos queratindcitos, aléem de envolver alteracfes
bioquimicas, imunoldgicas e vasculares. Foram abordados os aspetos benéficos da
utilizacdo de plantas medicinais na psoriase, assim como a sua incorporacdo em
nanocosmeéticos. A Nanocosmética veicula ativos ou outros ingredientes
nanoestruturados nas formulacdes e apresenta propriedades superiores quanto a sua
performance em comparagdo com produtos convencionais.

A forma farmacéutica utilizada foi a nanoemulsdo, por apresentar mais
beneficios neste estudo. Os 6leos de Calendula officinalis L. e Copaifera reticulata
Duncke e o 6leo essencial de Matricaria recutita L. foram utilizados nas nanoemulsdes
por possuirem grande poder anti-inflamatdrio importante no tratamento da psoriase.

Ao longo do trabalho, foram desenvolvidas véarias formulacdes de nanoemulsées
(com diferentes percentagens de fase aquosa e oleosa), com o objetivo de alcancar uma
nanoemulsdo estavel, com as caracteristicas desejadas a nivel organolético e de tamanho
de particula. As nanoemulsdes foram desenvolvidas na Inddstria Farmacéutica
Labialfarma (Laboratério de Produtos Farmacéuticos e Nutracéuticos), mais
precisamente no Departamento de Investigacdo e Desenvolvimento Galénico, do qual
faco parte. Toda a investigacdo, testes de estabilidade e medicGes de nanoparticulas
necessarios para o desenvolvimento desta dissertacdo foram também realizados na
Labialfarma.

As nanoemulsdes que apresentaram melhores resultados de estabilidade,
coincidiram com as formulagdes com melhores caracteristicas organoléticas e menor

tamanho de particula.
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Abstract

Herbal and phytotherapeutical products are often used in dermatology, and,
despite the reduced number of published studies, there is evidence for their use in
psoriasis, acne, atopic dermatitis and other dermatological problems. In our days, some
of these herbal products are highly required for this purpose, being often the only option
to treat this disease.

This dissertation focused on psoriasis, an inflammatory skin disease in which the
erythemato-squamous lesions are characterized by a high cellular proliferation and by
abnormal patterns of keratinocyte’s differentiation, in addition to biochemical,
immunological and vascular abnormalities. Benefits of the use of medicinal plants in
psoriasis, as well as their incorporation in nanocosmetics were assessed. The
nanocosmetics industry provides active principles or other nanostructured ingredients to
the formulations, and shows superior properties, in terms of performance, compared to
conventional products.

Nanoemulsion was the pharmaceutical form used due to the higher benefits to
the present study. The oils of Calendula officinalis L. and Copaifera reticulata Duncke,
and the essential oil of Matricaria recutita L. were used in the nanoemulsions as they
hold great anti-inflammatory power, significant in the treatment of psoriasis.
Throughout the work, various formulations of nanoemulsions (with different
percentages of water and oil phase) were developed, in order to achieve stable
nanoemulsions, with the desired organoleptic characteristics and particle size levels.
The nanoemulsions were developed at the pharmaceutical industry Labialfarma,
(Laboratory of Pharmaceutical and Nutraceutical Products), more specifically at the
Department of Research and Galenic Development, to which | belong. All the
investigation, stability tests, and measurement of nanoparticles required for the
development of this dissertation, were also performed at Labialfarma.

Nanoemulsions that presented higher stability results, matched with the

formulations with better organoleptic characteristics and smaller particle size.
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I. Introducéo

1.1. Psoriase

A psoriase é uma das doengas inflamatorias da pele mais frequentes do mundo.
(1).

E a mais frequente das doencas cronicas da pele, afeta a pele, unhas e
membranas mucosas e caracteriza-se por lesdes eritemato-escamativas com padrdes e
distribuicdo corporal variaveis. A psoriase é uma condi¢cdo genética causada por um
grupo de genes (e ndo apenas por um Unico gene). E desencadeada por fatores
ambientais que podem ser externos, como as alteracfes meteoroldgicas das estacdes do
ano ou pela friccdo das roupas na pele, ou internos, como as doencas infeciosas e
determinados tipos de medicacdo. Para além destes fatores ambientais, que conferem
uma tendéncia crescente ao desenvolvimento da psoriase, podem também surgir reacoes
imunitarias cutaneas especificas, que causam inflamacdo. As placas psoriaticas sao
originadas pelas células epidérmicas que sdo substituidas mais rapidamente que o
habitual. Na pele psoriatica, este processo pode levar aproximadamente uma semana,
comparativamente & pele normal onde demora 1 més. A psoriase pode surgir em
qualquer idade, mas as primeiras erup¢des aparecem com maior frequéncia entre os 10 e
os 30 anos de idade. E uma condic&o vitalicia e imprevisivel, com ciclos sucessivos de
remissao e de recidiva. Apesar da psoriase s6 muito raramente colocar a vida em perigo,
tem um impacto significativo na qualidade de vida. Devido ao fato de ser uma doenga
cronica, que esta relacionada com um aspeto fisico desfavoravel, pode muitas vezes
levar a diminuicdo da autoestima, a incapacidade de bem-estar e, com o tempo, a
depressdo. As pessoas com psoriase tém muitas vezes dificuldades na comunicagdo
interpessoal, particularmente quando as suas lesdes sdo visiveis, como nos casos da
psoriase da face, do couro cabeludo e das maos. As primeiras erup¢des da psoriase, e 0S
episddios recorrentes, estdo muitas vezes relacionados com traumas psicolégicos que
originam fortes emogdes. Na psoriase, 0 stresse aumenta a probabilidade de novas
erupcgdes, o que significa que as pessoas podem ver-se facilmente encurraladas num

ciclo vicioso. Os fatores adicionais que determinam a severidade da psoriase incluem a
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suscetibilidade ao tratamento e a dimenséo da area coberta pelas lesGes. A forma mais
frequente da psoriase € a psoriase em placas ou vulgar.

O numero, dimensao e extensdo das lesdes sdo variaveis entre os pacientes e conforme a
evolucdo da doenga. A psoriase vulgar pode ser classificada em dois tipos: psoriase tipo
I ou de inicio precoce, que se inicia antes de 40 anos, e apresenta tendéncia a
disseminacéo, maior numero de recorréncias, maior frequéncia de histdria familiar de
psoriase e de associacdo com HLA-Cw6 (Human Leucocyte Antigen Cw6) e DR7
(outro antigénio considerado fator de risco e geralmente associado a Cw6). Quando
comparada a psoriase tipo Il ou de inicio tardio, que pode surgir durante ou apds a
quinta década de vida. @®

Esta doenca é constituida por uma disposicdo determinada geneticamente da
pele com a inflamacdo cronica, caracterizada por um aumento da producédo de epitélio,
que aparece como resposta a certos impactos externos ou internos. “? O fato de ser
geneticamente determinada ndo implica que a hereditariedade de pais para filhos seja
obrigatdria. Contudo, verifica-se uma maior probabilidade de aparecimento da doenca
em pessoas que tenham familiares portadores da mesma,

Nenhuma forma de psoriase € contagiosa.

Esta doenca ndo ataca os 6rgdos internos, mas pode ser acompanhada por
queixas articulares (artrite psoriatica). Por outro lado, as doencas de 6rgaos internos
podem provocar psoriase e agravar a psorfase existente. “®” Uma vez que existem
maltiplas doencas cutineas que também se manifestam por lesGes vermelhas e
descamativas, eventualmente afetando as localizag@es tipicas da psoriase, o diagnéstico
deve ser sempre estabelecido atrds da observacdo clinica por parte de um
dermatologista. Em alguns casos podera ser necessaria a confirmacdo com uma bidpsia

da pele. ®
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1.1.1. Imunopatogénese da psoriase

A imunopatogénese da psoriase é complexa e envolve alteragcbes do sistema
imunologico inato (queratindcitos, células dendriticas - CD, macrofagos, neutrofilos,
mastécitos, células endoteliais) e adquirido (linfécitos T). © As células do sistema
imune inato (SII) ativadas produzem fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas,
que atuam sobre as células do sistema imune adquirido (SIA) e vice-versa. @

Inicialmente ocorre uma ativacdo das células do SII (células dendriticas e
queratindcitos). Varios fatores ambientais, infecdes, medicamentos e stresse emocional
sdo considerados desencadeantes da doenca. O trauma mecanico, por exemplo, pode
ativar os queratindcitos, visto que estes passam a libertar citocinas (IL-1 e 0 TNF-a) ¢
proteinas de choque térmico. Estas substancias ativam as células dendriticas (células de
Langerhans -CL - e CD residentes) na epiderme e na derme. A ligacdo de antigénios de
agentes infeciosos aos recetores Toll-Like, nas células dendriticas e nos queratindcitos,
também pode levar a ativacao destas células. As células dendriticas e 0s queratindcitos
ativados produzem inGimeras quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento. %)

Uma vez ativada, as células dendriticas processam um antigénio (ambiental ou
enddgeno, ainda ndo definido), e migra para o linfonodo regional onde o apresenta aos
linfocitos T (LT). Para que a ativacdo do LT ocorra, é necessaria a ligacdo do antigénio
(acoplado a molécula do complexo de histocompatibilidade principal na membrana da
CD) ao recetor de membrana do LT, além da ligacdo de proteinas da membrana
plasmatica da CD (ICAM-1; LFA-3; CD80/CD86) as proteinas da membrana do LT
(respetivamente LFA-1; CD2 e CD28. ™ Portanto, para a ativago linfocitaria ocorrer
deve ser estabelecida uma "sinapse imunoldgica" entre proteinas da membrana da célula
apresentadora de antigénio (APC) e do LT.

Os LT ativados dos doentes com psoriase diferenciam-se, preferencialmente, em
LTCD4+ tipol (LThl; produtores de INF-y, TNF-a ¢ IL-2) e tipo 17 (LTh17;
produtores de IL-17, TNF-a, IL-6 e IL-22) e LTCD8+ tipo 1 (LTcl; produtores de
TNF-a, INF-y, perforinas e granzima B). ¢

Os LT ativados migram para a pele através da ligacdo de moléculas de adeséo
expressas na sua membrana plasméatica (CLA e LFA-1) as moléculas de adesdo
presentes na membrana da célula endotelial cutanea ativada (E-selectina e ICAM-1). Os
LTcl concentram-se na epiderme e os LTh na derme. %)

3
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Na derme os LTh encontram-se e interagem com as CD e com 0s macréfagos,
formando novas “sinapses imunoldgicas”. A interacdo entre essas células leva a
producdo de inumeras citocinas, que mantém e amplificam o processo inflamatorio.
(11,13)

As CD e os macrdfagos ativados produzem 1L12 e IL-23. A IL-12 favorece a
proliferacdo dos LTh1 e a 1L-23 dos LTh 17. “>* A proliferacdo dos Th17 e Thil, na
psoriase, € também atribuida a diminuicdo de LT reguladores (responsaveis pela
supresso da ativacdo desses linfcitos). 134

Na psoriase as CD dérmicas mais abundantes sdo do tipo miel6ide
(CD11c+).® Estas células funcionam como APC para os LT e também como células
inflamatdrias (CDi), grandes produtoras de IL-20, de sintetase indutora da producéo de
oxido nitrico (iNOS), bem como de IL-23 e TNF-a. A IL-20 estimula a proliferacdo dos
queratindcitos e o oxido nitrico a vasodilatacdo. A IL-23 favorece a proliferacdo dos
LTh17 e consequente producdo de IL-22 e IL-6 (que estimulam a proliferacdo dos
queratindcitos), além de IL-17 e TNF-o. A IL-17 estimula o queratindcito a produzir
defensivas (proteinas que impedem a infecdo das les6es) e IL-8. O TNF-a estimula no
queratindcito a producdo de IL-8 e IP-10 (proteinas quimiotaticas para neutrofilos e LT
respectivamente), de IL-1 e do proprio TNF-o, além de fatores de crescimentos que
favorecem a angiogénese. Assim, as citocinas Thl7 estimulam os queratindcitos a

proliferar e a produzir inimeras proteinas inflamatérias (Figura 1). ©121516)
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Figura 1: Principais proteinas produzidas pelas Células Dendriticas
(CD) e Celulas Dendriticas Mieloides do tipo inflamatdrio (CDi),
linfécitos T auxiliares tipo 1 (Thl), linfocitos T auxiliares tipo 17
(Th17) e queratindcitos (Q) na psoriase. FC: fatores de crescimento;
iNOS: sintetase indutora da produgao de 6xido nitrico ?

A proliferacdo dos LThl, induzida pela IL-12, leva a producdo de TNF-a ¢ INF-
y. O INF-y também estimula a produgdo de IL-12, IL-8, IP-10, IL-23, defensinas e
iNOS pelos queratinécitos e CD.**®

Interferdes, TNFs e IL-20 s&o ativadores de fatores de transcrigdo (STAT-1,
STAT-3 e fator nuclear kB) os quais, por sua vez, na psoriase, controlam varios grupos
de genes que codificam diversos mediadores inflamatérios. 317

Vale a pena ressaltar que a IL-6, 0 TNF-a e a IL-17 sdo citocinas envolvidas na
patogenia da aterosclerose, o que justifica a maior incidéncia de doengas
cardiovasculares e da sindrome metabélica nos doentes com psoriase. %%
Concluindo, o conhecimento das principais interacfes entre o Sll e o SIA ¢ essencial
para a melhor compreensdo da imunopatogénese da psoriase, bem como dos
mecanismos de acdo dos medicamentos imunossupressores e bioldgicos empregados no

seu tratamento.
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1.1.2. Tipos de psoriase

Existem diversos tipos de psoriase, que podem ser classificados de acordo com o

seu aspeto clinico.

Psoriase em placas ou psoriase vulgar

A psoriase vulgar € o termo clinico para a psoriase em placas. Vulgar significa
"comum" e a psoriase vulgar é a forma mais predominante de psoriase, afetando 95%
das pessoas com psorfase. ‘® Manifesta-se por placas redondas ou ovais, de tamanhos
variados e bem delimitados, de cor avermelhada, com escamas secas e aderentes, do
tipo prateadas ou acinzentadas %

O numero, dimensdo e extensdo das lesdes é varidavel de doente para doente
depende das diferentes fases de evolucdo da doenca em cada doente. Surgem sobretudo
nos cotovelos, joelhos, regido lombar e couro cabeludo, embora possam afetar qualquer
area do corpo, cobrindo, nos casos mais graves, extensas areas do tronco e membros.

Em contraste com o seu aspeto exuberante, estas lesbes sdo muitas vezes
assintomaticas. As lesdes sdo claramente demarcadas e podem estar rodeadas por um
anel nitido.

As placas variam em tamanho e nimero e podem ser finas ou espessas.

As placas sdo normalmente simétricas na parte exterior dos bragos e pernas,
aparecendo especialmente em ambos os cotovelos e/ou joelhos, mas qualquer parte do
corpo pode ser afetada. %

A psoriase em placas é acompanhada por comichdo em 60% a 70% dos casos.™®
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Psoriase gutata

E menos frequente que a anterior e afeta sobretudo criancas
e jovens, por vezes na sequéncia de uma infecdo estreptococica ou
viral do trato respiratorio superior, amidalite, gripe, variola, trauma
fisico, stresse emocional ou administracdo de farmacos
antimalaricos.®”

Aparece geralmente de forma subita, com lesdes de menores

: dimensdes (forma de gota) que ocupam areas extensas do tronco e
Figura 2: Psoriase

gutata. ¥ membros (Figura 2).

Pode desaparecer definitivamente apds o primeiro episédio ou evoluir para uma
psoriase vulgar. ® As lesdes pequenas, redondas e disseminadas sio tipicas da psoriase
em gotas ou psoriase gutata. A psoriase gutata é mais predominante em criangas e
adultos jovens do que em adultos mais velhos. Este tipo de psoriase tende a ter uma
remissao espontanea apos varias semanas, podendo reaparecer sob a mesma forma, ou

sob a forma da classica psoriase em placas. %)

Psoriase inversa

Apresenta um padrdo inverso aos outros tipos de lesbes. Localiza-se nas zonas
das dobras cutaneas: axilas, virilha, dobra do cotovelo, dobra do joelho. Caracterizam-se
por lesdes mais himidas, planas e inflamadas sem escamac&o e particularmente sujeitas
a irritacdo devido ao atrito e ao suor. Essas lesbes sdo eritematosas, com placas
brilhantes sem escama que se podem confundir com intertrigo e infe¢Ges por candida e

dermatéfitos. ?9
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Psoriase eritrodérmica

Normalmente a psoriase eritrodérmica caracteriza-se por lesdes generalizadas,
abrangendo extensas areas do corpo ou sua totalidade. Aparece sobre a pele como uma
vermelhiddo e escamacdo fina, frequentemente acompanhada por prurido intenso e dor,
podendo ocorrer inchaco. O aspeto da lesdo pode ser confundido com o de um individuo
acometido de queimaduras, funcéo do grau de comprometimento da pele.

Este tipo de psoriase é muito grave devido ao risco associado de

desenvolvimento de complicagdes.

Psoriase com pustulas

Algumas formas de psoriase caracterizam-se pelo aparecimento de pustulas
pequenas “bolhas” cheias de pus. A mais frequente é a pustulose palmo-plantar, na qual
estas lesGes surgem sobre um fundo avermelhado nas palmas das maos e plantas dos
pés, por vezes com descamacdo abundante e fissuras dolorosas. Esta forma particular de
psoriase € de dificil tratamento, podendo ter uma evolucdo crénica com surtos de
agravamento.

A psoriase pustular afeta menos de 10% dos doentes. Pode surgir como uma
complicagdo da psoriase em placas, como resultado da toma de determinados

medicamentos ou da abrupta interrupco destes. %

Psoriase numular

Ao contrario das manchas em forma de gota da psoriase gutata, a psoriase
numular caracteriza-se por placas redondas que tém apenas alguns centimetros de

diametro. 9
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Artrite psoriatica (Reumatismo psoriasico)

Véarios anos ap0s o0 aparecimento da psoriase, o0 doente pode ser afetado pela
artrite psoriética. ‘%

Esta € uma artrite inflamatdria cronica com vérios graus de manifestacdes
articulares. E tratada separadamente das lesdes cutineas e o curso da doenca é
imprevisivel. A artrite psoriatica pertence ao grupo das espondilartropatias. Pode ser
distinguida de outros tipos de artrite inflamatéria essencialmente através da condicdo
cutanea concomitante, 9

Envolve as articulacGes periféricas (ancas, ombros, maos e pés) em 70% dos
casos e, por vezes, a coluna vertebral (conhecida como a forma axial da artrite
psoriatica). A artrite psoriatica pode igualmente afetar as enteses, isto €, as regides onde
os tenddes estdo ligados ao 0sso, 0 que podera explicar a dor nos calcanhares, etc.™

A condicdo surge com maior frequéncia entre os 30 e os 50 anos de idade,
afetando tanto mulheres como homens. No entanto, os homens registam uma maior
frequéncia da forma axial da condicdo, ao passo que as mulheres tendem a sofrer mais
das formas periféricas. O nimero exato de pessoas que sofre de artrite psoriatica é
desconhecido, mas calcula-se que cerca de 1% da populacdo mundial esta afetada. No

entanto, a predominancia é maior em doentes com psoriase.

1.1.3. Formas mais graves da psoriase

Algumas formas da psoriase sdo mais graves e particularmente mais resistentes
ao tratamento. Estas sdo a psoriase pustular, a psoriase eritrodérmica e a artrite
psoridtica. Estas formas devem receber um tratamento médico cuidadoso, em
colaboracdo com os dermatologistas. Psoriase universal quando as leses estdo presente

em toda a superficie cutanea. Esta forma de psoriase € bastante rara.
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1.1.4. Locais de manifestacao

e Psoriase do couro cabeludo

e Psoriase de troncos e membros

e Psoriase palmo-plantar

e Psoriase dos cotovelos e joelhos
e Psoriase facial

e Psoriase das membranas mucosas
e Psoriase da zona lombar inferior
e Psoriase das orelhas

e Psoriase das unhas

1.2. A pele e absorgéo cutanea

Estrutura e funcdes da pele

A pele é um o6rgdo multifuncional, de composicdo complicada, que tem a
capacidade de se adaptar as variacdes do meio ambiente e as necessidades do organismo
que protege, cobrindo-o na sua totalidade. Trata-se de um 0Orgdo de revestimento
complexo e heterogéneo, caraterizado por uma estrutura prépria que se apresenta em
camadas interdependentes. Anatomicamente, a pele esta estratificada em 3 camadas
distintas, mas que funcionalmente estdo intimamente relacionadas, a epiderme, a derme
e do tecido subcutaneo (ou hipoderme) (Figura 3). %

A epiderme € a camada mais superficial, constituida por epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado. Existem quatro tipos de células na epiderme: queratindcitos,
melanadcitos, celulas de Langerhans e células de Merkel, sendo as mais abundantes os
queratinécitos. De acordo com o grau de maturagao dos queratindcitos, a epiderme pode
ser dividida em 5 camadas: camada basal, espinhosa, granulosa, lGcida e cérnea. A
camada basal é a mais profunda, encontrando-se sobre a membrana basal que separa a

derme da epiderme. E nesta camada e na parte mais profunda da seguinte (camada

10
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espinhosa), que ocorre a formacdo dos queratindcitos. Estes continuam a sua maturagdo
ao longo das camadas seguintes. Na camada cOrnea 0s queratindcitos ja ndo sdo mais do
que células mortas e sem niicleo, com o citoplasma repleto de queratina.

Quanto aos melandcitos, podem encontrar-se na jungdo da derme com a
epiderme ou entdo entre os queratindcitos da camada basal da epiderme. Os melandcitos
sintetizam um pigmento castanho-escuro, a melanina. As células de Langerhans
encontram-se por toda a epiderme, entre os queratindcitos. Detetam antigénios, que
captam e apresentam aos linfocitos T locais, tendo por isso um importante papel nas
reaccOes imunoldgicas cutaneas. ¢?

As células de Merkel sdo mecano-receptores, responsaveis pela sensibilidade
tactil. Localizam-se na parte mais profunda da epiderme, encontrando-se apoiadas na
membrana basal. Este tipo de células é exclusivo da pele espessa, presente nas
superficies sujeitas a friccdo, por manipulacdo ou locomogdo, como € o caso da pele da
palma das méos e da planta dos pés. Abaixo da epiderme encontra-se a derme. A derme
¢ constituida por tecido conjuntivo, no qual se apoia a epiderme e é responsavel pela
unido entre a pele e o tecido celular subcutaneo (hipoderme). ¢?

Existem duas camadas distintas na derme: a camada papilar e a reticular. A
camada papilar é a mais superficial e apresenta uma organizagdo irregular, com
saliéncias, as papilas dérmicas. A principal funcdo das papilas dérmicas é aumentar a
superficie de contacto entre a derme e a epiderme, reforcando a sua ligacdo. Abaixo da
camada papilar localiza-se a camada reticular. Ambas as camadas s&o ricas em fibras
elasticas, responséveis pela elasticidade da pele. 2

Estdo presentes na derme varias estruturas derivadas da epiderme, como € o caso
dos foliculos pilosos e das glandulas sebaceas e salivares.

Internamente a derme encontra-se a hipoderme, ou tecido celular subcutaneo
que, embora ja ndo faca parte da pele, é fundamental na unido da derme aos 6rgdos
adjacentes e é responsavel pelo deslizamento da pele sobre as estruturas em que se
apoia. Outra funcao da hipoderme é a reserva de energia e protecdo contra o frio, como

resultado da riqueza em tecido adiposo. ¢?

11
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Figura 3: Constituicdo da pele @

Fatores que determinam a absorcéo cuténea

Para que haja absorcdo das substancias cosmetologicamente ativas, é necessario
que se verifiquem certas circunstancias especificas tanto biologicas como fisico-
quimicas, entre as quais podemos destacar as seguintes:

e Estado da pele

e Estado de hidratagcdo da camada cornea

e Caracteristicas fisico-quimicas das substancias cosmetologicamente ativas:
o Tamanho das moléculas
o Caracteristicas de lipossolubilidade (solubilidade dos corpos gordos)

12
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o Estado fisico
e Propriedade dos veiculos ou excipientes utilizados para a substancia especifica
ou cosmetologicamente ativa:
o Excipientes emulsionados
o Excipientes hidrossoltveis ou hidromisciveis
¢ Influencia dos tensioativos (baixa a tensdo superficial da agua)

e Influéncia do pH

Grau de Penetracao dos produtos topicos

Consoante a profundidade e os tecidos abrangidos podemos considerar 0s
seguintes niveis de penetracao:
e Epidérmica — meramente superficial, sem penetracao
e Endodérmica — penetracdo dérmica
e Diadérmica ou sistémica (emulsdes O/A — tensioativos) — penetracao

profunda, com possibilidade de atingir a circulacdo sanguinea.

1.3. Nanotecnologia

A nanotecnologia € a ciéncia de manipular atomos e moléculas em escala
nanomeétrica - 80.000 vezes menor do que a largura de um cabelo humano. O uso da
nanotecnologia tém-se desenvolvido através de varias correntes da ciéncia, da eletronica
a medicina e j& encontrou aplicacdes na area de cosméticos, adquirindo o nome de
nanocosméticos. Esta influéncia generalizada da nanotecnologia na industria de
cosméticos é devida as propriedades melhoradas obtidas pelas particulas a escala nano,
incluindo a cor, a transparéncia, a solubilidade. A principal caracteristica das
nanoparticulas € o seu pequeno tamanho. Este pode alterar as suas propriedades fisico-

quimicas quando comparadas com o0s seus homologos maiores, pode aumentar a

13
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absorcdo e a interagdo com os tecidos bioldgicos. Devido ao seu tamanho, as
nanoparticulas podem facilmente entrar na corrente sanguinea atraves da pele ou por
inalacdo e serem transportadas para os varios 6rgdos. Com doses mais elevadas e com
tempos de residéncia longos as nanoparticulas podem levar a disfuncdo de 6rgaos
vitais. A medida que o tamanho das particulas diminui, aumenta a sua area de superficie

0 que conduz a um aumento da reatividade das mesmas. 427,

1.3.1. O uso de nanomateriais na industria cosmética

A Industria Nanocosmética

Entre asvantagens da nanotecnologia aplicadaao setor, podem ser
destacadas uma maior estabilizacdo de substancias, uma melhor penetracdo de
ingredientes ativos na pele e no cabelo, a possibilidade de libertagdo controlada dos
ativos e a melhoria da eficacia e do sensorial dos produtos.

Nos ultimos anos, tem-se verificado o aumento significativo das publicacdes
cientificas e de patentes dedicadas a nanocosmética, e também por isso, tem-se
introduzido vérios produtos farmacéuticos e cosméticos com nanotecnologia aplicada
no mercado internacional e nacional. Entre o0s varios ativos em cosméticos
comercializados por essas empresas destacam-se as vitaminas e derivados, filtros
solares, anti-oxidantes, agentes hidratantes, ceramidas e antitranspirantes, veiculados

nas formas de cremes, géis, sprays e logdes. 42"
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Nanoemulsdes

As nanoemulsdes sdo também referidas na literatura como miniemulsdes,
emulsdes ultrafinas, micromulsfes instaveis, submicroemulsdes, e sdo uma classe de
emulsBes cujo tamanho de glébulos estd na escala nanométrica, particularmente em
torno de 20-500nm. Podem ter aparéncia translicida quando o tamanho de glébulo é
inferior a 200nm, ou leitosa quando o tamanho esta entre 200-500 nm.

Diferentes das microemulsfes que sdo sistemas termodinamicamente estaveis, as
nanoemulsdes sdo sistemas metastaveis, ou seja, estaveis por um longo periodo de
tempo. A inerente estabilidade das nanoemulsfes esta diretamente relacionada com a
preparacdo que confere estabilizacdo, quando se empregam tensioativos nao-idnicos
e/lou polimeros; e ao diminuto tamanho dos glébulos, cujo movimento browniano
diminui a atuacdo da forca da gravidade, prevenindo assim fendmenos de instabilidade.
(24-27,28)

Apesar de ja conhecidas, as nanoemulsdes sO recentemente atrairam a atencéo
dos fabricantes de cosméticos. Esse desinteresse pode ter ocorrido porque a preparagao
das nanoemulsBes, em muitos casos, exige a aplicacdo de técnicas especiais, como
homogeneizadores de alta pressdo e ultra-sons, estes equipamentos apenas recentemente
tornaram-se acessiveis. Além disso, as nanoemulsdes sdo mais caras de produzir porque
exigem equipamentos especializados. Havia também falta de conhecimento do
mecanismo de producdo de goticulas de dimensdes da ordem dos submicrémetros e do
papel dos tensioativos e co-tensioativos, que também colaboraram para deter o
desenvovimento das nanoemulsdes; aléem da falta de demonstracdo dos beneficios do
uso de nanoemulsGes, em comparagao com o0s sistemas classicos de macroemulsdes. Em
termos fundamentais, a dificuldade de conhecimento da quimica interfacial envolvida
na producdo das nanoemulsfes também retardou o progresso destas. Finalmente
havia o0 receio de enveredar por novos sistemas sem uma plena avaliacdo de
custo/beneficio, o que inibiu o uso de nanoemulsdes em aplicagdes de cuidado intimo.
Apesar dessas dificuldades, varias empresas lancaram nanoemulsdes no mercado e, nos
proximos anos, os beneficios poderdo ser avaliados. A aceitacdo das nanoemulses nos
cosmeticos depende da percecdo e da aceitagdo do consumidor. Com a chegada dos

novos instrumentos homogeneizadores de alta pressdo e com o0 aumento da concorréncia
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entre os fabricantes, o custo de producdo das nanoemulsdes devera cair, aproximando-se
do custo das tradicionais macroemulsdes.®*%"

As nanoemulsdes ndo se formam espontaneamente, sendo necessario
fornecimento de energia ao sistema. De acordo com a literatura, as nanoemulsdes
podem ser preparadas por métodos que envolvem alta ou baixa energia de
emulsificagéo. ¥

Os métodos que utilizam alta energia de emulsificacdo sdo baseados na geracéo
de energia mecanica através de alta tensdo de cisalhamento, como os homogeneizadores
de alta presséo, os microfluidizadores, ou pela utilizacdo de ultra-sons. A alta energia
mecanica imposta ao sistema gera forcas capazes de deformar e quebrar as goticulas da
fase interna em globulos menores. Estas técnicas permitem um melhor controlo da
granulometria e uma ampla escolha de constituintes.

Contudo os equipamentos sdo caros, 0 que requer um alto investimento por parte
das empresas, e torna limitada a viabilidade comercial destes processos. ¢®)

Os metodos que utilizam baixa energia de emulsificacdo fazem uso das
propriedades fisico-quimicas do sistema, e utilizam a inversdo espontanea da curvatura
do tensioativo para a obtencéo de glébulos de tamanho reduzido. ¥

Para os tensioativos ndo idnicos isto pode ser conseguido pela mudanca na
temperatura do sistema forcando uma transicdo de uma emulsdo A/O a altas
temperaturas para uma emulsdo O/A a baixas temperaturas (inversdao de fase
transicional). Durante o arrefecimento do sistema passa por um ponto de curvatura zero
e minima tensdo interfacial, o que predispde a formacdo de goticulas finamente
dispersas. Pela técnica de inversdo de fases pela temperatura s@o formadas emulsdes
com um tamanho de particula muito pequeno que apresentam uma Otima estabilidade.
(28)

Além da temperatura, pardmetros como a concentracdo de eletrdlitos ou
mudancas no valor de pH podem interferir na afinidade do tensioativo pela fase aquosa
ou pela oleosa. Outro importante fator a ser considerado é o grau de etoxilacdo dos
tensioativos ndo idnicos, pois quanto maior for o grau de etoxiliagdo (e
consequentemente elevados valores de EHL), maior sera a temperatura de inversdo de
fases. ?®

A transicdo espontanea no raio da curvatura também pode ser obtida alterando a
fracdo volumétrica, através de um metodo conhecido como EPI (Emulsion Phase

Inversion). Aqui, através da adicdo de agua na fase oleosa, formam-se glébulos de 4gua
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nesta fase continua (microemulsdo bicontinua A/O). Aumentando o volume da fragdo de
agua ocorre uma mudanca espontanea na curvatura das moléculas de tensioativo
(inversdo de fases catastrdfica) causando inversdo de emulsdo A/O para O/A. Este
método de emulsificacdo ocorre a uma temperatura constante, sem a necessidade de

aquecimento da amostra a uma determinada temperatura. ¢®

1.4. Vantagens da nanocosmética aplicada a psoriase

Estudos cientificos tém mostrado que as nanoparticulas podem penetrar na pele,
especialmente se a pele estiver fragil, ¢ uma via direta para a penetracao de particulas de
tamanho maximo até 7000 nm. A presenca de eczema, acne e de feridas podem
aumentar a absorcdo de nanoparticulas na corrente sanguinea e podem levar a outras
complicagdes. Um estudo preliminar constatou que a penetracdo de nanoparticulas era
mais profunda na pele afetada pela psoriase do que na pele ndo afetada. Recentemente,
0s suportes de base estdo a ser modificados de modo a aumentar a penetracdo da pele,
incorporando certos promotores de penetracdo tanto fisica como quimica, e também
através da preparacdo de novos sistemas vesiculares com penetracdo da pele crescente,
como os ethosomes e os transferosomes. ¢®)

Com a reducdo do tamanho das particulas a escala nanométrica, varias vantagens
sdo obtidas na forma cosmética, como por exemplo:

e E o sistema preferencial para libertacio eficiente dos ativos na pele, pois possui
uma area superficial grande permitindo rapida absorcéo; ¢®
e O diminuto tamanho dos globulos, associado ao movimento browniano
caracteristico, diminui a atuacdo da forca da gravidade, evitando processos de
instabilidade como a sedimentacéo e a creaming;®®
e Ao contrario das microemulsfes que requerem concentracdo de tensioativo
geralmente superior a 20%, as nanoemulsbes podem ser obtidas usando
concentracdes na faixa de 3,0-10,09%. %
e O pequeno tamanho dos glébulos das nanoemulsfes garante uma aplicacédo

topica e uma distribuicéo uniforme do produto sobre a pele. @
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e O pequeno tamanho dos globulos permite ainda a penetracdo das nanoemulsdes

através de rugosidades da superficie da pele facilitando a penetracdo de ativos.
(28)

1.5. Produtos Naturais

Os avancos das pesquisas em biotecnologia e as transformacfes recentes no
perfil dos mercados de consumo tém propiciado novas oportunidades para diversos
segmentos industriais contemporaneos e uma das inovacOes representativas desses
processos esta associada ao desenvolvimento de produtos cosméticos derivados de
ativos naturais da biodiversidade. =¥

Os modernos métodos de isolamento e de elucidagdo estrutural tém vindo
identificar cada vez mais o0s constituintes das plantas. Quando estes estudos séo
acompanhados de testes capazes de colocar em evidéncia as respetivas acoes
farmacoldgicas, pode relacionar-se, para um dado composto ou para um dado extrato, a
sua respetiva atividade bioldgica. Este tem sido o caminho usado pela industria
farmacéutica quando pretende obter um constituinte ativo de uma planta ja usada na

terapéutica, com vista a poder transformar esse constituinte em medicamentos. ¢V
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1.5.1. Oleos essenciais e suas atividades bioldgicas

Os 0leos essenciais devem a sua atividade bioldgica particularmente a natureza
quimica e percentagem dos seus constituintes. Este fato explica e contribui para
diversos tipos de utilizacdo. Na farmécia e na industria farmacéutica muitos dleos
essenciais vdo ser usados como medicamentos, tanto para uso interno como para uso
externo, ou incluidos como corretores do aroma e do sabor em medicamentos.
Efetivamente, produtos medicamentosos contendo 6leos essenciais sdo0 empregues nos
cuidados primarios de saude, ou diretamente na aromaterapia.

Muitas atividades bioldgicas dos 6leos essenciais decorrem da sua interacdo com
funcGes e mecanismos da fisiologia humana (ou animal). Algumas dessas atividades
fundamentam utilizacBes com fins medicinais, quer por administracdo direta de 6leos
essenciais, quer pela sua inclusdo em formulagGes medicamentosas, e , por isso,
usualmente designadas como atividades farmacologicas. Em rigor, sdo acOes
farmacodindmicas uma vez que, apesar de conhecida a biodisponibilidade e a
farmacocinética de muitos terpenos volateis, ndo é possivel falar destes parametros, pois
nos O6leos essenciais estamos em presenca de misturas complexas de indumeros

constituintes. ¢V

Atividades bioldgicas:

e Atividade antimicrobiana e antifungica
e Atividade sobe o aparelho digestivo

e Atividade sobre o aparelho respiratorio
e Atividade analgésica e anti-inflamatoria
e Atividade rubefaciente e analgeésica

e Atividade protetora e regeneradora da pele
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1.5.2. Plantas medicinais utilizadas na Psoriase

O estudo de plantas medicinais vem sendo um dos melhores caminhos para a

descoberta de novos produtos. Para o tratamento da psoriase existem cada vez mais

estudos de plantas

medicinais a

serem

utilizadas

em aplicacédo

topica.

Na Tabela 1, apresentam-se alguns exemplos de plantas medicinais cujo estudo

para aplicacdo topica na psoriase € bastante recente e promissor.

Tabela 1. Plantas medicinais utilizadas na Psoriase.

. Principios Parte da Acéo Forma
Planta medicinal _ . o
ativos planta | farmacologica | Farmacéutica
: - Folhas Analgésica, Creme
o ) Triterpendides )
Wrightia tinctoria R.Br . anti-
Flavonoides ) . Is3
Casca | inflamatoria Emulsao
) o Anti-
Capsicum frutescens L. Capsaicina Fruto ) . Creme
inflamatoria
_ Acido ] Anti- Creme ou
Glycyrrhiza glabra L. L Raiz ) o y
glicirretinico inflamatdria maceracao
_ _ _ Oleo Anti- Emulsao
Vanillosmopis arborea Baker a-Bisabolol ) ) .
essencial | inflamatoria
Creme
Polygonum tinctorium Ait.
Isatistinctoria L.
Alcaloides bis- ’
Indigofera tinctoria L. indolicos Anti- Pomada
o Folhas _ . (Indigo
. Indigotina e inflamatoria )
Strobilanthes formosanus o naturalis)
Indirubina

S.Moore
Baphicacanthus cusia (Nees)

Bremek.
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Para além das plantas mencionadas, Calendula officinalis L., Copaifera
reticulata Duncke e Matricaria recutita L. ttm um grande potencial para o tratamento
da psoriase. A morfologia das trés Ultimas plantas mencionadas, bem como as suas
propriedades farmacoldgicas e partes utilizadas estdo descritas nas secgdes seguintes.

1.5.3. Calendula officinalis L.

Calendula officinalis L., da familia das Asteradceas (Compostas), nativa de
Europa Meridional e do Egito, é muito cultivada nas zonas temperadas de todo 0 mundo
e como tal surgem, por vezes, subespontaneas nos Acores e frequentemente em Portugal
Continental. E conhecida também por boas-noites, caléndula, caléndula-hortense,
maravilhas-bastardas e maravilhas-dos-jardins.

A Farmacopeia Portuguesa indica como parte da planta utilizada as flores
inteiramente abertas, separadas do receptaculo e secas, inteiras ou cortadas, das formas
cultivadas, dobradas de C. officinalis V. Os Capitulos florais secos contém varios
terpendides, entre os quais saponésidos de nucleo triterpénico (2-10%) e alcoois
triterpénicos, flavondides (quercetina, isoquercetina e rutina), hidroxicumarinas
(escopoletina, umbeliferona e esculetina), 0,2% de Oleo essencial (mono e
sequiterpenos) e polissacaridos hidrossoliveis (15%). Além dos capitulos florais, as
folhas também apresentam carotendides e lipidos. Os triterpendides apresentam acao

anti-inflamatdria e anti-edematosa. ¢?

1.5.4. Copaifera reticulata Duncke

O 6leo de Copaiba e uma 6leo-resina que se forma e acumula em canais e bolsas

no tronco de muitas espécies do genero Copaifera (Copaifera officinalis L., C.

langsdorffii Desf., C. reticulata Duncke, C. guyanensis Desf. e outras), da familia das

Fabaceas (Leguminosas), espécies arbdreas muito parecidas e que ocorrem no Brasil,
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Venezuela, Guianas e Colémbia. E, no entanto, na Amazénia que estas espécies
encontram o melhor habitat, sendo o Brasil, um dos maiores produtores.

O balsamo, também designado vulgarmente por copaiba, copaiba-verdadeira,
balsamo-da-amazonia, 6leo de copaiba, é obtido artesanalmente & custa de furos no
tronco e recolhido a custa de tubos, orificios que depois sdo fechados utilizando um
pedaco de madeira. Presentemente, também € obtido como subproduto da inddstria
madeireira ao ser aproveitado o 6leo que escoa durante a serragem da madeira destas
arvores. O 6leo, depois de filtrado é de coloracdo amarelo-péalida a pardo-esverdeada,
sabor amargo ¢ odor balsamico. A parte volatil possui B-cariofileno (50 a 52%), outros
sesquiterpenos (principalmente o-humuleno, B-clemento, B-selineno e muuroleno) e
monoterpenos (a-pineno); na parte fixa, a resina, predominam os acidos diterpénicos,
dos quais o existente em maior quantidade ¢ o copalico.

Varios dos compostos ja isolados ou detetados nos 6leos de copaiba ja tiveram
propriedades farmacoldgicas, descritas na literatura. Entre os sesquiterpenos, algumas
propriedades como anti-Ulcera, anti-viral e anti-rinovirus sdo descritas para o ar-
curcumeno e o B-bisaboleno, este ultimo também descrito como abortivo. O bisabolol €
conhecido por conferir as propriedades anti-inflamatdria e analgésica, o p-elemeno é
descrito como anticancer (cérvico) e cariofileno e &-cadineno como anti-cariogénicos,
sendo este Gltimo também bactericida (CMI 800 ug/ml).

Entre estes, entretanto, os que foram mais estudados e se mostraram ativos num
maior nimero de ensaios foram o cariofileno e seu éxido. O cariofileno é descrito na
literatura como: anti-edémico, fagorrepelente, anti-inflamatério (Clso=100 pM),
antitumoral, bactericida, insetifugo e anti-alérgico. Algumas destas atividades sdo
também conferidas ao 6xido, além de inseticida. O acido caurendico (D2) € descrito na
literatura como tripanossomicida, atividade conferida também a 6leos de copaiba que
n&o contém este diterpeno. %

E utilizado como anti-inflamatério, anti-séptico em feridas, eczemas, na psoriase
e urticaria, anti-inflamatorio das vias urinarias, em afeccGes pulmonares (tosses e
bronquites, gripes e resfriados), cicatrizante de pequenas irritacbes do couro cabeludo,
antiasmatico, expectorante, na pneumonia, sinusite, disenteria, incontinéncia urinaria,
cistite e leucorréia, como analgésico, antitlcera, e como antitumoral. O 6leo de copaiba

é utilizado também pelas industrias de cosméticos e de vernizes como agente fixador.
(43)
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1.5.5. Matricaria recutita L.

A camomila vulgar [Matricaria recutita L. Sin. M. chamomilla L. Sin.
Chamomilla recutita (L.) Rauschert], da familia das Asteraceas (Compostas), também é
conhecida por camomila, camomila-alema, camomila-dos-alemaes, macela, macela-
vulgar, mancanilha, marcela, margaca-das-boticas e matricaria, com origem na Europa
mediterranica e Médio Oriente.

A Farmacopeia Portuguesa inscreve o 0leo essencial de camomila definindo-o
como um Aleo essencial azul, obtido por arrastamento com vapor de &gua, a partir dos
capitulos ou das sumidades floridas, recentes ou secos.

No 6leo essencial predominam os sesquiterpenos (de 55 a 70%) com farnesenos,
azulenos (camazuleno e guaiazuleno), a-bisabolol, éxidos de bisabolol e de bisabolona,
0s espiroéteres (cis- e trans-enin-bicicloéteres), espatulol, monoterpenos, lactonas
sesquiterpénicas (matricina, matricarina), que durante o processo da destilacdo se
transformam em azulenos.

Tanto o a-bisabolol como o camazuleno contribuem primariamente para a
actividade anti-inflamatéria, ao inibir a sintese de leucotrienos, assim como a
peroxidacao lipidica.

O dleo essencial possui, também, efeitos suavizantes, calmantes e antisséticos,
Uteis na despigmentacdo de manchas senis, feridas pequenas, queimaduras e picadas de

insetos, e em pele seca, psoriase e acne. %

1.5.6. Vitamina E

A vitamina E € um conjunto de moléculas com atividade bioldgica e encontra-se
sob a forma de tocoferdis e tocotriendis. E uma vitamina lipossolivel, com uma
importante funcdo antioxidante. E um potente sequestrador dos radicais peroxilo,
prevenindo a peroxidacdo lipidica dos &cidos gordos polinsaturados da camada
fosfolipidica das membranas bioldgicas e das lipoproteinas plasmaticas.

As principais fontes de vitamina E sdo os 0leos vegetais, 0s gréos de cereais
integrais, nozes, frutos, vegetais e algumas carnes. A vitamina E esta presente, entre
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outros locais, na pele. Tal como acontece com os carotendides, a vitamina E é secretada
pelas glandulas sebaceas. Consequentemente, os locais de maior producdo de sebo vao
ter maior concentracdo de vitamina E. A presenca de vitamina E no sebo vai proteger o0s

lipidos cutaneos da acéo dos radicais livres. ®?

Sé&o reconhecidas a vitamina E propriedades fotoprotetoras, ndo sé devido a sua

acéo antioxidante como também a sua capacidade de absorcéo da radiacéo UV. ¢?
Assim sendo:

e Funcionam como antioxidante (sobretudo a isoforma o —tocoferol)
e Captam radicais livres

e Inibem a peroxidacao lipidica cutanea

e Melhoram a microcirculagdo cutanea

e Aliviam a acalmam a irritacdo pelo sol

e Aumentam eficiéncia de protetores solares
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1.6. Objetivos

Compreender a patologia da psoriase bem como todos os fatores que contribuem

para o seu aparecimento.

e Avaliar a potencialidade dos produtos naturais benéficos para a psoriase.

e Avaliar o melhor método para a obtencdo de uma nanoemulsao.

e Avaliar os fatores que influenciam a estabilidade da nanoemulséo.

e Desenvolvimento e investigacdo de formulacdes teoricas.

e Desenvolvimento da nanoemulsdo através de produtos naturais aplicados a

psoriase.

e Auvaliagdo da estabilidade das nanoemulsdes.

O trabalho foi desenvolvido na Industria Farmacéutica Labialfarma, Empresa
Farmacéutica vocacionada para o desenvolvimento e fabrico de produtos e formas
farmacéuticas inovadoras. E uma empresa que fabrica exclusivamente para Terceiros; o
tipo de servico prestado varia de acordo com a especificidade do produto e do cliente;
fabrica medicamentos, suplementos alimentares, dispositivos médicos, nutracéuticos,

cosméticos e biocidas.
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I1. Material e Métodos

2.1. Materiais

2.1.1. Fase oleosa

A fase oleosa utilizada foi o 6leo de copaiba (Copaifera reticulata Duncke) e o
Oleo de caléndula (Calendula officinalis L.). Nesta fase também estdo incluidas a
esséncia de camomila (Matricaria recutita L.) e a vitamina E, fornecidos pela empresa

Labialfarma (Laboratério de produtos Farmacéuticos e Nutracéuticos).

2.1.2. Tensioativo

Como tensioativo foi utilizado o Tween 80 Sorbitano, mono-(92)-9-
octadecenoato, poli (oxi-1,2-etanodiilo), com EHL 15, fornecido pela empresa
Labialfarma (Laboratério de produtos Farmacéuticos e Nutracéuticos).

2.1.3. Fase aquosa

A fase aquosa utilizada foi &gua purificada fornecida pela Empresa Labialfarma
(Laboratoério de produtos Farmacéuticos e Nutracéuticos), que teve um tratamento por
membranas de osmose inversa e posteriormente um tratamento final com leitos de troca

ionica e lampada UV.

2.1.4. Solucdes controlo do espetrofotometro de correlacéo fotdnica

Solugdes controlo: PCS control L50, L100, L200, L300, L500.
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2.2. Métodos

2.2.1. Obtencao das nanoemulsbes

Nanoemulsdes sdo sistemas dispersos constituidos por duas fases imisciveis
(oleosa e aquosa), onde a fase dispersa ou interna é finamente dividida e distribuida
noutra fase continua ou externa. Existem emulsdes do tipo 6leo em agua (O/A: fase
externa aquosa) e agua em Oleo (A/O: fase externa oleosa) (Figura 4).

Ermuls3io O

E=stagio inicial E stagio intermediarnio
Fases separadas Coexisténcia das

faces

A RRRLE L]

Ermuls3o &

n
[m}

Determinacio

emulsdo A/D emulsdo 0/A

Figura 4- Emulsio O/A
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A estabilidade da emulsdo é garantida com o uso de agentes emulsificantes,

geralmente substancias tensioativas. ¢

As quantidades utilizadas nas nanoemulsdes estdo descritas na (Tabela 2).

Tabela 2. Quantidade dos componentes utilizados nas Nanoemulsdes

Fase
Formulas Fase oleosa Tensioativo % 0eA
aquosa
Oleode | Oleode | Essénciade | Vitamina Agua % Oleo
. . ] Tween 80 o ;
Copaiba | Caléndula | Camomila E Purificada | %Agua
Formula 0:9,9%
9,9% --- --- 5,0% 85,0%

1 A:85,0%
Formula 0:6,7%
4.7% 2,0% --- -—- 8,0% 85,3%

2 A:85,3%
Formula 0:15,0%
9,9% 5,0% --- 0,1% 8,0% 77,0%

3 A:77,0%
Formula 0:15,0%
9,9% 4,8% 0,2% 0,1% 10,0% 75,0%

4 A:75,0%
Formula 6.7 3,000 8.00¢ 80.0% 0:12,0%
N0 ,0% 0 0 ,0% ,0%

5 0.2% 0,1% A:80,0%
Férmula 0:7,0%
4.7% 2,0% 0 0 8,0% 85,0%

6 0,2% 0,1% A85%
Formula 6.70 200 0 85 09 0:10,0%
1% ,0% 0 0 5,0% 5,0%
7 0,2% 0,1% A:95.0%
Formula 5,0% 2,0% 8,09 84,7% 0:7,3%
W70 ,U70 0 0 ,U70 (0
8 0,2% 0,1% A:84.7%

O método utilizado na realizacdo das nanoemulsdes foi 0 de alta energia de

emulsificagéo.

A fase aquosa e a fase oleosa foram aquecidas separadamente até

aproximadamente 63°C. O tensioativo foi previamente aquecido e adicionado a fase

oleosa. Quando ambas as fases atingiram a mesma temperatura, a fase oleosa foi

adicionada a fase aquosa.

28




Nanocosmética a base de produtos naturais aplicada a psoriase | 2012/2013

Para promover a emulsificacdo utilizou-se o IKA®T25 Digital Ultra-Turrax®
com rotagéo entre os 13.000 rpm e os 14.000 rpm.

Durante a execuc¢do da nanoemulsdo, foi avaliada a temperatura desta, até atingir
0s 45°C; o tempo que cada nanoemulsdo demorou a atingir os 45°C foi idéntico, néo
sendo por isso um fator critico para o desenvolvimento. Aos 45°C, colocou-se a
nanoemulsdo nos ultra-sons para promover o arrefecimento da mesma através da
reducdo progressiva do didmetro de goticula. Aos 25°C a nanoemulsdo foi retirada do
aparelho de ultra-sons para assim serem avaliados todos os parametros nomeadamente,
caracteristicas organoléticas, pH, viscosidade, e serem realizados todos os estudos de
estabilidade.

A utilizacdo de diferentes percentagens nas formulacGes visou verificar a
estabilidade das mesmas, variando a quantidade da fase oleosa, fase aquosa e
tensioativo. Foi realizado um estudo prévio das quantidades adequadas para os 0leos
/tensioativo em estudo, sendo assim a tentativa-erro menor.

Para verificar o comportamento do 6leo de copaiba, a primeira formulacao
continha apenas, na fase oleosa, 6leo de copaiba, com quantidade minima de tensioativo
e quantidade de agua suficiente para perfazer o volume.

Com o objetivo de aumentar o poder anti-inflamatério da nanoemuls&o, o dleo
de caléndula foi utilizado nas formulagbes seguintes, bem como a vitamina E
(antioxidante). As concentracdes utilizadas de tensioativo variaram nestas formulacdes
entre 0s 8,0% e os 10,0% consoante as percentagens da fase oleosa.

Para reforcar o poder anti-inflamatério, foi utilizada a esséncia de camomila a
partir da formulacéo 4.

Apbds a realizacdo da formulacdo 4, com 10% de tensioativo, o objetivo das
formulacBes seguintes foi testar a quantidade de tensioativo, a 5% e a 8%, para
identificar possiveis diferencas organoléticas e posteriores alteracdes de tamanho de
goticula. Assim sendo, todas as formulacGes tém percentagens diferentes de
componentes com o intuito de avaliar todos os parametros envolvidos. Como 0 minimo
e 0 maximo das concentracbes de cada componente foi estudado previamente, as
variagOes das percentagens ndo sdo drasticas, facilitando assim o desenvolvimento das

nanoemulsdes bem como a interpretacdo dos resultados.
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2.2.2 Caracterizacao das amostras

2.2.2.1. Determinacéo do pH

O pH foi analisado por leitura direta no potenciometro Methohm 691 pHMeter,

previamente calibrado com tampao pH 4,0 e 7,0.

2.2.2.2. Medidor de nanoparticulas

N5 Submicron Particle Size Analyzer (Espetrofotdmetro de correlacdo fotdnica).
O N5 determina o tamanho das particulas por medicdo da taxa de difuséo das particulas
através de um fluido. A taxa de difusdo depende de 3 fatores: da temperatura do fluido,
da viscosidade do fluido e do tamanho de particula. Se a temperatura e a viscosidade
forem conhecidas, o tamanho de particula pode ser determinado. Os principios de

medic&o s&0 o movimento browniano e a espectroscopia de correlacdo de fotdes. ©°
Procedimento:

a. Ligar o espetrofotometro de correlagdo fotdnica cerca de 30 minutos antes da

realizacdo da determinacéo.

b. Antes de iniciar a determinacdo do tamanho de particula da amostra, efetuar o
procedimento descrito de seguida, a fim de testar a operagdo do aparelho. Este
controlo é realizado recorrendo a uma solucdo controlo adequada (PCS control
L50, L100, L200, L300 ou L500).

b.a. Selecionar a solugéo controlo mais adequada, consoante a gama de tamanho
de particula teoricamente prevista para a solugdo amostra (formulacéo a estudar).
b.b. Para diluir a solugéo controlo selecionada, colocar duas gotas* de solucdo
controlo num baldo volumétrico de 25 ml e aferir com &gua purificada. Fechar o

baldo e agitar para homogeneizar.

*Nao é necessaria uma quantidade exata, uma vez que a intensidade da solugéo sera verificada em b.d.
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b.c. Transferir cerca de 10 ml de solucdo controlo diluida para uma seringa e
acoplar a sua extremidade um filtro de 0,2 um. Fazer passar a solugdo pelo filtro,
transferindo a solugéo controlo filtrada para a cuvete.
b.d. Efetuar, no software do aparelho, a verificagdo da intensidade da solucao
controlo, observando se esta se encontra dentro dos limites especificados no
software.
b.d.a. Caso a intensidade verificada seja menor que a especificada,
proceder a preparacdo de uma solugdo controlo mais concentrada, até se
obter uma intensidade dentro dos limites especificados.
b.d.b. Caso a intensidade verificada seja maior que a especificada,
proceder a preparacdo de uma solucdo controlo menos concentrada, até
se obter uma intensidade dentro dos limites especificados.
b.e. Verificada a intensidade da solugdo controlo, fixar os valores dos
parametros especificados pelo fabricante para a solucdo controlo utilizada e
fazer correr a solucéo controlo.
b.f. Obtidos os resultados, averiguar se estes estdo de acordo com os limites
referidos nas instrucgdes do fabricante.
b.f.a. Se o erro de linha de base for maior que 0,1% repetir a corrida da
solucdo controlo.
b.f.b. Se apds 3 corridas o erro de linha de base ainda for superior a 0,1%

preparar uma nova amostra com solugéo controlo.

c. Retirar a cuvete do espetrofotometro e proceder a sua lavagem.
c.a. Proceder a diluicdo da formulacdo em estudo e realizar 0s passos

anteriormente explicados.

Movimento browniano

O movimento provocado pela agitacdo térmica, ou seja, a colisdo aleatoria de
particulas em solu¢do com moléculas de solvente, é chamado de movimento browniano.

Essas colisdes originam um movimento aleatorio que leva a que as particulas
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suspensas se difundam através da solucdo. Para uma solugcdo com uma dada
viscosidade, a uma temperatura constante, a taxa de difusdo ou o coeficiente de difuséo
(D) é inversamente proporcional ao tamanho de particula, de acordo com a equacéo de
Stokes-Einstein ®°:

_ KBT
B 3D

KB= Constante Boltzmann (1,38 x 10*° erg/°K)
T= Temperatura (°K)
n = Viscosidade do diluente (poise)

d = Didmetro esférico equivalente (cm)

Espectroscopia de correlacdo de fotbes (ECF)

As particulas que sdo submetidas a movimento browniano sdo detetadas e
analisadas iluminando as particulas com um laser e medindo a luz dispersa com um
tubo fotomultiplicador (TFM). A luz difundida pelas particulas em qualquer instante é
acumulada e forma um padrdo de interferéncia. A intensidade de luz detetada pelo TFM
depende deste padrdo de interferéncia, o qual por sua vez depende do padrdo das
particulas no feixe laser. Como as particulas se movimentam aleatoriamente através da
solugéo, as suas posi¢des em relacdo a uma alteracdo causam um padréo de interferéncia

em constante alteracdo e também variacéo da intensidade da luz no detetor. ©¢®
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Analise de dados

O N5 oferece duas formas de andlise de dados: unimodal e SDP (Size
Distribution Processor). Uma vez que um ACF (Autocorretlation Function) é
calculado, pode ser analisado para se obter o tamanho de particula ponderada em
intensidade média e desvio padrdo por analise unimodal, ou a distribuicdo do tamanho
de particula por meio de analise de SDP. A analise pode apresentar resultados em

termos do tamanho de particulas ou do peso molecular. ©°

Especificacdes Técnicas N5 ©®

Tecnologia: Espetroscopia de correlacdo de fotdes

Preparagdo da amostra: Suspenséo de liquido, solventes aquosos ou organicos
Extensdo global da analise: 0,003 micrémetros a 3 micrémetros

Modos de analise: Unimodal

Resolucdo: 31 caixas de tamanho

Reprodutibilidade: Normalmente melhor que 3% CV (amostra dependente)
Fonte de luz: 25mW de Laser Hélio -Néon (632,8 nm)

Sistema de detecdo: 6 fibras oOpticas localizadas nos seguintes angulos

geométricos: 14,9°, 20,6°, 30,4°, 40,2°, 50,4° e 90° - selecionaveis pelo utilizador.

2.2.3. Analise das variaveis envolvidas na obtencao das nanoemulsdes

2.2.3.1. Temperatura de emulsificacio

A temperatura de emulsificacdo utilizada foi entre os 62°C e 0s 65°C, sendo esta
a gama de temperaturas recomendada na literatura por ser a mais estavel, e a que levou
a melhores resultados em varias dissertacdes desenvolvidas na area da nanocosmética,

utilizando o método de alta energia de emulsificagéo.
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2.2.3.3. Influéncia da velocidade de agitacédo sobre o tamanho dos
glébulos

As nanoemulsdes foram preparadas a uma velocidade de agitacdo constante de
14.000 rpm. Antes de iniciar a preparacdo das nanoemulsdes, foi realizado um estudo
prévio da literatura existente, com a finalidade de obter os melhores resultados sem se
ter de fazer varios testes de velocidades. Como tal, ap0s pesquisa bibliografica
intensiva, concluiu-se que os melhores resultados foram obtidos com velocidades entre
0s 13.000 e os 14.000 rpm, para 0 método escolhido (alta energia de emulsificacdo) e
para a fase oleosa em estudo.

2.2.3.4. Quantidade de tensioativo utilizado

Foram preparadas formulagcdes com 5,0; 8,0 e 10% (p/p) de tensioativo. As
amostras foram submetidas a andlise macroscépica apds vinte e quatro horas da

manipulacao.

2.2.4. Testes de estabilidade

Fatores que influenciam a estabilidade da nanoemulsdo

As suspensdes coloidais normalmente ndo possuem tendéncia a separacdo de
fases, até alguns meses apds a preparacao, pois o processo de sedimentagdo é lento para
particulas submicrométricas, sendo minimizado pelo movimento browniano. No
entanto, com o passar do tempo, pode ocorrer a aglomeragdo das particulas e,
consequentemente, o creaming. Varios fatores influenciam a estabilidade das
suspensdes coloidais como, por exemplo, a adsorcdo de moléculas ativas a superficie

das nanoparticulas e a presenca de tensioativos adsorvidos. Alem disso, a avaliacdo da
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estabilidade quimica dos polimeros formadores dos coldides, sob diferentes condi¢des
de armazenamento, é de fundamental importancia. O tamanho de particula, o potencial
zeta, a distribuicdo da massa molar do polimero, o teor de farmaco e o pH sdo
geralmente os parametros fisico-quimicos que podem ser utilizados para monitorar a
estabilidade das suspensdes coloidais poliméricas. A aplicabilidade industrial de
nanoparticulas dispersas em meio aquoso pode ser limitada, devido aos problemas de
baixa estabilidade fisico-quimica, em periodos de armazenamento prolongados. As
principais limitacfes sdo a agregacgdo das particulas, a estabilidade quimica do polimero,
do farmaco ou de outras matérias-primas e, ainda, a libertacdo prematura da substancia
ativa, ")

e Floculacdo: As goticulas aderem umas as outras formando agregados que se
comportam como se fossem goticulas maiores;

e Creaming: Os 6leos, ao terem uma densidade inferior a da dgua, podem subir a
superficie formando uma “nata” superficial (as goticulas podem ndo coalescer);

e Quebra: Quando combinados, os fendmenos de coalescéncia e de “creaming”
podem originar a “quebra” da emulsdo (regeneracdo das duas fases imisciveis);

e Ostwald ripening: Este processo ocorre em nanoemulsdes polidispersas devido a
diferenca de solubilidade entre s diversos tamanhos de glébulos, que ocasiona a
migracdo de glébulos pequenos para o interior dos grandes glébulos,
aumentando a granulometria do sistema, e por final a separacéo de fases;

e Determinacéo do valor de pH;

e Viscosidade da nanoemulséo;

e Temperatura utilizada para a preparacao da nanoemulsao;

e Agitacdo utilizada para a preparacédo da nanoemulsao.

2.2.4.1. Avaliacdo macroscopica

A avaliagdo macroscopica foi realizada logo apos a execucdo da amostra.
Em todos os testes de estabilidade, foram analisados fatores como: separagéo de
fases, creaming e diferenca de cor. Para caracterizar as amostras utilizou-se a seguinte

nomenclatura;

35



Nanocosmética a base de produtos naturais aplicada a psoriase | 2012/2013

N: Normal; CS: Creaming Simples; Cl: Creaming intenso; SF: Separacgéo de Fases; AC:
Alteracédo de Cor

2.2.4.2. Avaliagdo microscopica

Para avaliar microscopicamente a amostra foi colocada uma gota de cada
formulacdo na lamina de vidro e de seguida coberta por uma lamela. A amostra foi
analisada no microscopio Olympus Bx-40. Foram analisados aspetos como
homogeneidade da dispersdo e caracteristicas organoléticas, de modo a identificar
possiveis processos de instabilidade como creaming e/ou separagdo de fases.

2.2.4.3. Stresse térmico

Foram colocadas 5,0 g de cada formulagdo em tubos de ensaio de vidro e
submetidas ao aquecimento em banho-maria (VWR — Ultrassonic Cleaner) na faixa de
temperatura de 40°+2°C a 80°£2°C. A cada 30 min foi aumentada a temperatura 5°C. As
nanoemulsdes foram macroscopicamente analisadas quanto a ocorréncia de creaming e

separacdo de fases, apds cada aumento de temperatura.

2.2.4.4. Teste de centrifugacdo

As formulacgdes desenvolvidas foram submetidas ao teste de centrifugacdo. Este
teste fornece informacdo antecipada de instabilidade do sistema tais como grau de
floculacéo, sendo que esta pode progredir para a coalescéncia. Foram colocados 5,0 g de
cada formulacdo num frasco de vidro, a 3.000 rpm durante 30 min na centrifugadora

(Digicen, marca Orto Alresa), a temperatura ambiente.
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As amostras foram analisadas macroscopicamente quanto & formacdo de

separacao de fases e creaming.

2.2.4.5. Teste de estabilidade acelerada

As nanoemulsdes que passaram nos testes referidos anteriormente foram
colocadas em camaras de estabilidade (Fitoclima S600 e D1200), acondicionadas em
frascos de vidro e submetidas a temperatura e humidade T: 25°C + 2°C; H: 60% + 5% e
T: 40°C + 2°C; H: 75% + 5%, durante 30 dias. As analises foram realizadas nos tempos,
10, 20 e 30 dias. Os parametros analisados foram: separacdo de fase, creaming, pH e

tamanho de particula.
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I11. Resultados e discussao

3.1. Obtencéo das nanoemulsdes

O método de alta energia de emulsificacdo é um método eficiente na preparacao
de nanoemulsdes O/A, embora seja mais dificil de conseguir bons resultados do que
com o método de baixa energia.

As formulagdes foram avaliadas quanto as caracteristicas organoléticas apos
vinte e quatro horas de execu¢do, bem como quanto & homogeneidade dos glébulos.

Todas as formulagGes apresentavam boas caracteristicas, tendo-se entdo

prosseguindo para a realizacdo dos testes de estabilidade (Figura 5).

Amostra 1

Amostra 2

Figura 5. Nanoemulsdes desenvolvidas
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3.2. Avaliacgao das variaveis que influenciam as caracteristicas das amostras

3.2.1. Avaliacao e influéncia do pH nas formulagdes

O acompanhamento do valor do pH € importante para determinar a estabilidade
das emulsd@es, porque as alteracdes de pH indicam a ocorréncia de rea¢des quimicas que
podem comprometer a qualidade do produto final.

As formulacGes destinadas ao uso topico devem possuir valores de pH proximos
aos da pele (4,0 e 7,0), a fim de evitar alteragdes fisiologicas que possam comprometer a
sua integridade. ®®

Sendo o pH da pele, um valor de referéncia, os resultados obtidos em todas as
formulacBes estdo dentro das especificacdes (Tabela 3), sendo o valor mais baixo
(4,31) o da formula 2 que contém 4,7% de 6leo de Copaiba, 2% de 6leo de Caléndula,
8,0% de tensioativo e 85,3% de &gua purificada. O valor mais alto de pH (5,80)
corresponde a formulacdo 3 que contém 9,9% de 6leo de Copaiba, 5,0% de dleo de

Caléndula, 0,1 % de vitamina E, 8,0% de tensioativo e 77,0% de agua purificada.

Tabela 3. Avaliacdo do pH ap6s 24h de manipulagao.

Formulacdes pH
Formula 1 4,66
Formula 2 4,31
Formula 3 5,80
Formula 4 5,70
Formula 5 5,39
Formula 6 5,55
Formula 7 5,28
Formula 8 5,56

O pH das nanoemulsdes colocadas em estabilidade foi medido 10 dias ap0s esse
processo e, até a data, ndo foram detetadas diferencas significativas. No entanto, a

avaliacdo do pH apos 10, 20 e 30 dias, podera permitir tirar conclusGes mais plausiveis.
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3.2.2. Avaliagdo do tamanho de particula nas formulagdes

O tamanho de particula foi avaliado no N5 Submicron Particle Size Analyzer
(Espetrofotémetro de correlacdo fotonica), que determina o tamanho das particulas por
medicao da taxa de difusdo das particulas através de um fluido.

A granulometria € um pardmetro importante na avaliagdo de sistemas
nanoemulsionados, devido ao fato do tamanho das particulas ser o principal fator
responsavel pelo efeito promotor da permeacdo de componentes ativos nas camadas da
pele. Além do tamanho das particulas, é fundamental conhecermos o indice de
polidispersividade, uma vez que estes fatores somados exercem influéncia na
estabilidade destes sistemas.

Todas as formulacGes apresentaram tamanho de particula inferior a 500 nm
(Tabela 4), valor indicado como maximo para a denominacdo de nanoemulsdo, o que
significa que o método utilizado, bem como o todo o procedimento na execucdo das

nanoemulsdes foi exequivel e bem-sucedido.

Tabela 4. Tamanho de particula ap6s 24h de manipulagéo.

Formulacdes Tamanho de particula (nm) indice de polidispersividade
Formula 1 221.7 0.219
Formula 3 191.3 0.270
Formula 4 192.8 0.285
Formula 5 149.5 0.283
Foérmula 6 61.9 0.462
Formula 8 98.5 0.451

As nanoemulsdes com menor quantidade de Oleo apresentaram tamanho de
particula menor (Formulagdes 6 e 8).

As formulagbes com fase oleosa compreendida entre os 9,9% e 15,0%
apresentaram tamanho de particula superior, em comparacdo com as restantes
formulacdes, o que explica a influéncia desta fase no desenvolvimento das

nanoemulsodes.
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As nanoemulstes 2 e 7 ainda se encontram em estudo, embora ndo sejam
formulacGes problematicas, uma vez que as caracteristicas organoléticas e a quantidade
de fase oleosa/tensioativo sdo iguais a outras formulagdes testadas.

Relativamente a comparagdo entre as caracteristicas organoléticas e ao tamanho
de particula, conclui-se que quanto mais translicida é a nanoemulsdo menor € o

tamanho de particula.

3.2.2. Temperatura de emulsificagdo

Como ja referido anteriormente no ponto 2.2.3.1 a temperatura de emulsificacédo
utilizada foi entre os 62°C e os 65°C, sendo esta a gama de temperaturas recomendada
na literatura por ser a mais estavel, e a que levou a melhores resultados em vérias
dissertacBes desenvolvidas na area da nanocosmética, utilizando o método de alta
energia de emulsificacéo.

Como tal, todas as nanoemulsfes foram produzidas a mesma temperatura com
excecdo de duas formulagdes que apds 24h apresentaram uma leve separacdo de fases.
Nestas formulacOes, a temperatura utilizada foi de 45°C, demostrando assim que 0S

resultados obtidos estdo de acordo com a literatura.

3.2.3. Quantidade de tensioativo utilizado

A estabilidade das emulsdes depende intrinsecamente da interacdo interfasica
estabelecida pelo agente emulsivo, com as fases imisciveis que a constituem. A escolha,
proporcdo e a caracteristica do tensioativo a ser utilizado na preparacdo da emulséo
desejada, podem-se prever através da verificacdo dos valores de equilibrio hidrofilico-
lipofilico (EHL) das substancias envolvidas, o que permite prever o tipo de
comportamento esperado do composto a utilizar frente a substancias polares ou
apolares. Os tensioativos devem apresentar valor de EHL equivalente ao da fase
dispersa, para poder manté-la estabilizada frente a fase dispersante. Para determinar o
valor de EHL, pode-se recorrer a dados em literatura ou equacGes baseadas na formula
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molecular do composto. Quando o EHL de uma substancia é desconhecido ou a
literatura cita uma ampla faixa de valor, torna-se Util ensaiar a preparacdo das emulsdes
com o 6leo cujo EHL deve ser determinado, utilizando-se para isso tensioativos de EHL
conhecidos. Com a notificagdo do EHL do dleo, pode-se facilmente verificar os
emulgentes ideais com o mesmo valor de EHL. ©

Assim, todas as formulacdes tiveram como tensioativo o Tween 80 com EHL
15, por ser o mais recomendado para o tipo de nanoemulséo (O/A) e para a fase oleosa
estudada.

Como a combinagdo de 6leos foi inovadora, a quantidade de tensioativo variou
consoante a quantidade de 6leos na fase oleosa. Verificou-se que a formulacdo com
8,0% de tensioativo e 7% de componentes na fase oleosa, obteve os melhores resultados

a nivel organolético (nanoemulsdo azulada e translicida) e de tamanho de particula.

3.3. Avaliacgao dos testes de estabilidade

Variaveis relacionadas com a formulacdo, o processo de fabrico, o material de
acondicionamento e com as condi¢cdes ambientais e de transporte, assim como o fato do
componente da formulagdo ser ativo ou ndo, podem influenciar a estabilidade do
produto. As alteracfes no produto podem ser extrinsecas, ou seja, relacionadas com
fatores externos aos quais 0 produto esta exposto (tempo, temperatura, luz, oxigénio,
humidade, material de acondicionamento, microrganismos e vibracdo). Podem também
ser intrinsecas, e estarem relacionadas com a natureza das formulagdes ou, sobretudo,
com a interacdo dos ingredientes entre si e/ou com o material de acondicionamento.
Estas ultimas podem-se dividir em incompatibilidades fisicas e incompatibilidades
quimicas (por exemplo, devido ao pH, ocorréncia de reacdes de oxidacdo-reducao,
reagbes de hidrolise, etc). “Y A avaliagdo da qualidade farmacéutica dos produtos
dermatoldgicos é de fundamental importancia, principalmente em termos de

estabilidade fisico-quimica. “V
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3.3.1. Avaliacao macroscépica e microscopica

A amostra deve ser analisada, em relacdo ao padrdo, a fim de avaliar as
caracteristicas macroscopicas para verificagdo de sinais de instabilidade. A néo
ocorréncia de separagdo de fases, de precipitacdo ou de turvacdo, deve ser um sinal

indicativo de estabilidade da amostra ensaiada.
Em relacdo a avaliagdo microscopica, as nanoemulsdes apresentaram-se
homogéneas, ndo se tendo formado regides de anisotropia. Portanto, ndo foi possivel

observar a presenca de cristais liquidos (Tabela 5).

Tabela 5. Avaliacdo organolética apds 24h de manipulagéo.

Avaliacao
Formulacdes o Avaliacdo Organolética
macroscopica

Formula 1 N Nanoemuls&o branca, opaca e leitosa
Férmula 2 N Nanoemulsdo branca, opaca e translicida
Formula 3 N Nanoemuls&o branca, opaca e leitosa
Formula 4 N Nanoemuls&o branca, opaca e leitosa
Férmula 5 N Nanoemuls&o branca, opaca e leitosa
Formula 6 N Nanoemulsdo azulada e translucida
Formula 7 N Nanoemuls&o branca, opaca e leitosa
Férmula 8 N Nanoemuls&o azulada e translicida

N: Normal; CS: Creaming Simples; Cl: Creaming intenso; SF: Separacdo de Fases; AC:

Alteracédo de Cor

3.3.2. Analise macroscopica apos teste de centrifugacao e stresse térmico

A centrifugacdo promove stresse na amostra, simulando um aumento na forca da
gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e antecipando possiveis sinais de

instabilidade, como precipitacéo, separagdo de fases, formacdo de sedimento compacto
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e coalescéncia. “Y Em nanoemulsdes, a forca da gravidade é superada pelo efeito
browniano das particulas, e dificilmente sdo provocados efeitos relevantes de
instabilidade no sistema. Contudo, em formulacGes que apresentam um alto indice de
polidispersividade, a centrifugacdo acelera o processo de creaming, uma vez que as
particulas maiores tendem a migrar para a superficie.

Assim, o efeito da gravidade a longo prazo sobre as formulacGes pode ser
estimado utilizando velocidades de centrifugacdo moderadas.

Todas as formulagdes com percentagem de O6leo entre 9,9% e 15,0%
apresentaram alteracGes nos testes de centrifugacdo, coincidindo com as formulagoes

que apresentaram um tamanho de particula maior (Tabela 6).

Tabela 6. Teste de centrifugacdo e stresse térmico.

Formulagdes Centrifugaga.o Stresse Térmico
(Stresse mecanico)

400 | 45° | 50° | 55° | 60° | 65° | 70° | 75° | 80°
Formula 1 Cl N N | N|NJ|NJ|N|NIJN N
Formula 2 N N N | N|[N|N N | N/AC
Formula 3 Cl N NI N|N|N|NJ|NJ|CS| CS
Férmula 4 CS N N|N|N|N|CS|CI|CI| CI
Formula 5 CS N NI N|N|N|NJ|NJ|CS| CS
Formula 6 N N N|N|N|NJ|NJ|N]|N/|NAC
Formula 7 CS N N|N|NJ|NJ|N|N CS
Formula 8 N N N | N|N|[N|NJ|N]J|N N

N: Normal; CS: Creaming Simples; Cl: Creaming intenso; SF: Separacgéo de Fases; AC:
Alteracédo de Cor

A ocorréncia de creaming numa emulsdo € aceitdvel do ponto de vista
farmacéutico ou cosmético, desde que seja passivel de ser reconstituida por agitacdo
moderada. No entanto, descartaram-se essas emulsdes porque a separacdo de fases torna

0 produto pouco estético e distante do padrdo de qualidade estimado pelo consumidor.
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3.3.3. Teste de estabilidade acelerada

Este teste tem como objetivo fornecer dados para prever a estabilidade do
produto, o seu tempo de vida Util e a compatibilidade da formula¢do com o material de
acondicionamento.

Recomenda-se que as amostras para avaliagdo da estabilidade sejam
acondicionadas em frascos de vidro neutro, transparentes, com uma tampa que garanta
uma boa estanquicidade, evitando assim perda de gases ou vapor para 0 meio. A
quantidade de produto deve ser suficiente para as avaliagdes que sejam necessarias. Se
houver incompatibilidade conhecida entre os componentes da formulagéo e o vidro, o
formulador deve selecionar outro material de acondicionamento. A utilizacdo de outros
materiais fica a critério do formulador, dependendo dos seus conhecimentos sobre a
formulacéo e sobre os materiais de acondicionamento. Deve-se evitar a incorporacgéo de
ar no produto, durante a introducdo no recipiente de teste. Ndo se deve completar o
volume total da embalagem deixando um espago vazio (head space), de
aproximadamente um terco da capacidade do frasco, para serem possiveis trocas
gasosas.

Pode-se utilizar, em paralelo ao vidro neutro, o material de acondicionamento
final, antecipando-se, assim, a avaliacdo da compatibilidade entre a formulacdo e a
embalagem. 0

As formulacGes que passaram nos testes de estabilidade anteriores foram
colocadas em estabilidade acelerada. Apds 10 dias as hanoemulsdes ndo apresentaram
alteracOes organoléticas (Tabela 7), continuando o estudo durante 20 dias.

Tabela 7. Estabilidade das nhanoemulsdes apds 10 dias.

. Antes de colocar em | T:25°C £2°C; | T:40°C + 2°C;
Formulacdes o
estabilidade H: 60% + 5% H: 75% + 5%
Formula 2 N N N
Formula 6 N N N
Formula 8 N N N

N: Normal; CS: Creaming Simples; Cl: Creaming intenso; SF: Separacgéo de Fases; AC:

Alteracédo de Cor
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IV. Conclusdes e perspetivas

A partir dos estudos realizados e dos resultados obtidos pode-se concluir que o
método escolhido para a realizacdo das nanoemulsdes foi o mais adequado e eficiente,
uma vez que todos os resultados de tamanho de particula estdo conformes.

O tensioativo e a quantidade de fase oleosa usados foram dois fatores muito
importantes, uma vez que influenciaram o tamanho de particula e os parametros
organoléticos. Apesar disso, todas as nanoemulsbes apresentaram resultados muito
satisfatorios nas primeiras 24h ap6s a manipulagéo.

A escolha do tensioativo e as quantidades testadas, tiveram como base a
bibliografia disponivel, o que facilitou o desenvolvimento das hanoemulsdes.

A velocidade de agitacdo tal como a temperatura de emulsificacdo também
foram avaliadas e estudadas antes da realizacdo das formulages, e os resultados obtidos
foram ao encontro do previsto na literatura; a temperatura de emulsificacdo foi
aproximadamente 63°C, a temperatura final de emulsificacdo ficou nos 45°C e a
velocidade de agitacdo usada foi de aproximadamente 14.000 rpm.

Os estudos de estabilidade permitiram avaliar o comportamento das
nanoemulsdes a longo prazo. Através de varios testes de estabilidade, conclui-se que as
formulacdes que apresentaram melhores resultados foram as formulagdes 2, 6 e 8
(Tabela 8).

Tabela 8. FormulagGes com melhores resultados.

o Fase
Férmulas Fase oleosa Tensioativo

aquosa

Oleode | Oleode | Essénciade | Vitamina Agua

] Tween 80 o
Copaiba | Calendula | Camomila E Purificada

Férmula 2 4,7% 2,0% 8,0% 85,3%
Férmula 6 4,7% 2,0% 0,2% 0,1% 8,0% 85,0%
Férmula 8 5,0% 2,0% 0,2% 0,1% 8,0% 84,7%

Os oleos utilizados nas formulagdes sdo considerados, pela literatura, bons anti-
inflamatorios; porém, este efeito tera de ser avaliado mais ao pormenor, tal como as

possiveis interacGes do produto com a pele.
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Para estudos posteriores, a estabilidade do produto é um fator importante e como
tal, testes como o do Ciclo de temperatura (consiste em submeter as amostras a
temperatura de 45+2° C, durante 24h e depois a temperatura de 4 + 2°C por outras 24h,
completando assim um ciclo) ®® sao importantes e interessantes para o estudo.

Outros parametros, como o comportamento reolégico das formulacbes e o
potencial zeta tém grande interesse para o desenvolvimento das nanoemulses.

A avaliacdo da aplicabilidade do produto em doentes com psoriase é de enorme
importancia, uma vez que as formulacGes realizadas tém todas as condi¢Oes para
prosseguirem com a avaliagdo. Assim, a realizacdo de ensaios clinicos é de extrema
importancia neste estudo, para comprovar a eficacia do produto e verificar possiveis

interacdes com a pele.

47



Nanocosmética a base de produtos naturais aplicada a psoriase | 2012/2013

V. Bibliografia

1. Davidson A, Diamond B. (2001). Autoimmune diseases. N Engl J Med., 345: 340-50.

2. Christophers E. (2001). Psoriasis - epidemiology and clinical spectrum. Clin Exp
Dermatol., 26: 314-20.

3. Kormeili T, Lowe NJ, Yamauchi PS. (2004). Psoriasis: immunopathogenesis and
evolving immunomodulators and systemic therapies. U.S. experiences. Br J Dermatol.,
151: 3-15.

4.Bowcock AM, Cookson WOCM. (2004). The genetics of psoriasis, psoriatic arthritis
and atopic dermatitis. Hum Mol Genet., 13:43-55.

5. Campalani E, Barker JNWN. (2005). Current Genomics. Atual Genomics, Benthan
Science Publishers, 6: 52-60.

6. Traub M, Marshall K. (2007). Psoriasis — Pathophysiology, conventional, and

alternative approaches to treatment. Alternative medicine review, 12: 319-328.

7. Bauer KBA, Bechtel MMD. (2009). Therapeutic success requires clinicians to
understand emerging and established safety concerns. A Review of Complications of
Biologic, Therapy for Psoriasis. Disponivel em: http://www.psorioderm.com. Acedido

em: Janeiro de 2013.
8. Associacao Portuguesa da Psoriase, disponivel em:
http://www.psoportugal.com/index.php?option=com_content&task=blogcategory&id=2

4&Itemid=48. Acedido em: Janeiro de 2013.

9. Lowes MA, Bowcock AM, Krueger JG. (2007). Pathogenesis and therapy of
psoriasis. Nature, 445: 866-873.

48



Nanocosmética a base de produtos naturais aplicada a psoriase | 2012/2013

10. Menter A, Gottlieb A, Feldman SR, Van Voorhees A, Leonardi CL, Gordon KB, et
al. (2008). Guidelines of care for the management of psoriasis and psoriatic arthritis:
Section 1. Overview of psoriasis and guidelines of care for the treatment of psoriasis
with biologics. J Am Acad Dermatol., 58: 826-850.

11. Nickoloff BJ, Nestle FO. (2004) Recent insights into the immunopathogenesis of

psoriasis provide new therapeutic opportunities. J Clin Invest., 113: 1664-1675.

12. Mackenzie B, Kastelein RA, Cua DJ. (2006). Understanding the IL-23-1L-17

immune pathway. Trends Immunol., 27: 17-23.

13. Guttman-Yassky E, Krueger JG. (2007). Psoriasis: evolution of pathogenic concepts
and new therapies through phases of translational research. Br J Dermatol., 157: 1103-
1115.

14. Sugiyama H, Gyulai R, Toichi E, Garaczi E, Shimada S, Stevens SR, et al. (2005).
Dysfunctional blood and target tissue CD4+CD25high regulatory T cells in psoriasis:
mechanism underlying unrestrained pathogenic effector T cell proliferation. J Immunol.,
174: 164-173.

15. Gottilieb AB, Chamian F, Masud S, Cardinale I, Abello MV, Lowes MA, et al.
(2005). TNF inhibition rapidly down-regulates multiple proinflamatory pathways in
psoriasis plaques. J Immunol., 175: 2721-2729.

16. Zaba LC, Cardinale I, Gilleaudeau P, Sullivan-Whalen M, Suérez-Farifias M,
Fuentes-Duculan J, et al. (2007). Amelioration of epidermal hyperplasia by TNF

inhibition is associated with reduced Th17 responses. J Exp Med., 204: 3183-3194.

17. Loyola AJC, Castro LCM, Chaibub SCW, Ximenes AC. (2005). Infliximab no
tratamento da artrite psoriasica grave. An Bras Dermatol., 80: 535-537.

18. Kourosh AS, Miner A, Menter A. (2008). Psoriasis as the marker of underlying
systemic disease. Skin Theraphy Lett., 13:1-5.

49



Nanocosmética a base de produtos naturais aplicada a psoriase | 2012/2013

19. Programa de apoio & psoriase. Disponivel em: http://www.psorinfo.com. Acedido

em: Janeiro de 2013.

20. Rodrigues AP, Teixeira RM. (2009). Desvendando a psoriase. Rev Bras Anal Clin.,
4: 303-309.

21. Barata EAF. (2002) Cosmeéticos; Arte e Ciéncia. Lidel. pp. 1.

22. Dias AMPSP. (2008). Monografia nutricdo e a pele cutanea. Monografia publicada

no Google académico. Acedido em: Julho de 2013.

23.Constituicdo da pele; disponivel em:
https://www.google.pt/search?g=constitui%C3%A7%C3%A30+da+pele. Acedido em:
Junho de 2013.

24. Silpa R, Shoma JEUA, Sumod MS. (2012). Nanotecnologia em cosméticos:
Oportunidades e desafios. J Pharm Sci Bioallied., 4:186-193.

25. Royal Society “Nanociéncias e nanotecnologias: Oportunidades e incertezas”, Royal
Society de Londres, Disponivel em: http://www.nanotec.org.uk/finalReport.htm.
Acedido em: Marcgo de 2013.

26. Morganti P. (2010). Uso e potencial da nanotecnologia na dermatologia cosmética.

Clin Cosmet Investig Dermatol., 3: 5-13.

27. Ball P. (2003). Nanotecnologia na linha de fogo. Disponivel em:
http://nanotechweb.org/cws/article/indepht/18804. Acedido em: Janeiro de 2013.

28. Oliveira BR. (2008). Desenvolvimento e avaliagdo de nanoemulsdes com 0leos de
Carapa guianensis e Copaifera sp. e estudo de acéo repelente frente a Aedes aegypti.
Biblioteca Digital Usp (Teses e Dissertacfes). Disponivel em: www.teses.usp
br/teses/disponiveis/60/60137/tde-31032009-132918.

50



Nanocosmética a base de produtos naturais aplicada a psoriase | 2012/2013

29. Waniorek L. (1992). Cosmética Natural, Circulo de Leitores, pp. 13-19.

30. Barata EAF. (2002). Cosmeéticos, Arte e Ciéncia, Lidel, pp. 53 e 115.

31. Proenga da Cunha A, Nogueira MT, Roque OR, Barroso JMG. (2012). Plantas

aromaticas e 6leos essenciais: composicao e aplicacdes; 12Edicao, Gulbenkian.

32. Ruivo JSP. (2012). Fitocosmética: aplicacdo de extratos vegetais em cosmeética e
dermatologia. Disponivel em:
http://bdigital.ufp.pt/bitstream/10284/3574/3/T_JoanaRuivo.pdf.

33. Valdir F, Junior V, Pinto AC. (2002). O Género Copaifera L. Quim. Nova, 25: 273-
286.

34.Emulsoes; disponivel em:
http://www.fcf.usp.br/Departamentos/FBF/Disciplinas/Farmacotecnicas/EMULSOES1.h
tm. Acedido em: Agosto de 2013.

35.Emulsdo O/A; disponivel em:
http://www.google.pt/imgres?newwindow=1&safe=0ff&sa=X&biw=1280&bih=709&t
bm=isch&tbnid=S6143xBIhGjmXM:&imgrefurl=http://dc362.4shared.com/doc/LzAS6s
BE/preview.html&docid=ahQGG3j7WedMEM&imgurl=http://dc362.4shared.com/doc.
Acedido em: Agosto de 2013.

36. Coulter CN5. (2003). Submicron Particle Size Analyzer. PCS Software Help
Manual.

37. Schaffazick SR, Guterres SS, Freitas LL, Pohlmann, AR. (2003). Caracterizacao e
estabilidade fisico-quimica de poliméricos; Nanopartticulas para administragdo de
farmacos. Quim. Nova, 26: 726-737.

38. Bruxel F, Laux M, Wild LB, Fraga M, Koester LS, Teixeira HF (2012)
Nanoemulsdes como sistemas de liberacdo parental de farmacos. Quim. Nova, 35:
1827-1840.

51



Nanocosmética a base de produtos naturais aplicada a psoriase | 2012/2013

39. Zanin SMW, Miguel MD, Chimelli M, Oliveira AB. Hydrophile-Lipophile Balance
(HLB) determination of  vegetable oil family; disponivel em:

http://www.visaoacademica.ufpr.br/v3nl/hidrofilo.htm. Acedido em: Julho de 2013.

40. Isaac VLB, Cefali LC, Chiari BG, Oliveira CCLG, Salgado HRN, Corréa MA.
(2008). Protocolo para ensaios fisico-quimicos de estabilidade de fitocosméticos. Rev.
Ciénc. Farm. Bésica Apl., 29: 81-96.

41. Friedrich M, Primo FT, Funck JAB, Laporta LV, Alves MP, Bittencourt CF,
Escarrone ALV. (2007). Avaliacdo da estabilidade fisico-quimica de creme néo ionico

no formulario nacional. Lat Am J Pharm., 26: 558-863.

42. Cosméticos; Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos; disponivel em:
http://www.anvisa.gov.br/divulga/public/series/cosmeticos.pdf. Acedido em: Julho de
2013.

43. Maique WB, Dossin D, Deschamps FC, Lima MP. (2006). Analise de 6leos-resinas

de copaiba: contribuicdo para o seu controle de qualidade, Rev Bras Farmacogn., 16:
230-235.

52



Nanocosmética a base de produtos naturais aplicada a psoriase | 2012/2013

VI. Anexos

Formulacgéo 6

eBECKMAN PCS Submicron Particle Size Analyzer Page 1 of 1

COULTER.. Sample: Amostra1(100nm)
Sample Name: Amostra1(100nm)

Comments:

Operator: Tania SOM / SOP Name: Amostra1(100nm).som

Temperature: 20.0°C Diluent: WATER

Start Time: 29-Oct-13 03:08:43 PM End Time: 29-Oct-13 03:23:41 PM

Auto SDP: No Diluent Viscosity / Rl: 1.002 cP / 1.333

Angle: 90.0°

Run Time(manual): 170s
Sample Time(auto): 2 us
Prescale(auto): 2

21 CFR Part 11 Compliant? No

Unimodal Results Summary

[ Reptt. Mean | Pl Diff.Coef | Countsls Baseline

| (nm) (m?s) Error

[ Rept1 | 620 0.482 6.91e-12 253e+05 |  0.03%
[7 " Rept2 | 60.8 0.438 _7.6’4&1'2” | 2.50e+05 -0.01%

[ Rept.3 | 62.9 0.466 6.81e-12 2.55e+05 0.09%
ﬁveia{;e | 619+ 084 | 0462:0.018 i

Intensity

DR S R R e, | T R

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280
Size (nm) [linear]

V:\Desenvolvimento Galénico\Amostra1(100nm)1.dat Printed on: Oct-29-2013 15.24:27 _ Software Version 3.01
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Formulacéo 8

eBECKMAN PCS Submicron Particle Size Analyzer Page 1 of 1

COULTER. Sample: Amostra2(100nm)
Sample Name: Amostra2(100nm)

Comments:

Operator: Tania SOM / SOP Name: Amostra2(100nm).som

Temperature: 20.0°C Diluent: WATER

Start Time: 29-Oct-13 04:32:15 PM End Time: 29-Oct-13 04:47:13 PM

Auto SDP: No Diluent Viscosity / RI: 1.002 cP / 1.333

Angle: 90.0°

Run Time(manual): 170s
Sample Time(auto): 2.5 us
Prescale(auto): 4

21 CFR Part 11 Compliant? No

90.0° Unimodal Distribution
Unimodal Results Summary

Rept#. Mean P Diff.Coef Counts/s | Baseline |  Overflow
(nm) (m?s) Error
Rept.1 985 | 0466 | 435612 | 4.23e+05 0.02% | 0
Rept.2 995 0.425 4.30e-12 4.31e+05 005% | o0
Rept.3 97.3 0.464 4.40e-12 4.14e+05 |  0.03% 0
| Average | 985+ 0.90 | 0.451+0.019 o |

Intensity

20 70 120 170 220 270 320 370 430
Size (nm) [linear]

V:\Desenvolvimento Galénico\Amostra2(100nm).dat Printed on: Oct-29-2013 16:55:08 _ Software Version 3.01
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Formulacgéo 3
BECKMAN PCS Submicron Particle Size Analyzer Page 1 of 1
COULTER. Sample: Amostra3(500nm)
Sample Name: Amostra3(500nm)
Comments:

Operator: Tania
Temperature: 20.0°C
Start Time: 29-Oct-13 06:22:25 PM

SOM / SOP Name: Amostra3(500nm).som
Diluent: WATER
End Time: 29-Oct-13 06:56:47 PM

Auto SDP: No Diluent Viscosity / RI: 1.002 cP / 1.333
Angle: 90.0°
Run Time(manual): 850s

Sample Time(auto): 4 us
Prescale(auto): 8
21 CFR Part 11 Compliant? No

Unimodal Results Summary

1[ Rept#.

Mean P.l Diff.Coef Counts/s Baseline Overflow
(nm) (m?s) Error
Rept.1 191.1 0.265 224e-12 | 9.53e+05 0.02% 0
Rept.2 1915 0.274 2.24e-12 9.45e+05 0.03% 0
Average | 191.3% 021 | 0.270£0.005 | -

Intensity

e e e

440
[linear]

280 360

Size (nm)

770

V:\Desenvolvimento Galénico\Amostra3(500nm).dat Printed on: Oct-29-2013 18:57-08 _ Software Version 3.01
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Formulacgéo 1

= J—

PCS Submicron Particle Size Analyzer
COULTER.

Page 1 of 1
Sample: Amostra4(100nm)

Sample Name: Amostra4(100nm)

Comments:

Operator: Tania

Temperature: 20.0°C

Start Time: 29-Oct-13 07:22:03 PM

Diluent: WATER
End Time: 29-Oct-13 07:30:27 PM

Auto SDP: No Diluent Viscosity / RI: 1.002 cP / 1.333
Angle: 90.0°
Run Time(manual): 170s

Sample Time(auto): 4.5 us
Prescale(auto): 8
21 CFR Part 11 Compliant? No

Unir[loﬁll Resglls Sumnr\arryr

Mean P.l

Baseline

SOM / SOP Name: Amostra4(100nm).som

[ Angle DifiCoef | Countsls Overflow
| o | (nm) (m?s) | Error
[ 90.0° 221.7 0.219 1.93e-12 8.62e+05 0.01% l [

Intensity

IS Mot | I, |

370 450 530 610 690 770
Size (nm) [linear]

50 130 210 290

V:\Desenvolvimento Galénico\Amostra4(100nm).dat Printed on: Oct-29-2013 19:31:00 _ Software Version 3.01
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Formulacéo 4

SBECKMAN PCS Submicron Particle Size Analyzer Page 1 of 1

COULTER. Sample: Amostra5
Sample Name: Amostra5

Comments:

Operator: Tania SOM / SOP Name: Amostra5.som

Temperature: 20.0°C Diluent: WATER

Start Time: 29-Oct-13 07:45:53 PM End Time: 29-Oct-13 07:54:17 PM

Auto SDP: No Diluent Viscosity / RI: 1.002 cP / 1.333

Angle: 90.0°

Run Time(manual): 170s
Sample Time(auto): 4 us
Prescale(auto): 8

21 CFR Part 11 Compliant? No

Unimodal Resu}ts Summary

‘ Angle } Mean PL Diff.Coef Count;I: ‘ . Baseline Overflow
) (nm) | _ (m%s) | 1 Eror |
L 90.0° l 192.8 0.285 222e-12 | 8.03e+05 | 0.02% 0

Intensity

——— I E—— 1) —_ < M- L

R — L L

40 120 200 280 360 440 520 600 680 780
Size (nm) [linear]

V:\Desenvolvimento Galénicolamostra5.dat Printed on: Oct-29-2013 19:55:00 _Software Version 3.01
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Formulacéo 5

BECKMAN PCS Submicron Particle Size Analyzer Page 1 of 1
COULTER. Sample: Amostra6
Sample Name: Amostra6
Comments:

Operator: Tania
Temperature: 20.0°C

Start Time: 29-Oct-13 08:10:59 PM

Auto SDP: No

Angle: 90.0 °
Run Time(manual): 170s
Sample Time(auto): 3.5 us

Prescale(auto): 4

21 CFR Part 11 Compliant? No

SOM / SOP Name: amostraé.som
Diluent: WATER

End Time: 29-Oct-13 08:19:23 PM
Diluent Viscosity / RI: 1.002 cP / 1.333

Unimodal Results Summary

Intensity

Angle Mean P.I. Diff.Coef Counts/s Baseline | Overflow
(nm) (m?*s) o | Eror |
90.0° 1495 0283 | 2.87e-12 4.57e+05 0.05% 0

270 330 390 450 510 570 610
Size (nm) [linear]

V:\Desenvolvimento Galénico\amostra6.dat Printed on: Oct-29-2013 20:19:29 _ Software Version 3.01
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