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Resumo

O colagénio é a proteina mais frequentemente utilizada em medicina regenerativa,
uma vez que é uma das moléculas mais abundantes na matriz extracelular e, portanto,
pode ser utilizada para acelerar o processo de cicatrizacdo e regeneracdo da pele. O
processo de cicatrizacéo pode ser divido em 4 fases (hemostasia, inflamacéo, proliferacdo
e maturacao/remodelacao) e o colagénio esté envolvido em varios processos ao longo das

vérias fases da cicatrizacao.

Este trabalho consistiu no desenvolvimento e caracterizacao de preparagdes cutaneas
contendo colagénio para serem utilizadas no processo de regeneragdo da pele. Foram
preparados cremes O/A, cremes A/O/A e um gele hidréfilo. O trabalho foi dividido em 3
fases: na primeira fase foram preparados os cremes O/A e o gele; na segunda fase foram
preparados os cremes A/O/A contendo colagénio nativo e na terceira fase foi preparado
um creme A/O/A com 5% (m/m) de colagénio hidrolisado em po6 (C5_1), cujas
caracteristicas fisico-quimicas e estabilidade foram avaliadas ao longo de 21 semanas de

armazenamento a temperatura ambiente.

Os resultados obtidos demonstraram que o creme C5 1 apresentou boas
caracteristicas organoléticas, bem como firmeza, adesividade, espalhabilidade, pH e
comportamento reoldgico adequados para aplicagdo na pele. Além disso, este creme
apresentou boa estabilidade durante o periodo de armazenamento, podendo ser
potencialmente utilizado em estudos posteriores para avaliacdo da regeneracdo da pele

danificada.

Palavras-chave: Colagénio, creme O/A, creme A/O/A, hidrogele, regeneracao da pele
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Abstract

Collagen is the most frequently used protein in regenerative medicine, as it is one of
the most abundant molecules in the extracellular matrix and therefore can be used to
accelerate the healing and regeneration process of the skin. The healing process can be
divided into 4 phases (hemostasis, inflammation, proliferation, and maturation/remodeling)

and collagen is involved in several processes throughout the various phases of healing.

This work consisted in the development and characterization of skin preparations
containing collagen to be used in the skin regeneration process. O/W creams, W/O/W
creams and a hydrophilic gel were prepared. The work was divided into 3 phases: in the
first phase, the O/W creams and the gel were prepared; in the second phase W/O/W creams
containing native collagen were prepared and in the third phase a W/O/W cream with 5%
(m/m) of hydrolyzed collagen powder (C5_1) was prepared, whose physicochemical

characteristics and stability were evaluated over 21 weeks of storage at room temperature.

The results obtained showed that the C5 1 cream showed good organoleptic
characteristics, as well as firmness, adhesiveness, spreadability, pH and rheological
behavior suitable for application on the skin. In addition, this cream showed good stability
during the storage period, and could potentially be used in further studies to assess the

regeneration of damaged skin.

Keywords: Collagen, O/W cream, W/O/W cream, hydrogel, skin regeneration
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1. INTRODUCAO

1.1. Pele Humana

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, correspondendo a cerca de 15% do peso
corporal total de um adulto (1). Este érgdao desempenha varias funcdes vitais, atuando
como uma barreira protetora contra agressées externas quimicas, fisicas e bioldgicas,
devido a uma estrutura elaborada que relne tecidos de varias origens (nervoso, muscular,
vascular, conjuntivo e epitelial) (1, 2). Além de atuar como uma barreira protetora, a pele é
também capaz de manter a homeostasia do corpo, prevenindo a perda de agua e de
eletrdlitos e regulando a temperatura corporal (3-5).

A pele humana esta dividida em trés camadas distintas: a epiderme, a derme e a
hipoderme. Ao longo das varias camadas da pele é ainda possivel encontrar varios anexos
associados, tais como as glandulas sudoriparas e sebaceas e os foliculos pilossebaceos

(1-3, 6). A estrutura da pele e alguns dos seus anexos estao representados na Figura 1.
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Merkel Sy

Corpusculo
de Meissner ]
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Figura 1- As camadas da pele e os anexos associados. Adaptado de (6)



A epiderme é a camada mais superficial da pele e encontra-se organizada em
diferentes estratos de células epiteliais queratinizadas, renovando-se constantemente.
Esta camada subdivide-se em 5 estratos (do mais interno para o mais externo): estrato
basal, estrato espinhoso, estrato granuloso, estrato lucido (apenas presente em zonas de
pele mais espessa) e estrato cérneo (1, 7, 8) (Figura 2).

Estrato corneo

Estrato granuloso

Células de
¥ Langerhans

: aPes s Estrato espinhoso

\;-}——b Melanécito
~» Célula de Merkel

Estrato basal

Figura 2- Os estratos da epiderme e algumas células que constituem esta camada
da pele. Adaptado de (4)

O principal tipo de células presente nesta camada s&8o0 0s queratindcitos
(90-95%). Estas células epiteliais sdo formadas no estrato basal e, a medida que avancam
através dos varios estratos da epiderme véao sofrendo um processo de diferenciacao,
resultando na formacao de células achatadas e anucleadas, os cornedcitos (1, 7). As
restantes células que constituem a epiderme sao: células de Langerhans, melandcitos e
células de Merkel (1). As células de Langerhans sdo formadas na medula éssea e
encontram-se distribuidas pelos estratos intermédios da epiderme, onde irdo participar na
ativacdo do sistema imunitario. Os melandcitos estdo presentes no estrato basal e sao
responsaveis pela producédo do pigmento melanina, que ira proteger a pele dos raios
ultravioleta. Por ultimo, as células de Merkel, também presentes no estrato basal, estao
associadas a terminagfes nervosas e podem funcionar como mecanorreceptores de tipo |
(1-3, 6-8).

A derme esta ligada a epiderme através da juncao dermoepidérmica e a sua espessura

varia entre 1 mm, nas palpebras dos olhos e 5 mm nas costas e nas coxas (1, 9). Esta
2



camada é formada por varias células, fibras elasticas, nervos, vasos sanguineos e
proteoglicanos (1, 3). A derme é constituida por tecido conjuntivo denso e subdivide-se em
2 regides distintas, a derme papilar e a derme reticular (10, 11). A derme papilar é a
subcamada mais superficial da derme e esta conectada a epiderme através de projecdes
cbnicas, também denominadas papilas dérmicas. Esta subcamada é mais fina do que a
derme reticular, mas apresenta uma maior quantidade de fibroblastos (12). A derme papilar
€ composta por fibras de colagénio e de elastina dispostas numa rede frouxa e orientadas
verticalmente, varias células (fibroblastos, fibrécitos, dendrdcitos, mastécitos), vasos
sanguineos e terminacdes nervosas (1, 3, 13). A derme reticular € mais espessa do que a
papilar e tanto as fibras de colagénio como de elastina encontram-se dispostas
paralelamente a epiderme e com um maior nivel de organizacdo. Para além disso, também
estdo presentes fibrocitos e fibroblastos, em menor quantidade, assim como nervos e

vasos sanguineos (3, 8, 13).

A hipoderme é a camada mais profunda da pele e é composta por tecido adiposo. As
principais células da hipoderme séo os adipdcitos, células grandes e arredondadas, que
se encontram organizados em l6bulos primarios e secundarios divididos por septos fibrosos
constituidos por células, colagénio, vasos sanguineos e nervos (1, 13). Esta camada
desempenha varias fungbes, nomeadamente termorregulacdo, isolamento, reserva

nutricional (fornece energia) e protecao contra lesées mecanicas (1, 3).

Por ultimo, é importante referir os diferentes tipos de anexos cutaneos que se
encontram distribuidos pelas varias camadas da pele, estando mais concentrados na
derme e na hipoderme (1). As glandulas sudoriparas podem ser classificadas como
glandulas sudoriparas écrinas ou apécrinas. As glandulas sudoriparas écrinas estao
relacionadas com a termorregulagdo enquanto as glandulas apocrinas fazem parte da
unidade pilossebacea e produzem um suor inodoro, que adquire um odor desagradavel
guando entra em contacto com bactérias da superficie (1, 3, 13). A unidade pilossebacea
é constituida pelo foliculo piloso, pelo, glandula sebacea e musculo eretor do pelo. Estas
unidades encontram-se distribuidas por toda a superficie da pele, exceto nas solas dos
pés, palmas das méos e partes genitais (1, 3, 8, 13). Esta unidade esta relacionada com a

manutencédo da pele, regulacdo da temperatura e fungéo sensorial (8).



1.2. Colagénio

A matriz extracelular (ECM) dos tecidos conjuntivos € composta por elementos de
diversas familias de proteinas, sendo a maioria pertencente a familia dos colagénios (14).
Todas as proteinas da familia dos colagénios séo estruturalmente constituidas por uma
tripla hélice com trés cadeias de polipeptideos, denominadas cadeias a, que sdo formadas
na matriz extracelular, no entanto, o seu tamanho, funcéo e distribuicdo tecidual varia
consideravelmente (14-19) (Figura 3). As trés cadeias a podem ser idénticas para formar
homotrimeros, ou diferentes, formando heterotrimeros. As sequéncias das cadeias
polipeptidicas podem ser expressas como (Gli-X-Y),, onde X e Y representam outros
aminodcidos (aa) para além da glicina e n varia consoante o tipo de colagénio e o dominio.
A presenca da glicina, o mais pequeno dos 20 aa que constituem as proteinas, a cada
terceira posicdo é essencial, uma vez que um aminoacido (aa) maior ndo iria caber no
espaco restrito no centro da hélice tripla. As posi¢cdes X e Y costumam estar ocupadas com
prolina e hidroxiprolina, respetivamente, que sdo dois aa que conferem estabilidade a
hélice tripla (14, 16, 20).

Figura 3- Estrutura em tripla hélice do
colagénio. Adaptado de (20)

Na literatura € possivel encontrar varios artigos que mencionam as diversas aplicagées
do colagénio como biomaterial. Na &rea da medicina, o colagénio € bastante utilizado na
engenharia de tecidos, uma vez que apresenta uma excelente biocompatibilidade, e
também na cicatrizacdo de feridas, promovendo a prolifera¢éo de fibroblastos e acelerando
0 processo de cicatrizacéo, exercendo influéncia em todas as fases do processo. Por outro
lado, recentemente tem sido demonstrado que o colagénio podera ser uma boa opcao para
a distribuicdo de farmacos, sendo utilizado na forma de filmes, esponjas, geles, pellets e
nanoparticulas (21, 22). Na area da medicina estética € possivel encontrar o colagénio em

preenchimentos dérmicos e na area da cosmética tem sido utilizado em scaffolds para



substituir a pele, hidrogeles e cremes e até pode ser utilizado como agente espessante (23,
24).

Danila et al (25) formularam e caracterizaram vérias emulsées O/A com colagénio
hidrolisado e misturas de Oleos vegetais. A percentagem de colagénio em todas as
formulacdes era 1%, a fase hidr6foba consistia em misturas de 6leos de coco, améndoa,
jojoba e abacate (em razbes diferentes) e a fase aquosa era composta por agua de
lavanda. Para além disso, adicionaram um emulsionante (monoestearato de glicerol e
estearato de potassio) em concentracdes que variavam entre 4-5%, um agente espessante
(goma xantana, gama de concentracdes 0,2-1%), e como conservantes duas misturas
diferentes, uma de 6leos essenciais (liméo e lavanda) e outra denominada Cosgard (alcool
benzilico, acido salicilico, glicerol e acido ascoérbico). Apds andlise das propriedades
fisico-quimicas destas formulagbes chegaram a conclusdo de que estas emulsdes
apresentavam um comportamento reologico pseudoplastico e tixotrépico, o pH
encontrava-se dentro do intervalo de pH da pele e durante 6 meses ndo demonstraram
gualquer tipo de separacdo, sendo adequadas para formulagdes utilizadas em produtos

cosméticos para a pele.

Danila et al (26) prepararam e caracterizaram emulsdes O/A com colagénio hidrolisado
(1%) e diferentes concentracdes de 6leos vegetais e manteigas, cafeina, extrato de folha
de hera e 6leo essencial de pimenta rosa. Um dos objetivos deste estudo era avaliar o
potencial anti-celulitico destas preparacfes. Todas as emulsdes que eles obtiveram
demonstraram ser estaveis, o pH correspondia ao pH natural da pele e apresentaram
propriedades reoldgicas adequadas, tornando estas emulses apropriadas para serem

aplicadas na pele e poderem ser usadas para combater a celulite.

Com o intuito de avaliar se o colagénio podera ser usado para acelerar a proliferacao
de fibroblastos, Udhayakumar et al (27) desenvolveram cremes com colagénio e
Quitosano, 0,3% de goma xantana, 2% de glicerol e 16% de lanolina. Apés varios ensaios
in vitro e in vivo chegaram a conclusao de que o creme possuia um bom comportamento
reoldgico, boa espalhabilidade e estabilidade, e promovia a re-epitelizacao, deposi¢éo de
colagénio e contracdo da ferida quando aplicado em feridas de espessura total e excisao

aberta.

O elevado potencial do colagénio como biomaterial tem levado a um aumento da sua
investigacdo e da sua utilizacdo na industria cosmética e farmacéutica. Na Figura 4, é
possivel observar o crescimento do nimero de artigos sobre colagénio publicados durante

0 século 21, passando de 5273 artigos em 2000 para 12707 artigos em 2021 (os dados



utilizados foram obtidos a partir de uma pesquisa na ISI Web of Knowledge™ utilizando o

termo “collagen”).
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Figura 4- Artigos sobre colagénio publicados ao longo dos ultimos 21 anos (século 21). Os
dados foram recolhidos através de uma pesquisa na I1SI Web of Knowledge ™ utilizando o termo
“collagen”.

O colagénio pode ser obtido através de fontes animais, como bovinos e suinos, seres
humanos ou organismos marinhos, como peixes, esponjas e medusas (28-32). Este tipo
de proteinas também pode ser obtido através de fontes sintéticas. O’Leary et al (33)
desenvolveram um colagénio sintético, comercialmente conhecido como KOD, cuja
sequéncia peptidica € (Pro-Lys-Gly).(Pro-Hyp-Gly)s(Asp-Hyp-Gly)s. Esta proteina sintética
€ composta por 36 aa e é capaz de se auto-organizar em nanofibras com tripla hélice e
hidrogeles, tendo sindo descoberto para evitar problemas imunoldgicos. Outra fonte
sintética de colagénio tem sido desenvolvida através de tecnologia recombinante, a fim de
produzir colagénio sem contaminantes, com elevada qualidade e derivado de animais (31).
Algumas vantagens e desvantagens das diferentes fontes de colagénio encontram-se

descritas na Tabela 1.



Tabela 1- Algumas vantagens e desvantagens das diferentes fontes de colagénios. Adaptado de (31, 34, 35)

FONTE VANTAGENS DESVANTAGENS

Fontes Naturais

Animais Terrestres Biocompatibilidade Ap6s uso prolongado,
) podem tornar-se
Baixo custo alergénicos

Facilidade de acesso Existe variabilidade entre

lotes

Possivel transfecéo de

doencas
Animais Marinhos N&o harisco de transmissdo A extracdo do colagénio é
de doencas complexa, demorada e cara

Considerado como GRAS* O rendimento obtido é mais
pela FDA** baixo do que outras fontes

Matéria-prima barata

Metabolicamente
compativel

Baixa resposta inflamatoria

Maior absorcéo devido a
baixo peso molecular

Fontes Sintéticas

Tecnologia Recombinante N&o causa inflamacéo Elevado custo

Possibilidade de obtencdo Baixo rendimento
de tipos de colagénios

TS COMTLITS Falta de cofatores e

enzimas no sistema
dificulta a formacéao estavel
de colagénios biofuncionais
e bioativos

GRAS* - Generally recognized as safe

FDA** - Food and Drug Administration

O colagénio também pode ser utilizado na sua forma hidrolisada, que consiste em
pequenos péptidos com baixo peso molecular (0,3 a 8 kDa) produzidos através do
colagénio nativo presente nos 0ssos, pele e tecido conectivo de varios animais (por
exemplo, bovinos, porcos e peixes) ou pode ser obtido industrialmente, através de gelatina.
Devido ao seu baixo peso molecular, o colagénio hidrolisado é facilmente digerido,

absorvido e distribuido no corpo humano (36, 37). Quando é administrado oralmente, o
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colagénio hidrolisado, sob a forma de péptidos de colagénio ou aa livres, é absorvido para
a corrente sanguinea e distribuido pelo corpo humano, principalmente pela derme, onde
permanece até 14 dias. Na derme, esta proteina atua por um mecanismo de dupla acéo:
a) os aa livres servem de suporte para a formacao de colagénio e fibras de elastina; b) os
oligopeptideos de colagénio estimulam a producédo de novo colagénio, elastina e acido

hialurénico (38).

1.3. Regeneracao da Pele

Os ferimentos cutadneos representam um grande problema de saude devido a um
namero crescente de condi¢des fisiopatoldgicas e traumas (39). De acordo com a US
Wound Healing Society, uma ferida pode ser descrita como o resultado de uma perturbacao
da fungéo e estrutura anatdmica normal da pele, resultante de danos fisicos ou térmicos
ou como consequéncia da presenca de uma condi¢cdo médica ou fisiolégica (40, 41). Tendo
em conta a duragcdo do processo de reparacdo, uma ferida pode ser classificada como

aguda ou cronica.

As feridas agudas sdo caracterizadas pela sua capacidade de cicatrizar
completamente, com a minima formag&o de cicatrizes, dentro do periodo previsto,
normalmente de 8 a 12 semanas. Estes tipos de feridas resultam de ferimentos mecanicos,
devido a fatores externos, como abrasdes e rasgdes, ou ferimentos perfurantes e
procedimentos cirdrgicos. Neste tipo de feridas também estdo incluidos os ferimentos
guimicos e queimaduras, que resultam da exposicdo a radiacéo, eletricidade, produtos

qguimicos corrosivos e fontes térmicas (40).

As feridas crénicas, contrariamente as feridas agudas, nao cicatrizam ao fim de 12
semanas e podem ocorrer novamente. Estas feridas séo incapazes de cicatrizar devido a
danos frequentes nos tecidos ou condicdes fisioldgicas inerentes, tais como diabetes e
doencas malignas, tratamento primario inadequado, infecdes persistentes e outros fatores

relacionados com o paciente (40).

As feridas também podem ser classificadas consoante o nimero de camadas e area
da pele afetadas. Se o ferimento atingir apenas a superficie da epiderme, estamos perante
uma ferida superficial, enquanto se o ferimento abranger tanto a epiderme como as
camadas mais profundas da derme, incluindo os vasos sanguineos, glandulas sudoriparas
e foliculos pilosos, denomina-se ferida de espessura parcial. Por dltimo, feridas de

espessura total atingem tecidos mais profundos e a hipoderme (40, 42, 43).



A cicatrizacado €, portanto, um processo importante, porém complicado, que se divide
em 4 fases sequenciais e sobreponiveis (Figura 5). As fases da cicatrizacdo séo a
hemostasia, a inflamacéo, a proliferacdo e a maturagdo/remodelagcédo (44). Qualquer
interrupcdo durante o processo de cicatrizagdo pode resultar em cicatrizagdo anormal,

feridas cronicas e eventuais cicatrizes (45).
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Figura 5- As diferentes fases da cicatrizagdo. (A) Hemostasia; (B) Inflamacéo; (C) Proliferacao; (D)
Maturacdo/Remodelacdo. Cada fase da cicatrizagdo € caracterizada por eventos celulares e
moleculares importantes, que sdo coordenados por varios fatores reconhecidos e libertados pelas
células envolvidas na resposta a um ferimento. Alguns desses fatores estdo representados nesta
imagem. PDGF- Fator de crescimento derivado de plaquetas; TGF- Fator de transformacdo do
crescimento; FGFs- Fator de crescimento de fibroblastos; IL-1- Interleucina-1; TNF-Fator de necrose
tumoral; IGF- Fator de crescimento semelhante a insulina; IFN- Interferdo; VEGF- Fator de
crescimento endotelial vascular; HGF- Fator de crescimento de hepatécitos; MMPs-
Metaloproteinases da matriz; TIMPs- Inibidores teciduais de metaloproteinases. Adaptado de (53)

1.3.1. Hemostasia

A hemostasia é a primeira fase da cicatrizacédo, que ocorre alguns segundos apés a
lesdo. Inicia-se com uma hemorragia que permitira expulsar bactérias e/ou antigénios do

local da ferida (40). De seguida, verifica-se uma agregacao de plaquetas que irdo participar



na formacdo do coagulo e irdo induzir a libertacdo de varias citocinas, hormonas e
quimiocinas (46-48). Ao mesmo tempo, ocorre vasoconstricdo dos vasos sanguineos
afetados, de modo a reduzir a perda excessiva de sangue, seguida de vasodilatacdo de
outros vasos sanguineos mais pequenos que irdo permitir o afluxo de leucécitos, glébulos
vermelhos e proteinas plasmaticas (48-50). Por fim, as plaquetas interagem com recetores
do colagénio para formar o coagulo inicial e atraem células inflamatérias (como neutroéfilos,

macroéfagos e leucdcitos) que iniciardo o processo de inflamacao (48, 50).

1.3.2. Inflamacéo

A inflamacao ocorre quase em simultdneo com a hemostasia (40) e pode ser dividida
em 2 fases distintas. A primeira fase corresponde ao recrutamento de neutréfilos e a
segunda fase envolve o aparecimento e transformacéo dos mondcitos (50). Os neutrofilos
estdo presentes no local da ferida durante 2 a 5 dias e removem microbios invasores e
tecido necrético, devido a sua capacidade fagocitica e de secrecdo de proteases (40, 50,
51). Os mondcitos aparecem 24 horas depois do ferimento ter ocorrido e transformam-se
em macréfagos, de maneira a poderem eliminar microrganismos, removem restos de
tecidos, destroem os neutrdfilos restantes e podem ativar a proxima fase da cicatrizacao,

estimulando a angiogénese e a granulacao tecidual (52-54).

1.3.3. Proliferagcéo

Na fase proliferativa inicia-se a re-epitelizacéo, na qual ocorre proliferacéo e influxo de
gueratinécitos dos limites da ferida, protegendo o local da infecéo e dessecacdo. Durante
esta fase ha movimentacao de fibroblastos para o local do ferimento, os quais irdo participar
na formacédo da matriz extracelular, através da producéo de colagénio, glicosaminoglicanos
e proteoglicanos. Para além disso, os fibroblastos também estdo envolvidos na formacgéo
do tecido de granulacdo, do qual também fard parte novos vasos sanguineos e colagénio
do tipo Ill. Alguns fibroblastos diferenciam-se em miofibroblastos, cuja fung&o é juntar as
bordas da ferida aberta. Por fim, ocorre também a formac&o de novos vasos sanguineos,
processo denominado por angiogénese. Esta fase pode prolongar-se durante varias
semanas (40, 48, 50, 51, 53, 54).
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1.3.4. Maturacdo/Remodelacéo

A Ultima fase da cicatrizacdo € denominada maturacdo ou remodelacéo. Esta fase
pode durar varios anos até estar concluida. Primeiramente, a maior parte das células
endoteliais, macrofagos e miofibroblastos sofrem apoptose ou abandonam o local da ferida.
Enquanto a ferida sofre maturacdo, alguns componentes da matriz sofrem alteracoes,
nomeadamente o colagénio tipo Ill formado na fase proliferativa é agora alterado para
colagénio tipo |, aumentando a resisténcia a tracdo. Passado algum tempo, os
miofibroblastos restantes irdo promover a contragdo da ferida e, finalmente, a angiogénese
e o fluxo sanguineo diminuem e a atividade metabdlica abranda ou para completamente
(40, 47, 48, 53, 54).

1.4. Preparacdes semissolidas para aplicacdo cutanea

Segundo a Farmacopeia Portuguesa 9 (55), as preparagfes semissolidas cutaneas
sdo formuladas com o intuito de promoverem a libertacdo local ou transdérmica das
substancias ativas (s.a.), sendo também utilizadas devido a sua acdo emoliente ou
protetora. Estas preparacdes apresentam aspeto homogéneo e sdo constituidas por um
excipiente, simples ou composto, no qual sdo dissolvidos ou dispersos um ou varios

farmacos.

Os excipientes utilizados podem ser obtidos de fonte natural ou sintética e podem ser
monofasicos ou multifasicos. Dependendo da natureza do excipiente, a prepara¢édo pode
ter propriedades hidréfobas ou hidréfilas. A preparacdo pode ainda ser constituida por
outros excipientes apropriados, tais como agentes antimicrobianos, estabilizantes,

emulsificantes, antioxidantes, espessantes e promotores de absorcéo.

A administracdo cutanea € uma via utilizada quando se pretende obter uma agéo
tépica, mais ou menos profunda, e apenas em casos muito particulares se recorre a esta

via para se obter uma absorc¢éo sistémica da substancia ativa (56).
Podem distinguir-se diferentes tipos de preparagfes semissdlidas cutaneas:

= Pomadas,

= Cremes,
= Geles,
= Pastas,

= Cataplasmas,
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= Emplastros Medicamentosos.

Consoante a sua estrutura, as pomadas, 0s cremes e 0s geles apresentam geralmente
um comportamento viscoeléstico e as propriedades dos fluidos ndo newtonianos, por
exemplo, de tipo plastico, pseudoplastico ou tixotrépico (55). Os cremes e 0s geles sdo 0s
sistemas semissolidos mais utilizados como produtos cosméticos, devido as suas

caracteristicas, como viscosidade, textura e compatibilidade com os tecidos cutaneos.

1.4.1. Cremes

Os cremes sdo emulsdes semissolidas que contém substancias medicamentosas
dissolvidas ou suspensas nas suas fases aquosa ou oleosa (56). As emulsbes sao,
atualmente, um dos veiculos mais utilizados na elaboracao de produtos cosméticos, uma

vez que sao bastante compativeis com a pele e tém um custo relativamente baixo (57).

As emulsdes simples sdo sistemas heterogéneos compostos por duas fases, sendo
uma designada como interna, dispersa ou descontinua e a outra como externa, dispersante
ou continua. Ainda existe um terceiro componente designado agente emulsivo, o qual
tornard a emulsao mais estavel. Considerando a hidrofilia ou lipofilia da fase externa, estes
sistemas podem ser classificados como hidréfilos (6leo em agua (O/A)) ou lipéfilos (agua
em 6leo (A/O)). As emulsdes multiplas sdo sistemas heterogéneos mais complexos, nos
guais ambos os tipos de emulsfes simples coexistem simultaneamente, na presenca de
dois agentes emulsivos, um hidréfilo e outro lip6filo. As emulsdes multiplas podem ser do
tipo A/O/A ou O/A/O (56, 58). Na Tabela 2 estdo representadas algumas vantagens e

desvantagens das emuls6es multiplas.
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Tabela 2- Vantagens e Desvantagens das emuls@es mdltiplas como veiculos utilizados na administracéo topica

de farmacos. Adaptado de (59-61)

VANTAGENS

DESVANTAGENS

Excelente capacidade de libertacdo controlada
da s.a.

Notavel biocompatibilidade

Totalmente biodegradavel e baixa producao de
compostos toxicos derivados da degradacéo do
veiculo

Diminuicéo de resposta imune indesejada a s.a.

Instabilidade intrinseca
Estrutura complexa
Formulacdo complexa

Predispostas a vérias vias de degradacao

fisica

encapsulada

Capacidade de incorporar tanto s.a. hidrofilas
como hidréfobas

Protecéo do composto veiculado da
degradacéo ou inativagdo provocada por

fatores endégenos
Possibilidade de direcionamento de farmacos

Podem  ser utlizadas para  disfarcar

caracteristicas organoléticas dos farmacos

1.4.2. Geles

De acordo com a Farmacopeia Portuguesa 9 (55), os geles sao constituidos por
liquidos gelificados com agentes gelificantes apropriados, que formam uma rede
tridimensional (56). Os geles lipofilos (oleogeles) s@o preparacdes cujo excipiente €
geralmente constituido por parafina liquida adicionada de compostos polietilénicos, ou
Oleos gordos gelificados pela silica coloidal ou sabdes de aluminio ou de zinco. Os geles
hidréfilos (hidrogeles) sdo preparagfes cujos excipientes sdo habitualmente a agua, a
glicerina e o propilenoglicol gelificados com agentes gelificantes apropriados, como o

amido, os derivados da celulose, os carbdmeros ou os silicatos de magnésio-aluminio (55).

Os hidrogeles correspondem a redes tridimensionais de polimeros hidrofilos (62). Este
tipo de geles tém vindo a ser bastante utilizados como veiculo para diferentes farmacos
devido a facilidade de fabrico e de aplicacéo (22). Os hidrogeles tém a capacidade de reter
diferentes percentagens de agua, mas eles préprios sdo insollveis. Por este motivo,
mantém-se a superficie da ferida e ndo se dissolvem. Estes geles estdo indicados para o
tratamento de feridas com pouca producado de exsudado e 0 seu uso é contraindicado em
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feridas infetadas e em Ulceras de origem arterial (62). Na Tabela 3 estdo representadas

algumas vantagens e desvantagens dos hidrogeles.

Tabela 3- Vantagens e desvantagens dos hidrogeles como veiculos utilizados na administragcdo tépica de
farmacos. Adaptado de (63)

VANTAGENS DESVANTAGENS

Baixo potencial de toxicidade Baixa resisténcia mecanica

Biocompatibilidade e elevada quantidade de Alguns hidrogeles ndo sao biodegradaveis
agua, permitem imitar propriedades naturais

_ Incompatibilidade com alguns farmacos
dos tecidos

Boa capacidade de hidratacao

Protecdo dos farmacos contra condicdes

ambientais severas

1.5. Objetivos

Este trabalho teve os seguintes objetivos:

= Desenvolvimento de preparagfes cutdneas, nomeadamente cremes e geles,
contendo colagénio para serem utilizadas na regeneracgéo da pele.
= Caracterizagdo fisico-quimica e posterior comparacdo das formulactes

desenvolvidas.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Matérias-primas e Equipamento

2.1.1. Matérias-primas

As matérias-primas utilizadas durante a realizacao deste trabalho experimental estdo

presentes na Tabela 4.

Tabela 4- Lista de matérias-primas utilizadas no trabalho experimental.

MATERIA-PRIMA LOTE ORIGEM
COLAGENIO NATIVO
(SOLUQAO) 101429 D-5 Acofarma
COLAGENIO
HIDROLISADO (PO) R2111494 FARMALABOR
AGENIE GEL@;FICANTE 8754000017 Guinama
PFC
BASE PFC® O/W 9127700011 Guinama
L20060137-OF-
TRIETANOLAMINA 241716 Fagron
KATHON® CG 0065778 Guinama
SPAN® 80 131982 Acofarma
VASELINA SOLIDA 181337-P-1 Acofarma

AGUA PURIFICADA

Laboratério de
Tecnologia
Farmacéutica




2.1.2. Equipamento

Os equipamentos utilizados durante a realizacdo deste trabalho experimental estao

presentes na Tabela 5.

Tabela 5- Lista de equipamentos utilizados no trabalho experimental.

EQUIPAMENTO FABRICANTE MODELO ORIGEM
BALANCA ANALITICA Mettler Toledo ME104 Suica
BALANCA ]
. Adventurer™ Ohaus® ARC120 China
SEMI-ANALITICA
PLACA DE AGITACAO L Magnetic Stirrer ) )
i Stuart Scientific Reino Unido
MAGNETICA Hotplate SM26
PLACA DE AGITACAO ) )
, Heidolph MR Hei-Tec Alemanha
MAGNETICA
PLACA DE AGITACAO
| IKA C-MAG HS 7 Alemanha
MAGNETICA
AGITADOR MECANICO Gako Gako Unguator Basic Alemanha
POTENCIOMETRO Hanna Instruments HI 2211 pH/ORP Meter Roménia
POTENCIOMETRO Crison® Basic 20 Espanha
CENTRIFUGA Eppendorf 5804 Alemanha
VISCOSIMETRO Thermo Haake ViscoTester 550 Alemanha
TEXTUROMETRO Stable Micro Systems TA-XT2i Reino Unido
; Konica Minolta Sensing, Chroma Meter
COLORIMETRO Japéo
Inc. Cr-400
BANHO DE AGUA AuxiLab S. L. Banho de 4gua Nahita Espanha
ESTUFA Memmert - Alemanha
APARELHO DE
. Sotax AG AT7 Suica
DISSOLUCAO
ESPETROFOTOMETRO Jasco V-650 Japéo
BOMBA DE VACUO Vacuubrand® ME 1C Alemanha
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2.2. Métodos

2.2.1. Preparacao dos cremes O/A e A/O/A e do gele hidrofilo

Este trabalho foi dividido em 3 fases. Numa fase inicial foram preparados cremes
simples O/A, cujas férmulas se encontram descritas na Tabela 6, fundindo a base PFC®
em banho de &gua a 70°C, enquanto se aquecia a dgua com o Kathon® CG a mesma
temperatura. De seguida, adicionou-se a fase aquosa a fase oleosa, agitando
continuamente, posteriormente retirou-se a capsula do aquecimento, continuando a agitar
manualmente até completo arrefecimento. Por fim, adicionou-se 5% (m/m) de colagénio e
agitou-se até aspeto homogéneo, tendo esta formulagdo sido designada de C1. Foi
também preparado, nas mesmas condi¢des, um creme base sem colagénio. Os cremes
foram acondicionados num recipiente de plastico. O colagénio utilizado na fase inicial do

trabalho encontrava-se na forma de solugéo.

Na férmula C2 foi adicionado 1,24% (m/m) de trietanolamina (TEA) para ajustar o pH,
uma vez que a férmula C1 apresentou um baixo valor de pH (os resultados encontram-se
na seccao 2.3.3.). Na férmula C3 a quantidade de TEA foi reduzida para 0,6% (m/m).
Posteriormente, a formulagdo C3 foi adicionado 0,2% (m/m) de gelificante PFC® na
tentativa de melhorar a respetiva consisténcia, tendo esta formulacdo sido designada como
C3_1.
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Tabela 6- Composicao dos cremes O/A contendo colagénio.

MATERIA-PRIMA QUANTIDADE (%)
C1
FASE OLEOSA Base PFC® 20,0
Kathon® CG 0,2
FASE AQUOSA Colagénio 50
Agua Purificada g.b.p. 100,0
C2
FASE OLEOSA Base PFC® 20,0
Kathon® CG 0,2
Colagénio 50
FASE AQUOSA
TEA 1,24
Agua Purificada g.b.p. 100,0
C3
FASE OLEOSA Base PFC® 20,0
Kathon® CG 0,2
Colagénio 50
FASE AQUOSA
TEA 0,6
Agua Purificada g.b.p. 100,0

O gele hidrdfilo, cuja formula esta descrita na Tabela 7, foi preparado por disperséo
do gelificante PFC® na 4gua, onde previamente foi dissolvido o colagénio e o Kathon® CG,
a temperatura ambiente. De seguida, foi adicionada, agitando continuamente, a TEA gota
a gota até pH neutro. Por fim, acondicionou-se o gele num recipiente de plastico. E
importante mencionar que inicialmente foi adicionado 0,5% (m/m) de gelificante PFC®, no
entanto, verificou-se que ndo ocorreu gelificagdo, nem apos a adicdo de TEA nem ao fim
de 48h de repouso, por isso, decidiu-se aumentar a quantidade de gelificante PFC® para
1% (m/m).
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Tabela 7- Composicao do gele hidréfilo contendo colagénio.

MATERIA-PRIMA FUNCAO QUANTIDADE (%)
Gl
COLAGENIO Ingrediente Ativo 5,0
GELIFICANTE PFC® Agente Gelificante 1,0
KATHON® CG Conservante 0,2
TEA Agente Neutralizante g.b.p. pH 7,0
AGUA PURIFICADA Solvente/dispersante g.b.p. 100%

Numa segunda fase, foram preparados cremes A/O/A através do método da dupla
emulsificacdo. Inicialmente procedeu-se a fusdo da base PFC® juntamente com o
SPAN® 80 em banho de agua a 50°C. Ao mesmo tempo, agueceu-se uma parte da agua
com o colagénio @ mesma temperatura. A fase aquosa foi adicionada a fase oleosa,
agitando continuamente. Entretanto, a fase aguosa externa, na qual estava presente o
Kathon® CG e a TEA, foi também colocada em banho de agua a 50°C. Por fim,
adicionou-se esta fase aquosa externa a emulsdo simples A/O formada previamente,
agitando manualmente até completo arrefecimento. O creme preparado foi acondicionado
num recipiente de plastico. A formula do creme A/O/A esta representada na Tabela 8.
O colagénio utilizado encontrava-se sob a forma de solugdo. Neste caso, também foi
adicionado 0,2% e 0,5% (m/m) de gelificante PFC® a férmula C4 para tentar obter
preparagdes com uma melhor consisténcia, sendo referidas ao longo do trabalho como

férmulas C4_1 e C4_2, respetivamente.

Tabela 8- Composicao do creme A/O/A contendo colagénio.

MATERIA-PRIMA FUNCAO QUANTIDADE (%)
o7}
Colagénio Ingrediente Ativo 50
FASE AQUOSA i
Agua Purificada Solvente/Fase interna 12,5
Base PEC® FaseEOIeIo§a eo,?g\ente 20,0
FASE OLEOSA mulsivo
SPAN® 80 Agente Emulsivo A/O 2,5
Kathon® CG Conservante 0,2
FASE AQUOSA .
EXTERNA TEA Agente Neutralizante 0,6
Agua Purificada Fase externa g.b.p. 100,0
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Numa fase posterior, foram preparados 2 cremes A/O/A semelhantes a formulacao
C4_2, no entanto, um foi preparado sem a adicdo de colagénio (C5_1B) e o outro foi
preparado com colagénio hidrolisado em p6 (C5_1). A formulacdo C5 1 foi ainda
homogeneizada no agitador mecéanico Unguator, pois apds a dispersdo do gelificante no
creme verificou-se a presenca de uns grumos e, portanto, foi necessario misturar o creme

durante 2 minutos a 1200 rpm.

2.2.2. Caracterizacao das formulacdes

2.2.2.1. Analise Organolética

A analise das caracteristicas organoléticas permite ao consumidor obter uma nog¢ao
inicial da qualidade da preparacdo. Se a preparacgdo tiver caracteristicas organoléticas
favoraveis, isso pode levar, por parte do consumidor, a uma maior adesao ao tratamento
ou a escolha de um determinado produto cosmético em detrimento de outro (64). Qualquer
individuo, apés aplicagdo de uma formulagdo semissolida na pele, ira submeté-la,

involuntariamente, a uma analise visual, olfativa e tatil (65).

Apesar de ser uma andlise bastante simples, quaisquer problemas detetados na
homogeneidade e/ou no aspeto da preparacao sao indicativos imediatos, acessiveis e
quase sempre seguros de problemas que podem ter ocorrido durante o processo de
producdo das formulacdes ou problemas nas matérias-primas utilizadas (66). Assim, é
importante avaliar as caracteristicas organoléticas das formula¢des ao longo do tempo para
assegurar que nao sofreram alteracfes que possam afetar a estabilidade e a qualidade da

preparacdo final (64).

Esta avaliacdo foi realizada imediatamente ap6s a preparagéo dos cremes e do gele
G1, sendo que no caso dos cremes C5_1 e C5_1B a mesma analise foi também realizada

ao fim de 15 semanas de armazenamento a temperatura ambiente (20 + 1°C).

2.2.2.2. Andlise da Cor

A cor € um fendmeno de percec¢édo visual, possibilitado pelo facto de a luz ser refletida
ou refratada da superficie de objetos. Tendo em conta que este parametro pode ser
interpretado de maneira diferente por cada pessoa, foram estabelecidos padrdes que

eliminam estas variacdes e diferentes interpretactes (67).
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Uma vez que o proposito deste método espetrofotométrico € definir as caracteristicas
cromaticas das preparacdes semissolidas, foram analisados dois parametros: a
luminosidade e o parametro Chroma. Para tal foi utilizada uma escala definida pela
representacdo Cartesiana de 3 eixos ortogonais: L* representa a Iluminosidade
(L* = 0 — preto; L* = 100 — branco); a*, representa uma escala cromatica entre o verde e 0
vermelho (a* < 0 — verde; a* > 0 — vermelho); b*, representa uma escala cromatica entre o

azul e o amarelo (b* < 0 — azul; b* > 0 — amarelo) (Figura 6) (68, 69) .

Branco

Preto

Figura 6- Representacdo do espago cromatico
L*a*b*. Adaptado de (69)

O parametro Chroma, C*, que representa a intensidade da cor é calculado através da

equacéao 1 (68).

C* = \J(a**+b*?) Equagdo 1

A determinacdo da cor das amostras C3, C3_1, C4, C4_1 e C4_2 ao longo de 4
semanas e das amostras C5_1 e C5_1B foi realizada ao longo de 15 semanas com o
auxilio do colorimetro Konica Minolta Chroma Meter 400 (Japéo) (Figura 7) e do software
SpectraMagic NX. Duas amostras de cada formulacédo foram colocadas numa placa de
Petri, sendo a cor lida duas vezes, perfazendo um total de quatro medi¢cbes para cada
preparacdo (C5_1 e C5_1B).
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Figura 7- Colorimetro Konica
Minolta Chroma Meter 400
(Japéo).

2.2.2.3. Avaliacéo do pH

A determinacéo do pH das preparacdes para aplicacao cutanea € bastante importante,
uma vez que estas deverdo apresentar um valor compativel com a zona do corpo onde
serdo aplicadas (65). O pH cutaneo pode oscilar entre 5,5-7 e é estabelecido por um
sistema tampao de acido lactico/lactato, pelos acidos gordos das glandulas sebéaceas,
pelos elementos acidos da queratina e pelos acidos dicarboxilicos do suor (56). O pH da
pele poderd variar ligeiramente devido a influéncia de fatores enddégenos, como a idade, o
sexo, o local anatomico e a predisposi¢do genética, ou fatores exégenos, como produtos

cosméticos ou tépicos (70-72).

As alteracdes nos valores de pH durante o processo de cicatriza¢do tém sido descritas
na literatura. Consoante a progresséo da cicatriza¢cdo, o pH comeca a diminuir de alcalino
para neutro ou até acidico. Na literatura tem sido descrito que um ambiente mais acidico
tem varios beneficios para o processo de cicatrizacdo, induzindo a uma maior proliferacao
de fibroblastos, promovendo a re-epitelizacao e a angiogénese e controla a colonizagéo de
bactérias (73). Na literatura esta comprovado que a estabilidade do colagénio diminui em
ambientes muito acido ou muito basicos (74). Portanto, neste caso, é necessario assegurar
que o pH das preparacdes desenvolvidas neste trabalho se encontra dentro do intervalo

de valores adequados para a pele.

O pH das formulag6es foi medido, em triplicado, com o auxilio do potenciémetro Hanna
Instruments 2211 (Figura 8). O pH das formulag¢des provisoérias C1, C2, C3, C3_1, C4,
C4_1, C4_2 e G1 foi analisado 1 semana apdés a preparagdo e o das formulacdes C5_1 e
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C5_1B ao fim de 1 e 15 semanas de armazenamento para avaliar a estabilidade destes

cremes.

Figura 8- Potenciémetro Hanna Instruments 2211
(Roménia).

2.2.2.4. Ensaio de Estabilidade Acelerada por Centrifugacéo

A estabilidade de uma preparacdo é estabelecida pela sua capacidade de resistir a
alteracdes quimicas e/ou fisicas (75). As formulag6es desenvolvidas para aplicacéo tépica
poderdo apresentar problemas especificos de estabilidade, devido a varios fatores como a
composicao da formulagdo, a viscosidade, as condi¢cbes ambientais, entre outros (76).
Assim, € necessério realizar ensaios de estabilidade adaptados ao tipo de amostra que
estamos a analisar, de modo a detetar quaisquer alteragbes nas caracteristicas da
preparacao (75, 77).

Neste trabalho recorreu-se ao ensaio de estabilidade acelerada por centrifugagéo, no
gual é aplicada uma forca gravitica extrema sobre o produto. A centrifugacao ira gerar
stresse na amostra, simulando um aumento da for¢a de gravidade e consequente aumento
da movimentagdo das particulas, tornando possivel antecipar problemas de instabilidade
da amostra em estudo. Esta instabilidade pode manifestar-se sob a forma de precipitacéo,
formacao de sedimento compacto (caking), separacgéo de fases, coalescéncia, entre outros
(77).

23



Neste ensaio, as formula¢des foram submetidas a dois ciclos de centrifugacéo de 30
minutos a 3000 rpm e, para o efeito, foi utilizada a Centrifuga Eppendorf 5804 (Figura 9).
No fim as amostras foram submetidas a uma avaliacdo visual para verificar se existiam
problemas de instabilidade. O ensaio de estabilidade acelerada por centrifugacao foi

efetuado apds terem sido preparadas as formulagdes.

Figura 9- Centrifuga Eppendorf 5804 (Alemanha).

2.2.25. Teste de Oclusdo

Existem vérios fatores que contribuem para o estado de hidratagéo do estrato corneo,
como a quantidade de agua presente nesta camada, a velocidade de evaporacdo, a
gueratinizacdo, o transporte de 4gua das camadas inferiores e a composi¢éo e quantidade
das preparacg6es dermofarmacéuticas e cosméticas que sdo aplicadas na pele. Assim, para
evitar a desidratagéo, a integridade da barreira cutdnea devera ser mantida através de
diferentes mecanismos de hidratacdo, tais como a humectacdo, a hidratacdo ativa e a

ocluséo (78).

O mecanismo de oclusdo consiste na utilizacdo de substancias emolientes e
hidréfobas que, ao formarem uma pelicula protetora sobre a pele irdo impedir a perda de
agua por evaporacao (79). De modo a avaliar o efeito oclusivo e, indiretamente, o poder
hidratante e emoliente das preparac¢des desenvolvidas neste trabalho foi efetuado o teste
de oclusdo. Pesaram-se cerca de 5g de agua purificada em gobelés de 50 ml que foram
convenientemente tapados com papel de filtro. De seguida, foi espalhado 1g das
preparacdes em estudo no papel de filtro. Os gobelés foram depois colocados na estufa a
40°C durante 48h, sendo pesados apos arrefecimento depois de serem retirados da estufa.
A percentagem de perda de agua por evaporacao nos gobelés apds o periodo de 48h na
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estufa foi calculada. O mesmo procedimento foi adotado para avaliacdo do poder oclusivo

da vaselina, que é considerada o excipiente oclusivo de referéncia.

2.2.2.6. Ensaio Reoldgico

A Reologia corresponde ao capitulo da Fisica que estuda as condi¢des de fluidez e de
deformacdo da matéria, as quais dependem de vérios fatores (56). A avaliacdo das
caracteristicas reoldgicas das formulagbes semissolidas € bastante importante, pois ira
permitir estudar parametros importantes relativos a aceitabilidade das mesmas, tais como

a estabilidade e a qualidade (66).

A viscosidade de uma preparacéo traduz a sua resisténcia ao escoamento ou fluxo.
Assim, quanto maior a viscosidade, menor a velocidade com que o fluido se movimenta.

A viscosidade pode ser determinada, segundo a equagao:

n= ]3/ Equacéo 2

em gque n corresponde a viscosidade (Pa.s), T a tensdo de corte ou de cisalhamento

(Pa) e y a velocidade de corte (s?).

Os materiais podem ter um comportamento Newtoniano ou ndo-Newtoniano. Materiais
com comportamento Newtoniano apresentam viscosidade constante, a uma dada
temperatura, independentemente da for¢ca aplicada. Materiais com comportamento
ndo-Newtoniano demonstram uma alteracdo da viscosidade quando se altera a forca

aplicada.

Os materiais com comportamento ndo-Newtoniano podem ainda ser divididos em
plasticos, pseudoplasticos (ou reofluidificantes) e dilatantes (ou reoespessantes),
consoante o seu comportamento reolégico perante a aplicacdo de uma forca externa
(Figura 10) (80).

Um material plastico necessita de uma tensao de corte minima — tenséo de cedéncia
— para iniciar o escoamento, 0 que é possivel observar em varios cremes. Os materiais
reofluidificantes caracterizam-se pela diminuicdo da viscosidade aparente com o aumento
da tensdo de corte, a uma temperatura constante (comportamento das dispersoes,
emulsdes e suspensdes). Por fim, os materiais reoespessantes demonstram um aumento
da viscosidade aparente com o0 aumento da tensdo de corte. Este tipo de materiais fluem

a baixas tensdes de corte, contudo quando submetidos a tensdes de corte mais elevadas
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tornam-se menos fluidos (é o caso de pastas e composi¢cdes com elevada concentracao

de pigmentos) (65).

Plastico
Pseudo-plastico
| 7~ _ Fluido Newtoniano

Dilatante

Y

Figura 10- Representacdo grafica tensdo de corte (1) em
funcéo da velocidade de corte (y) de alguns comportamentos
reoldgicos. Adaptado de (79)

Se considerarmos a aplicacéo de uma tenséo de corte constante, os materiais podem
ainda ser classificados pelas suas alteragfes reoldgicas ao longo do tempo. Assim, existem
fluidos com tixotropia ou fluidos com reopexia (ou anti-tixotropia). Se a viscosidade
aparente diminuir com o passar do tempo, para uma tenséo de corte constante, entédo o
material apresenta um comportamento tixotrépico. Contrariamente, um comportamento
anti-tixotrépico caracteriza-se pelo aumento da viscosidade aparente ao longo do tempo,
para uma tensao de corte constante (81, 82). Num reograma, é possivel medir a tixotropia
observando a area de histerese, ou seja, a area entre as curvas ascendente e descendente

do reograma.

Em preparagfes semissolidas é importante avaliar o comportamento tixotrépico, uma
vez que nos permite avaliar como sera o desempenho do produto quando for aplicado na
pele. Isto é, uma preparacdo com comportamento tixotropico tende a ser mais estavel
fisicamente, uma vez que é mais consistente, logo os constituintes da prepara¢éo nédo se
irdo separar facilmente. No entanto, no momento da aplicacéo do produto na pele, uma vez
gue estd a ser aplicada uma tenséo, este ficard mais fluido, facilitando o processo de
espalhamento. Apos terminar a aplicacao, a preparagao recupera a sua viscosidade inicial,

evitando o derrame do produto para outras areas do corpo (65, 75).

Neste trabalho, a determinacdo da viscosidade foi realizada recorrendo a um
viscosimetro de cilindros concéntricos Thermo Haake VT-550 (Figura 11). O ensaio foi

realizado a duas temperaturas diferentes, 20 + 1°C para simular a temperatura ambiente
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de armazenamento e 32 + 1°C para simular a temperatura aquando da aplicacdo do
produto na pele (83), com leituras sistematicas de velocidades de corte de 1 st até
100 s?, com 10 etapas ascendentes e 10 etapas descendentes, com um tempo de
estabilizagdo da temperatura de 900 segundos. As preparacdes semissolidas foram

analisadas ao fim de 1,5 e 15 semanas.

Figura 11- Viscosimetro Thermo Haake VT-550
(Alemanha) com a respetiva sonda utilizada neste ensaio.

2.2.2.7. Andlise da Textura

A textura compreende todas as caracteristicas fisicas que € possivel percecionar pelo
sentido do tato, que estéo relacionadas com a deformacéo provocada por uma for¢a e que
podem ser medidas em termos de tempo, forca e distancia. Estes parametros séo

importantes para a aceitabilidade do produto final por parte do consumidor (84).

A determinacdo da textura pode ser feita por avaliacdo sensorial, recorrendo a um
painel de peritos, ou por avaliacdo instrumental (85). A avaliacdo instrumental, recorrendo
a um texturémetro, consiste em ensaios mecanicos que permitem avaliar a adesividade e
a firmeza da preparacédo, sendo utilizada uma sonda que irda penetrar na amostra a uma
velocidade e distancia pré-definidas, regressando a posicao inicial acima da superficie da

amostra (75).

Num grafico Forca versus Distancia (Figura 12), a forca méxima corresponde a
firmeza da preparacdo, sendo que, quanto maior for o valor da forca maxima, mais
consistente é a preparacdo. Ja a adesividade pode ser determinada pelo calculo da area
negativa, uma vez que esta area corresponde a energia necessaria para fazer com que a

sonda regresse a posi¢ao inicial.
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Figura 12- Gréfico da Forca (N) versus
Distancia (mm). A Forga méaxima corresponde
a firmeza e a area negativa (verde)
corresponde a adesividade.

Neste trabalho foi utilizado o texturémetro Stable Micro Systems TA-XT2i (Figura 13)

e 0 ensaio foi realizado em modo de compressédo com as seguintes condic¢oes:

* Velocidade de teste: 3 mm.s?
» Distancia de penetragdo: 5 mm
= Célula de carga: 5 kg

= Trigger Force: 0,049 N

» Sonda: Sonda cilindrica Lap Perspex 25 mm diametro

Este ensaio foi realizado em triplicado, a temperatura ambiente (20 + 1°C) e a
32 + 1°C, ao fim de 1, 5 e 21 semanas, com o intuito de estudar o efeito do tempo de

armazenamento na textura e estabilidade das preparagdes em estudo.
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Figura 13- Texturémetro Stable Micro Systems TA-
XT2i (Reino Unido) com a sonda utilizada no ensaio
da andlise da textura.

2.2.2.8. Anadlise da Espalhabilidade

A espalhabilidade refere-se a extensdo da area em que uma formulagéo semissolida
se espalha quando é aplicada na pele ou noutras superficies, determinando varias
propriedades como a facilidade de aplicacéo, a facilidade de remogé&o da embalagem, a

transferéncia da dosagem correta para o local alvo e a preferéncia do consumidor (86, 87).

O ensaio da espalhabilidade foi realizado utilizando o texturometro Stable Micro
Systems TA-XT2i com a sonda TTC Spreadibility Rig (HDP/SR) (Figura 14), composta por
um cone masculino e feminino. O cone feminino é preenchido com a preparagédo em estudo
e 0 ensaio é executado no modo de compreensdo com uma velocidade de 3 mm.se uma
distancia de penetragdo de 23 mm. A analise foi feita em duplicado, a 32 + 1°C para as
formulagdes em estudo, ao fim de 1 e 21 semanas. Através deste ensaio foi possivel
analisar a consisténcia dos cremes C5_1 e C5_1B.
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Figura 14- Texturémetro Stable Micro
Systems TA-XT2i com a sonda TTC
Spreadibility Rig (HDP/SR).

2.2.2.9. Quantificacdo do colagénio

Uma vez que o colagénio € uma proteina, foi necessario utilizar o Thermo Scientific

Pierce™ BCA Protein Assay Kit para realizar o ensaio de doseamento do mesmo.

O ensaio da proteina BCA baseia-se no acido bicinconinico (BCA) para a detecdo
colorimétrica e quantificagdo das proteinas totais presentes na amostra. O primeiro passo
da reacéo é conhecido como reacéo de biureto, na qual a proteina reduz o cobre de Cu?*
para Cu'* em condicdes alcalinas. No segundo passo, duas moléculas de BCA reagem
com um ido cobre (1) formando um complexo roxo que ir4 absorver a 562 nm (Figura 15)
(88, 89).
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Passo n"1.

Proteina + Cu? _OH _ Cu®

© O
-00¢ ON_ ,NO coo-
Cu'*+ 2BCA —— cuf?
-00¢ ON'B(:A‘NO coo-
cu'

Figura 15- Representacado das reagdes que ocorrem no
ensaio da proteina BCA. Adaptado de (88)

A intensidade da cor produzida € proporcional ao numero de ligacdes peptidicas que
participam na reacéo. A velocidade com que a cor se forma depende da temperatura de
incubacao, do tipo de proteinas presentes na amostra e da quantidade de aminoacidos
(aa) reativos que as proteinas contém. Este ensaio tem a capacidade de detetar

concentracdes de proteinas desde 20 até 2000 pg/ml .

Para quantificar o colagénio, neste trabalho foram preparadas solu¢des padrdo de

colagénio com 6 concentragdes diferentes: 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 mg/ml.

Para a quantificacéo do colagénio presente nos cremes as amostras foram preparadas
em 2 passos: duas diluicBes sucessivas, uma com fator de diluicdo 1:20 e a seguinte com
fator de diluicdo 1:5. De seguida, utilizou-se uma bomba de vacuo e membranas de
0,45 um para filtrar a dispersao, recolhendo-se o filtrado. Foram retirados 100 pul de filtrado
para diferentes tubos e adicionados 2000 pl de reagente BCA, sendo estes colocados
posteriormente num banho de agua a 37°C durante 30 minutos. Apds os 30 minutos, 0s
tubos de ensaio foram retirados do banho, aguardaram-se 5 minutos e procedeu-se a
leitura da Absorvancia a 562 nm do branco (Agua e reagente) e das amostras, recorrendo

ao Espetrofotdmetro UV-Vis Jasco V-650 (Japéo) (Figura 16).
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Figura 16- Espetrofotometro UV-Vis Jasco V-650 (Japéo).

2.2.2.10. Ensaio de Libertag&o in vitro

O ensaio de libertagé@o in vitro permite prever o comportamento da formulacdo em
relacdo a libertagdo da substancia ativa, ou seja, € possivel prever se todo o composto

sera libertado ou ndo, e o tempo que demorara a ocorrer a libertagao.

Este ensaio foi realizado no aparelho de dissolugdo Sotax AG AT7 (Figura 17), com
pa agitadora, a 37,0 + 0,5°C e a 50 rpm. Cada vaso foi preenchido com 250 ml de agua
purificada, onde foram mergulhados recipientes com 5g do creme A/O/A com e sem
colagénio, C5_1 e C5_1B, respetivamente. Neste ensaio foi também utilizado o creme O/A
com 0,5% (m/m) de gelificante PFC® contendo 5% de colagénio hidrolisado (referido como

férmula C3_2), para comparacao.

O ensaio foi realizado ao longo de 120 minutos, tendo sido recolhidas aliquotas de
5 ml para baldes de 50 ml a cada 15, 30, 45, 60 e 120 minutos. Posteriormente, os balbes
foram preenchidos com 4gua até perfazer 50 ml. De seguida, as amostras foram analisadas

por espectrofotometria a 562 nm, conforme descrito na sec¢ao anterior.
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Figura 17- Aparelho de dissolugdo Sotax AG AT7 com pés
agitadoras e recipientes com as amostras.

2.2.2.11. Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos ensaios do pH, textura e espalhabilidade foi efetuada no
Microsoft® Excel, recorrendo aos testes F (comparacdo de variancias), seguido do teste
t-Student (bicaudal), para avaliar a significAncia estatistica de quaisquer diferencas nos
resultados obtidos nos ensaios mencionados. As amostras foram analisadas utilizando um
nivel de significancia de 95% (0=0,05). Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente diferentes.

2.3. Resultados e Discussao

2.3.1. Analise Organolética

A andlise das caracteristicas organoléticas efetuada imediatamente ap0s a preparacéo
das formulagBes permitiu verificar que, de um modo geral, 0s cremes apresentaram aspeto
homogéneo, cor branca opaca e auséncia de odor. O creme C5_1 apresentou cor
ligeiramente mais amarelada e o odor caracteristico do colagénio hidrolisado. O gele G1
apresentou aspeto homogéneo, translicido e inodoro. Neste trabalho, é apenas
apresentado na Figura 18 o resultado da andlise organolética dos cremes C5_1 e C5_1B
(Base), ao fim de 15 semanas de armazenamento uma vez que estes corresponderam as
formulacdes finais e com as quais se prosseguiram os estudos de estabilidade. No caso
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destes cremes verificou-se que as caracteristicas organoléticas se mantiveram ao longo

do tempo.

Figura 18- Aspeto dos cremes C5_1 (esquerda) e C5_1B
(direita) ao fim de 15 semanas de armazenamento a
temperatura ambiente.

2.3.2. Andlise da Cor

As caracteristicas cromaticas das formula¢cdes semissélidas foram determinadas
conforme descrito previamente e 0s resultados obtidos estdo representados nas tabelas
seguintes, no caso das formulac¢des provisorias (C3, C3_1, C4, C4_1 e C4_2), e nos
gréficos das Figuras 19 e 20, no caso da formulag&o definitiva (C5_1) e da respetiva base

(C5_1B). No caso do gele G1 nao foi possivel avaliar a cor por este ser translucido.

Tabela 9- Luminosidade das preparacdes C3, C3_1, C4, C4_1 e C4_2 ao longo de 4 semanas. Os resultados
correspondem ao valor médio de 4 medi¢cOes + desvio padrao.

FORMULACAO 1 SEMANA 2 SEMANAS 3 SEMANAS 4 SEMANAS
C3 83,823 £ 1,749 84,525+ 1,779 84,145 + 1,955 82,478 + 2,407
C3.1 85,570 £ 0,577 85,305 + 0,366 83,275+ 0,081 74,805+ 0,872
C4 87,113 + 0,177 87,315 + 0,006 87,495 + 0,029 87,495 + 0,179
C4_1 85,968 + 0,295 86,435 + 0.006 85,553 + 0,153 82,040 + 0,069
C4 2 87,080 + 0,508 86,485 + 0,618 86,198 + 0,609 85,680 + 0,404

Como é possivel verificar na Tabela 9, com excecdo da formulagdo C4, todas as
formulacdes apresentaram uma diminui¢cdo da luminosidade ao longo de 4 semanas. Nas
formulacbes C3_1 e C4_1, com 0,2% (m/m) de gelificante PFC®, verificou-se uma
diminuicdo mais acentuada da luminosidade na uUltima semana. Uma vez que os valores
de luminosidade se encontram préximos de 100, é possivel concluir que as formulagbes

apresentam uma coloragéo proxima da cor branca.
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No caso dos cremes C5_1 e C5_1B a variacdo da luminosidade foi avaliada durante
15 semanas. A variacdo da luminosidade destes cremes encontra-se representada na

Figura 19.
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Figura 19- Representagéo grafica da variagdo da luminosidade do creme C5_1 e C5_1B
em fung&o do tempo (semanas).

E possivel concluir que as formulacdes séo principalmente brancas, uma vez que 0s
valores de luminosidade est&o proximos de 100. E possivel observar que o creme C5_1
apresenta valores de luminosidade ligeiramente inferiores aos do creme base C5_1B (sem
colagénio), o que podera ser devido ao facto de o colagénio em p6 apresentar uma cor

caracteristica, com uma ligeira tonalidade amarela.

Ao fim de 15 semanas o creme C5_1 apresentou uma pequena diminuicdo da
luminosidade, passando de 84,715 + 0,040 (1 semana) para 83,895 + 0,040 (15 semanas).
Ja o creme base exibiu um comportamento contrario, verificando-se um ligeiro aumento da
luminosidade de 85,148 + 0,557 (1 semana) para 85,743 + 0,113 (15 semanas).

O parametro Chroma (C*), descrito na sec¢éo 2.2.2.2., permite avaliar a intensidade
da cor das formulagbes semissolidas em estudo. Na Tabela 10 estdo representados 0s
valores do parametro Chroma das formulagbes C3, C3_1, C4, C4_1 e C4_2 ao longo de

4 semanas.
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Tabela 10- Variagdo do parametro Chroma das preparag¢des semissolidas C3, C3_1, C4, C4_1 e C4_2 ao
longo de 4 semanas.

FORMULAGCAO 1 SEMANA 2 SEMANAS 3 SEMANAS 4 SEMANAS
C3 1,749 1,779 1,955 2,407
C3.1 1,737 1,836 2,373 3,318
C4 1,237 1,115 1,150 1,029
C4.1 1,397 1,208 1,050 1,679
C4_2 1,346 1,221 1,036 0,932

As formulacdes C3, C3_1 e C4_1 demonstraram um aumento do valor do parametro
Chroma, logo a intensidade da cor das formulagbes aumentou, indicando que nestes
cremes poderia estar a ocorrer algum processo de oxidagdo. Contrariamente, o parametro
Chroma das formulagfes C4 e C4_2 diminuiu com o passar do tempo, logo a intensidade

da cor das formulagdes diminuiu ao longo de 4 semanas.

Na Figura 20 esta representada a variagdo do parametro Chroma dos cremes C5_1 e
C5_1B ao longo de 15 semanas. O creme C5_1 apresentou uma diminuicdo bastante mais
acentuada do que o creme C5_1B, porque os parametros a* e b* sofreram alteracdes em

direcdo a zona azul/verde.

0 2 4 6 8 10 12 14 16
t (semanas)

—@—Creme C5_1 Creme C5_1B

Figura 20- Representagdo grafica da variagdo do parametro Chroma (C*) relativo aos
cremes C5_1 e C5_1B em funcéo do tempo (semanas).
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2.3.3. Avaliacao do pH

O pH das formula¢des consideradas provisodrias C1, C2,C3,C3 1,C4,C4 1,C4 2e
G1 foi analisado 1 semana ap0s a preparacdo de cada formulacdo e os resultados

encontram-se descritos na Tabela 11.

Tabela 11- Valores de pH das formula¢des C1, C2, C3, C3_1,C4,C4_1,C4_2 e G1. Os valores apresentados
correspondem ao valor médio de 3 medi¢8es + desvio padrao.

FORMULACAO pH
C1 4,63 + 0,47
c2 8,07 + 0,02
c3 7,60 + 0,06
c3 1 7,02 +0,14
c4 7,58 + 0,02
c4 1 7,13 +0,16
c4 2 6,31 + 0,25
G1 5,92 + 0,04

O creme C1 apresentou o menor valor de pH das formulagbes em estudo, devido ao
facto de ser o Unico creme sem trietanolamina na sua composi¢cdo. Contrariamente, o
creme C2 apresentou o maior valor de pH, porque continha o dobro da trietanolamina
utilizada nos cremes C3 a C4_2. O gele G1 apresentou um valor de pH de 5,92 + 0,04 ao
fim de 1 semana. Num estudo sobre o desenvolvimento de formulagfes de hidrogeles a
base de colagénio, foi demonstrado que formula¢cdes com 1% e 3% de colagénio
apresentavam valores de pH entre 4,77 e 5,60 ao fim de 7 dias de preparacéo, tendo os

valores continuado a diminuir ao longo do tempo (90).

Outros estudos descritos na literatura relativos ao desenvolvimento de cremes e geles
para aplicagdo cutanea de diferentes ingredientes ativos tém apresentado valores de pH
proximos dos obtidos neste trabalho. Num estudo de Patel et al (91), foram preparados
cremes O/A e geles hidroalcodlicos com 0,05% (m/v) de psoraleno para serem aplicados
topicamente. Os geles apresentaram valores de pH entre 5,9 e 6,1 enquanto os valores de
pH dos cremes foram 6,7-6,9. Resultados semelhantes foram obtidos por

Rafiee-Tehrani et al (92) para geles hidroalcodlicos com 0,5% de piroxicam e cremes O/A
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com 1% de piroxicam. Kamal et al (93) prepararam 15 formula¢Bes diferentes de cremes
com 5% (m/m) de aciclovir e diferentes percentagens de propilenoglicol, poloxamero 407
e laurilsulfato de sddio. Os valores de pH obtidos para estas formula¢cBes variaram desde
4,08 até 9,09.

Na Figura 21 estédo representados os valores de pH obtidos para as formulacbes
definitivas (cremes C5_1 e C5_1B) ao fim de 1 e 15 semanas. Como € possivel verificar,
ambos 0s cremes apresentaram uma diminuicdo do pH ao longo do tempo. Ao fim de 15
semanas, os cremes C5_1 e C5_1B apresentaram valores de pH de 5,67 £ 0,17 e
5,96 + 0,04, respetivamente. Estes valores ndo diferem muito entre si, logo é possivel
concluir que a presenca de colagénio ndo exerceu uma grande influéncia neste parametro.
Além disso, os valores encontram-se dentro do intervalo de pH adequado para aplicagédo
na pele (5,5-7). Num estudo sobre emulsées O/A dermocosméticas com colagénio, o pH
das emulsbes analisadas variou entre 6 e 6,5 (94), enquanto num outro estudo sobre
emulsdes O/A com colagénio e diferentes 0leos vegetais (25), o pH das formulag6es variou
entre 5,56 e 5,81 (valor obtido apés 6 meses de armazenamento), o que ndo difere muito

dos resultados obtidos neste trabalho para o creme A/O/A.

8,00
7,00 1
6,00 =
5,00

L 4,00
3,00
2,00
1,00

0,00
1 semana 15 semanas

mCreme C5_1 Creme C5_1B

Figura 21- Representacgéo gréfica da variacdo do pH do creme C5_1 e do creme base em
fung&o do tempo.

Quando comparado o pH do creme C5_1 com o do creme C5_1B, ao fim de 1 semana,

verificou-se que ndo existiram diferencas significativas entre as duas formulacdes

(p=0,1193), j& ao fim de 15 semanas verificou-se o oposto.
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2.3.4. Ensaio de Estabilidade Acelerada por Centrifugacéo

Na Figura 22 é possivel observar o aspeto dos cremes C5 1 e C5_1B apdés serem
submetidos a 2 ciclos de centrifugagéao a 3000 rpm.

A
i
.
.
:
)
a
B
*

Figura 22- Aspeto dos cremes C5_1 (A) e C5_1B (B)
apos serem submetidos ao ensaio de estabilidade
acelerada por centrifugacgéo.

O ensaio de estabilidade acelerada por centrifugacao foi realizado apés a preparacéo
das formulagbes C5_1 e C5_1B. ApOs serem submetidos a 2 ciclos de 3000 rpm com a
duracdo de 30 minutos cada ciclo, os cremes e 0 gele apresentavam um aspeto
homogéneo, ndo se verificando separacéo de fases, precipitacdo, formacdo de grumos ou
quaisquer outros sinais de instabilidade fisica ou quimica. Gomes et al. (90) também
avaliaram a estabilidade de hidrogeles com 1% e 3% de colagénio e verificaram que, apos

centrifugacdo a 3000 rpm durante 30 minutos, os geles ndo apresentaram qualquer
instabilidade.

E possivel concluir que a adicéo do colagénio a formulacéo n&o alterou a estabilidade
do creme.

2.3.5. Teste de Oclusao

Os resultados do teste de oclus&o apresentados na Tabela 12 correspondem ao valor
médio da percentagem de perda de agua por evaporacgao de 2 medicoes.
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E importante que a formulagcio em estudo tenha um elevado poder oclusivo, uma vez
que esta comprovado que uma ferida cura mais rapidamente num ambiente himido (95),
logo quanto maior o poder oclusivo do creme, menor sera a perda de agua por evaporagao

no local de aplicagéo, favorecendo o processo de cicatrizagéo.

Tabela 12- Resultados do teste de ocluséo das formulages C3, C3_1,C4,C4_1,C4 2,C5_1,C5_1B e G1.

FORMULACAO PERDA DE AG~UA POR
EVAPORACAO (%)

cs 73,03

cal 83,33

c 95,96

C4 1 95,16
4.2 76,60
et 74,77
c>_1B 75,05

¢l 99,90
VASELINA (CONTROLO) 50,05

Apbs 48 horas a 40°C, o creme C3 foi 0 que apresentou 0 maior poder oclusivo (menor
perda de agua por evaporacao), no entanto, o valor de agua perdida por evaporagdo néo
€ muito diferente do valor obtido no caso do creme C5_1. Se compararmos o creme C4_2
e 0 C5_1, nos quais a unica diferenga é o tipo de colagénio utilizado, o valor obtido neste
ensaio ndo é muito distinto, logo ndo é possivel afirmar que o colagénio hidrolisado
contribuiu para um poder oclusivo superior. O gele G1 apresentou o0 menor poder oclusivo,

0 que seria de esperar visto que ndo apresenta uma fase oleosa.

Relativamente ao creme base C5_1B, o creme C5_1 apresentou um poder oclusivo
ligeiramente superior, no entanto, ndo é um valor suficientemente distinto para se poder
afirmar que o colagénio teve influéncia no poder oclusivo da formulacdo. Ainda assim, este
creme apresenta um poder oclusivo bastante menor do que a vaselina (utilizada como
excipiente oclusivo de referéncia). Varios artigos referem que o colagénio € um humectante
natural que reduz a perda transepidérmica de 4gua através da formacgéo de um filme (24,
96-98), logo seria de esperar que o creme C5_1 apresentasse um poder oclusivo mais
elevado que o creme base.
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2.3.6. Ensaios Reologicos

Inicialmente foi medida a viscosidade das preparacdes provisérias C2, C3, C3_1, C4,
C4 1,C4 2edogele G1a20+1°C e a32+1°C, 1 semana apés a preparacao de cada
formulacdo. Nas figuras seguintes € possivel observar os dados obtidos.

Viscosidade 20°C

350
300
‘< 250
o —e—C2
)
5 200 C3
o —e—C3.1
©
o 150 ca
]
= —e—C4_1
8 100
C4 2
50 ——G1
o |
0 20 40 60 80 100

Velocidade de corte (1/s)

Figura 23- Reogramas das preparagbes C2, C3,C3_1,C4,C4_1, C4_2 e G1, analisados a temperatura
de 20 £ 1°C.

Como é possivel verificar na Figura 23, a temperatura ambiente, o gele G1 apresentou
a maior tenséo de corte a 100 s (320,6 Pa) e o creme C4 apresentou a menor tenséo de
corte (45,07 Pa). Todas as formulagbes apresentaram um comportamento reofluidificante,
com tensdo de cedéncia (a excecdo da C2, C3 e C4). A esta temperatura, as formulagdes
praticamente ndo apresentaram tixotropia, a excecdo do creme C4_2. Ainda é possivel
observar que a emulsdo multipla sem gelificante (C4) apresenta uma viscosidade bastante
inferior & emulsdo simples sem gelificante (C3). Contudo, apés adi¢do de 0,2% (m/m) de
gelificante PFC® a emulsédo simples (C3_1) e a emulsdo multipla (C4_1), a viscosidade de

ambas ndo diferiu significativamente, sendo os reogramas praticamente sobreponiveis.
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Viscosidade 32°C

350
300
T 250
o —o—C2
)
5 200 C3
o —e—C3_1
©
8 150 c4
£ ——cC4.1
= 100 C4_2
50 ——G1
0

0 20 40 60 80 100
Velocidade de corte (1/s)

Figura 24- Reogramas das preparacdes C2, C3, C3_1, C4, C4_1, C4_2 e G1, analisados & temperatura de
32t 1°C.

A 32°C a situacdo é bastante semelhante a verificada a 20°C, na medida em que o
gele G1 apresentou a maior tensdo de corte (314,4 Pa) e o creme C4 apresentou a menor
tensdo de corte (24,38 Pa). Ainda assim, ambos os valores séo ligeiramente inferiores aos
obtidos para a temperatura de 20°C. Tal como se verificou a 20°C, também neste caso é
possivel observar que a emulsdo mdultipla sem gelificante (C4) apresentou valores de
viscosidade inferiores a emulsdo simples sem gelificante (C3). Contrariamente ao
verificado no ensaio a temperatura ambiente, neste caso com a adicdo de 0,2% (m/m) de
gelificante PFC® a emulsdo muiltipla e simples, observou-se que o creme C3_1 (resultante
da emulsdo simples) apresentou uma maior viscosidade que o creme C4_1 (resultante da
emulsdo mdltipla). Tal como a 20°C, as formulagbes apresentaram um comportamento
reofluidificante, com tensé@o de cedéncia no caso do gele G1, tendo os cremes C3_1 e
C4_1 apresentado também ligeira tixotropia. E possivel concluir que, quando aplicados na
pele, os cremes C3_1 e C4_1 séo faceis de espalhar, retomando a sua consisténcia apos
cessar a aplicacdo de uma forca. E de realcar que a quantidade de gelificante PFC®
utilizada afeta a viscosidade das preparacgoes, tendo-se verificado um aumento progressivo
da viscosidade, a ambas as temperaturas, para as formulacdes C4 (sem gelificante), C4_1

(com 0,2% de gelificante) e C4_2 (com 0,5% de gelificante).

Tal como se verificou no estudo reoldgico das preparacdes desenvolvidas neste

trabalho, a maioria dos trabalhos descritos na literatura tém demonstrado que, de um modo
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geral, os cremes e geles apresentam comportamento pseudoplastico ou reofluidificante.
Por exemplo, Jales et al (99) desenvolveram 4 hidrogeles diferentes com dois agentes
gelificantes distintos: Carbopol® 940 e Hidroxietilcelulose. Estes hidrogeles apresentaram
um comportamento reologico pseudoplastico, tendo alguns apresentado também

tixotropia.

Na fase seguinte foram analisados os cremes definitivos C5_1 e C5_1B ao longo do
tempo de armazenamento a temperatura ambiente, de modo a determinar se estas

prepara¢des mantinham a sua estabilidade ao longo de 15 semanas.

Creme C5_1 20°C

400

—8—C5_1 (1 semana)

—8—C5_1 (5 semanas)

[Eny
a1
o

C5_1 (15 semanas)

Tenséo de corte (Pa)
N
o
o

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Velocidade de corte (1/s)

Figura 25- Reogramas do creme C5_1 analisado a 20 + 1°C.

Creme C5_1 32°C
400

350
300
250
200

—8—C5_1 (1 semana)

150
—8— C5_1 (5 semanas)

100

Tenséao de corte (Pa)

C5_1 (15 semanas)
50 ¥

0
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Velocidade de corte (1/s)

Figura 26- Reogramas do creme C5_1 analisado a 32 + 1°C.
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Nas figuras anteriores é possivel observar o comportamento reologico do creme C5_1
a 20°C e 32°C ao longo de 15 semanas. Este creme apresenta um comportamento
reofluidificante com tensdo de cedéncia e tixotropia, tendo esta sido mais elevada ao fim
de 1 semana. Em dois estudos diferentes sobre emulsées O/A com colagénio também foi
demonstrado que as preparacfes apresentaram um comportamento pseudoplastico ou
reofluidificante e tixotrépico (25, 94). A 20°C ocorreu um ligeiro aumento da viscosidade
com o decorrer das 15 semanas, enquanto a 32°C verificou-se uma sobreposicdo dos
gréaficos, indicando que, com o passar do tempo 0 creme manteve as suas carateristicas

em termos de viscosidade quando se efetuou a medicdo a uma temperatura mais elevada.

Creme C5_1B 20°C
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Figura 27- Reogramas do creme C5_1B analisado a 20 + 1°C.

Creme C5 1B 32°C
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Figura 28- Reogramas do creme C5_1B analisado a 32 + 1°C.
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O creme base demonstrou um comportamento reoldgico semelhante ao creme com
colagénio, podendo concluir-se que o colagénio ndo afetou a viscosidade das preparacoes.
Além disso, ao fim de 15 semanas ambos 0s cremes apresentam valores de tensdo de
corte bastante semelhantes, tanto para 20°C como para 32°C, o que corrobora a afirmacédo

anterior de que o colagénio néo altera a consisténcia do creme base.

2.3.7. Andlise da Textura

Na primeira e segunda fase foi avaliada a firmeza e adesividade das formulagbes C2
até C4_2 e do gele G1, um dia apés a preparacédo dos cremes e do gele. Os resultados

obtidos estéo representados nas figuras seguintes.

Firmeza 20°C
1,000
0,900
0,800 I
g 0,700 mC2
£ 0,600 uC3
3

g 0,500 mC4 1
® 0,400 c4 2
>
£ 0,300 =Gl
0,200
0,100
0,000

Figura 29- Firmeza das formulagdes C2, C3, C4_1, C4_2 e G1 a temperatura ambiente
(20 £ 1°C).
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Adesividade 20°C

0,000
__-0,500
e
S mC2
pa
~— -1,000
g mC3
-§ mC4 1
O - C4 2
2 1,500 .
g uG1l
< 2000 )
-2,500

Figura 30- Adesividade das formulacdes C2, C3, C4_1, C4_2 e G1 a temperatura
ambiente (20 £ 1°C).

Analisando os dois gréaficos apresentados previamente, é possivel concluir que o
creme C4_2 foi o que apresentou a maior firmeza e adesividade, o que indica que esta é a
formulacdo mais consistente. Este resultado seria de esperar, uma vez que este creme
apresenta uma maior percentagem de gelificante. Como é possivel observar, ndo foi
avaliada a textura do creme C4 uma vez que este creme ndo apresentava uma consisténcia
suficiente para que fosse possivel avaliar os parametros de textura, como foi também

verificado nos ensaios reolégicos descritos na sec¢ao anterior.

Firmeza 32°C

1,000

0,900

0,800
Z 0,700 uC2
& 0,600 uC3
g 0,500 mC4 1
g 0,400 C4_2
2

0,300 =Gl
I

0,200

. ]

0,000

Figura 31- Firmeza das formula¢gfes C2,C3,C4_1,C4 2e Gla 32+ 1°C.
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Adesividade 32°C

0,000
-0,500 l I -

€
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§ I mC3
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-2,500

Figura 32- Adesividade das formula¢des C2,C3,C4_1,C4_ 2e Gla32+1°C.

A 32°C, o gele G1 apresentou uma maior firmeza e adesividade que as outras
formulacdes, o que indica que ao ser aplicado na pele apresentara uma maior consisténcia
e aderéncia do que as outras formula¢des, permanecendo mais tempo em contato com a
pele.

Os cremes C5_1 e C5_1B foram analisados ao fim de 1, 5 e 21 semanas (devido a
impossibilidade de analisar ao fim de 15 semanas), a duas temperaturas diferentes (20 e
32°C).

Firmeza
1,8
1,6
1,4
1,2
z
< mC5_120°C
Cos
E® C5_132°C
0,6
0,4
0,2 =
0
1 semana 5 semanas 21 semanas

Figura 33- Comparacéo da Forca Maxima (N) do creme C5_1 a 20°C e 32°Caofimde 1,5 e
21 semanas de armazenamento.
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A andlise da textura do creme C5_1 a 20°C e a 32°C demonstrou que em ambos 0s
casos houve um aumento da firmeza ao fim de 21 semanas. Na analise ao fim de 5
semanas efetuada a 20°C verificou-se um aumento abrupto da forca maxima
(verificando-se o0 mesmo na adesividade), podendo este valor ter sido influenciado pela
mais baixa temperatura do meio ambiente. No entanto, verificou-se que ao fim de 21
semanas, os valores da forca maxima apesar de apresentarem um ligeiro aumento, sao
mais préximos dos iniciais. Como era expectavel, foi possivel observar que ao fim de 1
semana o valor da firmeza a 20°C (0,694 * 0,020 N) foi superior ao valor da firmeza a 32°C
(0,216 + 0,012 N) e esta diferenca diminuiu ao fim de 21 semanas, sendo que a 20°C a
forca maxima foi 0,809 + 0,022 N e a 32°C foi 0,500 + 0,177 N. A 20°C verificou-se que 0s
valores apresentaram diferencas significativas entre a 12 semana e a 212 semana (p<0,05).
Se compararmos os valores da firmeza as duas temperaturas diferentes, existem
diferencas significativas ao fim da 1* semana (p<0,05), mas ao fim de 21 semanas ja nao

existem diferencas estatisticamente significativas (p=0,0950).

Firmeza

mC5_1B 20°C
uC5_1B 32°C

1 semana 5 semanas 21 semanas

1,8
16
1,4
1,2

0,8

Fmax (N)

0,6
0,4
0,2

Figura 34- Comparacao da Forca Maxima (N) do creme C5_1B a 20°C e 32°C ao fim de
1, 5 e 21 semanas de armazenamento.

O creme base a 20°C exibiu valores de firmeza superiores ao creme C5_1. A 32°C
também se verificaram valores superiores aos do creme com colagénio, exceto ao fim de
21 semanas em que ocorreu uma ligeira diminuicdo da forca maxima. Relativamente a

firmeza, comparando o creme C5_1 com o creme C5_1B, foi possivel concluir que existem
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diferencas significativas a 20°C ao longo do tempo e a 32°C concluiu-se que ndo ha

diferencas significativas ao fim de 21 semanas.

Adesividade

1 semana 5 semanas 21 semanas

m C5_120°C
C5_132°C

-4,5

Figura 35- Comparacédo da Area Negativa (N.mm) do creme C5_1 a 20°C e 32°C ao fim
de 1, 5 e 21 semanas de armazenamento.

Relativamente a adesividade, a 20°C verificou-se um aumento da adesividade de
-3,286 £ 0,078 N.mm apés 1 semana para -3,462 + 0,205 N.mm ao fim de 21 semanas e
a 32°C a adesividade sofreu um aumento ligeiramente superior, passando de
-1,418 £ 0,136 N.mm ao fim de 1 semana para -2,039 + 0,513 N.mm ao fim de 21 semanas.
No entanto, é possivel observar que a adesividade é superior a 20°C do que a 32°C em
todas as medigfes. Tanto a 20°C como a 32°C os valores da adesividade da preparagéo
ndo apresentaram diferengas significativas ao longo do tempo (p<0,05), contudo, entre as
duas temperaturas existiram diferencas estatisticamente significativas tanto ao fim de 1

semana como as 21 semanas.
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Adesividade

1 semana 5 semanas 21 semanas
mC5 1B 20°C
mC5_1B 32°C

Figura 36- Comparacéo da Area Negativa (N.mm) do creme C5_1B a 20°C e 32°C ao fim
de 1, 5 e 21 semanas de armazenamento.

-4.5

O creme base apresentou um comportamento semelhante ao creme com colagénio,
isto é, a adesividade aumentou ligeiramente ao fim de 21 semanas a ambas as
temperaturas. O creme C5_1B apresentou diferengas significativas ao longo do tempo
apenas a 20°C, relativamente ao creme C5_1 (p<0,05).

O creme C5_1 demonstrou um aumento da firmeza e da adesividade ao longo do
tempo, estando estes resultados em concordancia com os obtidos nos ensaios reoldgicos,

0 que podera ter ocorrido devido a eventual evaporacdo de agua da fase externa da
preparagéo.

2.3.8. Analise da Espalhabilidade

Conforme descrito previamente, o ensaio de espalhabilidade também permitiu analisar
a consisténcia (Area positiva do gréafico da Forca maxima versus deslocamento) dos
cremes C5_1e C5 _1B.
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Consisténcia
16,000

14,000
12,000
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8,000 | 05_1
C5_1B
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4,000
2,000

0,000
1 semana 21 semanas

Figura 37- Comparacéo da Area Positiva (N.mm) dos cremes C5_1 e C5_1B a 32°C ao
fim de 1 e 21 semanas de armazenamento.

Verificou-se uma diminuicdo da consisténcia do creme C5_1 ao longo do tempo,
enquanto o creme C5_1B praticamente ndo sofreu alteragdo ao fim de 21 semanas de
armazenamento. Na 1% semana o creme C5_ 1 apresentou maior consisténcia que a
respetiva base (C5_1B), no entanto, ao fim de 21 dias verificou-se o inverso. A andlise
estatistica permitiu concluir que a consisténcia do creme C5 1B ao fim de 21 semanas
(5,562 = 0,076 N.mm) foi significativamente diferente (p=0,0285) do creme C5 1
(4,631 + 0,241 N.mm).

Este ensaio revelou que a consisténcia do creme C5_1 a 32°C ao fim de 21 semanas
foi inferior a obtida na 12 semana, o que ndo esta de acordo com os resultados obtidos no
método utilizado previamente para avaliar a textura, visto que nas mesmas condicdes de
tempo e temperatura, no método anterior verificou-se um aumento da firmeza e da
adesividade deste creme. Esta diferenca podera ser devida ao facto de ter sido utilizada
uma sonda distinta. No entanto, o ensaio de espalhabilidade permite simular melhor o

comportamento do creme quando espalhado na pele.

2.3.9. Quantificacdo do colagénio
Como referido anteriormente, foi feita uma curva de calibracdo para posteriormente

ser calculada a quantidade de colagénio presente no creme C5_1.

Na figura seguinte € possivel observar a representacdo grafica dos valores de

absorvancia em funcéo da concentragéo de colagénio das solugfes padréo.

51



0,25
y =0,3485x - 0,017

R2 = 0,9903
0,2 rd
0]
= @
S 0,15 -
«C .
2
o Q@
8 01 .
< =y
0,05 L
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Concentracao de colagénio (mg/ml)

Figura 38- Curva de calibracdo das solucdes padrédo de colagénio.

O método de doseamento do colagénio por espetrofotometria UV/Vis revelou uma
correlagdo linear para a gama de concentragfes usadas, tendo sido obtido um coeficiente
de determinacéo (R?) de 0,9903.

ApOGs a obtencgéo da curva de calibracdo procedeu-se ao doseamento do colagénio
presente nos cremes C3 2 (correspondente ao creme simples O/A contendo 5% de
colagénio hidrolisado) e C5_1 (correspondente ao creme A/O/A contendo 5% de colagénio
hidrolisado) apés a preparagdo e ao fim de 30 dias de armazenamento a temperatura

ambiente, para avaliar se haveria alguma diferenca entre o creme simples e o creme A/O/A.

Nenhum dos cremes sofreu alteracdo na quantidade de colagénio ao fim de 30 dias
de armazenamento. O creme C3_2 apresentou ao fim de 30 dias uma percentagem de
colagénio de 100,6 + 9,4 % e o creme C5_1 de 99,9 + 10,7%. Em ambos o0s casos, o facto
de ndo ter ocorrido alteracao na quantidade de colagénio podera ser indicativo de que nao

ocorreu degradacéo desta proteina ao fim de 30 dias.

2.3.10. Ensaio de Libertacao in vitro

A concentracao de colagénio libertado a partir do creme O/A (C3_2) e do creme A/O/A
(C5_1) ao longo de 2 horas de ensaio foi avaliada. Os valores das absorvancias obtidos
para ambos os cremes foram corrigidos, subtraindo os valores das absorvancias obtidos

para os respetivos cremes base submetidos ao ensaio nas mesmas condi¢des. Este ensaio
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permitiu eliminar eventuais interferéncias decorrentes de qualquer outro componente da

formulacao que pudesse absorver no mesmo comprimento de onda do colagénio.

Na figura seguinte é possivel observar os perfis de libertac&@o in vitro do colagénio a

partir dos cremes C3_2 e C5_1, ao longo de 2 horas de ensaio.
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Figura 39- Perfis de libertag&o in vitro dos cremes C5_1 e C3_2.

Como é possivel observar na Figura 39, ambos os cremes libertaram quantidades de
colagénio bastante semelhantes ao fim de 2 horas de ensaio. No entanto, nos primeiros 60
minutos de ensaio o creme simples C3_2 apresentou uma maior libertacdo de colagénio,
0 que seria de esperar, uma vez que, neste caso, o0 colagénio se encontra na fase externa
do creme, ndo tendo de atravessar a fase hidro6foba para se libertar, contrariamente ao que
acontece no creme A/O/A. Em nenhum dos cremes se verificou uma libertacdo do
colagénio ao fim de 2 horas superior a 35%, no entanto, estes resultados séo satisfatérios
uma vez que so refletem a libertacdo da camada superior do creme. Quando o ensaio foi
prolongado durante 3 e 4h os valores de colagénio libertado diminuiram, o que pode ser
indicativo de que nenhum dos sistemas permitiu a libertacdo completa do colagénio ou que

em ensaios mais prolongados podera ocorrer a degradacao do colagénio.
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3. CONCLUSOES

O colagénio é uma das proteinas mais importantes e abundantes produzidas pelo
corpo humano, desempenhando um papel importante, nomeadamente na constituicdo dos
tecidos conjuntivos da pele. Uma vez que esta proteina é um dos componentes principais
da matriz extracelular, tem vindo a ser cada vez mais utilizada em formulacdes para a
cicatrizacao de feridas. O papel do colagénio na cicatrizacéo prende-se com o facto de ser
capaz de interagir com uma variedade de vias de regeneracdo que ocorrem na

cicatrizacao, desde a angiogénese até a re-epitelizacao.

Neste trabalho foram preparados varios cremes O/A e A/O/A com colagénio nativo e
hidrolisado, com o0 objetivo de realizar a respetiva caracterizacdo fisico-quimica e,
posteriormente, comparar as preparagbes de modo a determinar qual seria a mais
adequada para aplicar numa pele danificada. Foi também preparado um gele hidréfilo, o

qual foi descartado por apresentar um efeito oclusivo muito baixo.

O creme A/O/A C5_1 foi o que, de um modo geral, apresentou melhores resultados.
Este creme apresentou boas caracteristicas organoléticas, as quais se mantiveram ao
longo do tempo. Esta preparacdo apresentou um pH compativel com o da pele. Tanto os
parametros de textura (firmeza e adesividade) como a viscosidade aumentaram apenas
ligeiramente ao longo do tempo, tendo este creme apresentado um comportamento
reoldgico reofluidificante com tensdo de cedéncia, adequado para aplicacdo cutanea.
O fator menos positivo foi o facto de a percentagem de colagénio libertado ter sido inferior
a 50%.

Num trabalho futuro seria interessante realizar outros ensaios, nomeadamente o
ensaio de permeacgdo cutanea in vitro, recorrendo a células de difusdo, a realizagdo de

estudos em culturas de células e ensaios biométricos em voluntarios humanos.

Concluindo, os cremes desenvolvidos neste trabalho poder&o constituir uma base para
o desenvolvimento de sistemas inovadores destinados a promover a regeneracéo da pele

danificada.
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