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Resumo

O &cido hialurénico (AH) e o colagénio (COL) séo dois polimeros presentes na
matriz extracelular da derme, bastante utilizados na industria farmacéutica e cosmética.

Na cicatrizacdo de feridas estes componentes tém um papel fundamental,
fornecendo suporte estrutural, facilitando a regeneracdo celular e promovendo um
ambiente humido que conduz a uma recuperacéao eficaz da pele. No entanto, ainda existem
poucas formula¢g6es que combinam estes dois polimeros.

O objetivo principal deste trabalho foi preparar e caracterizar diferentes formulacdes
contendo AH e COL, destinadas a regeneracao da pele. Assim, este trabalho foi dividido
em 3 partes: na primeira parte desenvolveram-se cremes hidréfilos com quantidades
diferentes de AH e COL e avaliaram-se as respetivas caracteristicas fisico-quimicas e
mecanicas ao longo de 90 dias; na segunda parte desenvolveram-se emulsdes multiplas
(A/O/A) com COL na fase aquosa mais interna e gelificadas com o AH ( 2,5% e 5%), cujas
caracteristicas também foram avaliadas durante 90 dias; na terceira etapa prepararam-se
peliculas com AH e COL separadamente e em combinacao, tendo sido também avaliadas
as propriedades fisico-quimicas e mecanicas das mesmas.

Neste trabalho foi demonstrado que os dois polimeros em combinac¢do permitiram
obter diferentes formulacdes com caracteristicas fisicas, quimicas e mecanicas adequadas
para aplicagdo em pele lesionada. No entanto, para comprovar a capacidade de
regeneracdo cutanea seria necessario prosseguir com ensaios em linhas celulares e,

posteriormente, com testes clinicos para comprovar a eficacia dos produtos desenvolvidos.

Palavras-chave: Acido hialurénico, colagénio, regeneracéo cutanea, formulagdes topicas
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Abstract

Hyaluronic acid (HA) and collagen (COL) are two polymers present in the
extracellular matrix of the dermis, widely used in the pharmaceutical and cosmetic
industries.

These components play a fundamental role in wound healing, providing structural
support, facilitating cell regeneration, and promoting a moist environment that leads to
effective skin recovery. However, few formulations still combine these two polymers.

The significance of this research lies in the preparation and characterization of
different formulations containing HA and COL, specifically designed for skin regeneration.
This work was divided into 3 parts: the first part focused on the development of hydrophilic
creams with varying amounts of HA and COL, with their respective physicochemical and
mechanical characteristics evaluated over 90 days; the second part involved the
development of multiple emulsions (W/O/W) gelled with HA (2.5% and 5%) and with COL
in the innermost aqueous phase, also evaluated for 90 days; and the third part was
dedicated to the preparation and evaluation of films with HA and COL, both separately and
in combination.

This research has demonstrated the potential of the combination of HA and COL in
creating formulations with physical, chemical, and mechanical characteristics suitable for
application in damage skin. However, to fully demonstrate the potential of these
formulations in skin regeneration, further tests on cell lines and subsequent clinical trials will

be necessary to prove their effectiveness.

Key words: Hyaluronic acid, collagen, skin regeneration, topical formulations
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1. Introducao

1.1 A pele humana

A pele constitui 0 maior e mais complexo érgao do corpo humano, possuindo uma
area entre 1,5-2 m? a qual corresponde a aproximadamente 16% do peso total do corpo de
um adulto (1). A espessura da pele varia, principalmente, com aregido do corpo. As plantas
dos pés e as palmas das maos apresentam cerca de 4 mm de espessura, enquanto nas
palpebras e na regido pés-auricular a espessura é mais fina sendo, aproximadamente, 0,5
mm (2).

No estado normal, a pele possui um pH (potencial hidrogenidnico) entre 4 € 6,5, 0
qual permite garantir a coesao e integralidade tecidual. E neste intervalo de pH que a pele
€ menos permeavel a agua e a outros produtos polares, tornando-se menos propensa a
acao de microrganismos patogénicos (3).

A pele apresenta diversas funcdes, sendo a mais importante a funcao de barreira
contra agentes do meio ambiente como, por exemplo, microrganismos, substancias
quimicas e radiacao ultravioleta. Além da funcéo de barreira, a pele desempenha um papel
essencial como 6rgédo sensorial (a pele contém diversos recetores da temperatura, dor,
toque e pressdo), na termorregulacdo (as glandulas sudoriparas permitem regular a
temperatura do corpo e manter a homeostasia) e no metabolismo (na hipoderme esta
presente tecido adiposo que produz vitamina D e armazena os lipidos) (4).

A pele é constituida por trés camadas, a epiderme, a derme e a hipoderme

representadas na Figura 1.
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Figura 1. Camadas da pele.
Adaptada de (5)



Na epiderme, camada mais fina e superficial, encontram-se, maioritariamente,
queratindcitos que sao as células responsaveis pela produgéo da queratina, uma proteina
insolivel em agua que confere rigidez & camada. Para além dos queratindcitos existem
outras células presentes nesta camada: os melandcitos, responsaveis por produzir e
distribuir a melanina (pigmento principal da pele que absorve a radiac&o ultravioleta); as
células de Langerhans, importantes para ativar o sistema imunitario e as células de Merkel
que apresentam uma fungéo sensorial. A epiderme € constituida por cinco estratos (basal,
espinhoso, granuloso, lucido e cérneo) dos quais se deve realcar o estrato corneo, que é
considerado a maior barreira protetora fisica e quimica da pele, sendo o estrato mais
exterior, composto por células mortas, cornedcitos, gue sao constantemente renovadas por
células presentes nas camadas inferiores. Na parte superior do estrato cGrneo existe o
filme hidrolipidico que devido a sua acidez protege a pele de microrganismos externos. O
estrato corneo é uma camada importante na hidratacdo da pele uma vez que tem uma
elevada capacidade de retencéo de agua devido aos lipidos nele presentes e que regulam
a perda transepidérmica da agua (6).

A derme, que se encontra logo abaixo da epiderme, é composta essencialmente por
fibroblastos, células responsaveis por produzir grandes quantidades de colagénio, acido
hialurénico e elastina que formam a matriz extracelular (6). O colagénio € responséavel por
manter a resisténcia da pele, o acido hialurénico proporciona hidratacdo e viscosidade e a
elastina elasticidade e flexibilidade (2). E nesta camada que também se encontram os
vasos sanguineos, as terminagdes nervosas e 0s anexos cutaneos. A derme divide-se em
duas camadas de tecido conjuntivo, a camada papilar e a reticular. A camada superior e
mais fina é a papilar, sendo composta por tecido conjuntivo laxo e regides que permitem o
contacto com a epiderme. A camada reticular é a mais profunda e espessa e apresenta na
sua constituicdo tecido conjuntivo denso de fibras de colagénio (6). Enquanto a principal
funcdo da epiderme é a protecdo contra agentes externos, a da derme é conferir
elasticidade.

Abaixo da derme encontra-se a hipoderme que é responséavel por unir a derme aos
6rgédos subjacentes, por exemplo aos tendées. E constituida por tecido adiposo (gordura)
e tecido conjuntivo e tem como principais fungcdes armazenar energia, regular a
temperatura corporal e proteger os 6rgaos vitais (6).

Apesar da pele constituir uma barreira, varios medicamentos sao aplicados por via
cutanea para exercerem efeitos locais ou sistémicos. A agéo local destina-se geralmente
ao tratamento de distlrbios superficiais (eczemas, psoriase etc.), infecdes, pele seca e
lesionada, entre outros (7). Os farmacos administrados por esta via poderao ser veiculados

sob a forma de cremes, solugdes, géis, pas, etc. (7).



Sendo o objetivo deste trabalho o desenvolvimento de preparagbes para
administracao cutanea contendo colagénio e acido hialurénico para a regeneracao da pele,

a seguir serdo descritos em detalhe estes dois componentes da matriz dérmica.

1.2 Colagénio

O colagénio (COL) é uma proteina fibrosa e estrutural que compde grande parte do
tecido conjuntivo, especialmente tenddes, 0ssos, articulacbes e pele (8). E encontrado
também nos dentes, vasos sanguineos e na cornea (8). A pele humana contém, na derme,
cerca de 70% de colagénio (2). No reino animal o colagénio é a principal proteina estrutural,
constituindo cerca de 30% do teor proteico total, nomeadamente em mamiferos (9).

A caracteristica mais importante do colagénio consiste na formacdo de fibras
insoltveis, com forca elastica elevada, antigenicidade reduzida e capacidade de hidratacéo
e reabsorcao (10).

O colagénio, com o aumento da idade, torna-se mais rigido e ocorre perda de
moléculas de agua, o que dificulta a difusdo de nutrientes para os tecidos, diminuindo a
capacidade de regeneracdo celular (11). Devido a sua biodegradabilidade, elevada
biocompatibilidade e auséncia de toxicidade, é bastante utilizado na inddstria alimentar,

farmacéutica e cosmética (10).

1.2.1 Tipos de colagénio

Existem 29 tipos de colagénio que se diferenciam, por exemplo, na composic¢ao de
aminoacidos, na estrutura molecular e no comprimento. As diferencas na expressao de
genes envolvidos na biossintese do colagénio e as alteragBes poOs-tradugcdo também
influenciam a diversidade de colagénios (10).

Os colagénios dos tipos |, Il e lll sdo os mais abundantes, estando envolvidos,
maioritariamente, na elasticidade, resisténcia tecidual, capacidade de retencdo de agua e
integridade mecéanica (10).

Na pele, estdo presentes colagénios dos tipos |, Ill, IV, V, VI e VII descritos na
Tabela 1.

As formas de colagénio ainda se podem subdividir em subfamilias tendo em
consideracdo a sua estrutura supramolecular. Assim podemos ter: colagénio formador de
fibrila (por exemplo, tipos |, I, lll e V); colagénio da membrana basal (por exemplo, tipos IV
e VII); colagénio microfibrilar (por exemplo, tipo VI); colagénio formador de rede (por
exemplo, tipo X); colagénio associado a fibrila (por exemplo, tipos IX e Xll) e colagénio

transmembrana (por exemplo, tipos Xl e XVII) (9).



Tabela 1. Tipos de colagénio e respetiva descrigéo (8).

aos nervos e aos

foliculos.

Tipo de L .
o Localizagéo Descricao
colagénio
Colagénio mais abundante na pele e mais importante
Derme )
_ em termos de estrutura para a derme por ser o mais
Cartilagens _ R s e ,
resistente a tensao. E sintetizado pelos fibroblastos e
Ossos . . .
apresenta estrutura fibrilar que possui duas cadeias a-
Dentes o _ _
1 idénticas e uma cadeia o-2 diferente.
Derme (ao redor o o . )
Apresenta estrutura fibrilar constituida por trés cadeias
dos nervos e o o ] o o
1] o-1 idénticas e é rico em hidroxiprolina e cistina,
vasos _ . .
. incomum nos outros tipos de colagénio.
sanguineos)
Mantém a integridade da membrana basal garantindo a
sua funcionalidade e a adequada nutricdo das células
IV e Vil Membrana basal _ _
dessa camada. Possuem uma cadeia estendida e
interrompida.
Apresenta estrutura fibrilar sendo necessério para a
\% Pele fibrilacao do colageno tipo | e Il e, consequentemente,
para a formacéo fibrilar ideal e qualidade do tecido.
Regides
préximas a Estrutura ramificada e cadeias curtas. Comp6e uma
VI membrana basal, rede fina dispersa nos intersticios das fibras grandes

de colagénio.

1.2.2 Caracterizagao do colagénio

A molécula de colagénio consiste numa tripla hélice (estrutura terciaria) formada por

trés cadeias polipeptidicas alfa (o)) paralelas (estrutura secundaria). As cadeias a podem

ser idénticas formando homotrimeros, ou diferentes, originando heterotrimeros. Cada

cadeia a possui, aproximadamente, 1000 aminoacidos principalmente prolina, glicina e

hidroxiprolina (Figura 2) (10). A sequéncia de aminoacidos repetida (estrutura primaria) é

expressa como Gly-X-Y, sendo Gly a glicina, que ocupa o eixo central, e X e Y a prolina e

hidroxiprolina, respetivamente. A cadeia lateral de glicina apresenta um atomo de

hidrogénio que minimiza o impedimento estérico dentro das cadeias a. A tripla hélice é

estabilizada pelas ligacdes intramoleculares de hidrogénio que se estabelecem entre o

grupo amina secundario (-NH) de uma glicina e o grupo carbonilo (C=0) da glicina da
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cadeia polipeptidica adjacente (9). Também a prolina e a hidroxiprolina, por serem de
natureza aliciclica, estabilizam a molécula de colagénio e endurecem a cadeia a,

impedindo a rotagdo em torno da ligacdo C-N (12).
A tripla hélice possui uma massa molecular de, aproximadamente, 300 kDa, um

comprimento de 280 nm e um diametro de 1,4 nm (12).

Glicina

Sequéncia de aminoacidos «[Pmnna
Hidroxiprolina

© . 66 6 6 6 ¢
B "2 * i * R Ry * i * Ry ¥

Molécula de colagéniol

R ZTTSETSL

Fibras de colagénio l

I
L
1
JITL
I
L
_[Il“l

Figura 2. Sequéncia de aminoacidos, moléculas e fibras de colagénio.

Adaptada de (13)

Uma vez que o colagénio possui uma massa molecular muito elevada, na industria
cosmética é comum recorrer-se ao colagénio hidrolisado (CH).
O CH consiste em peptideos de baixa massa molecular (entre 3 e 6 kDa) obtidos

através de hidrolise quimica ou enzimatica (por acéo de enzimas proteoliticas), em meio

alcalino ou acido e a temperatura adequada (14).
Apoés a desnaturacéo (Figura 3), a tripla hélice do colageno nativo altera-se para

uma forma de bobina aleat6ria uma vez que as ligacdes de hidrogénio se dissociam quando
o colagénio sofre hidrélise. As caracteristicas do colagénio nativo e do CH sao diferentes.
A viscosidade do CH devido a baixa massa molecular dos peptideos, é muito mais baixa
do que a do colagénio nativo que possui maior viscosidade devido a repulsao eletrostatica
entre as cadeias moleculares. O CH é muito solivel em agua, mas néo forma filmes por si,
sendo necesséario combina-lo com outros biopolimeros, enquanto o colagénio nativo tem
elevada versatilidade para formar filmes (14). Devido a baixa massa molecular os
peptideos provenientes do CH sao facilmente absorvido para a corrente sanguinea e
distribuidos no corpo humano, sobretudo pela derme, onde se mantém por 14 dias (15).



Peptideos de
baixa massa
molecular

Tripla hélice Desnaturagdo

O-O-&

Figura 3. Formacao de colagénio hidrolisado.

Adaptada de (11)

1.2.3 Obtencgao do colagénio

Os produtos baseados em colagénio e o colagénio disponivel atualmente, derivam
de animais terrestres como bovinos e suinos e de animais marinhos como medusas,
esponjas e peixes. Contudo, tém sido exploradas diferentes alternativas como o colagénio
recombinante devido a problemas na origem (como contaminagdo patogénica) e na
aceitacdo do colagénio proveniente de animais (9).

O colagénio derivado de animais terrestres possui baixo custo, € de facil acesso e
biocompativel, no entanto, como desvantagens existe a possibilidade de transmissao de
doencas, variabilidade entre lotes e o seu uso prolongado pode gerar reacdes alérgicas
(16). O colagénio que provém de animais marinhos é uma matéria-prima considerada como
GRAS (Generally recognized as safe) pela FDA (Food and Drug Administration), € de baixo
custo, ndo apresenta risco de transmissao de doencas e a resposta inflamatoria é reduzida
(16). Além disso, é compativel metabolicamente e devido a sua massa molecular reduzida
tem maior absorgcdo (16). Como desvantagens temos o rendimento que se obtém que,
comparado com outras origens, € mais baixo, o processo de extracdo demorado, complexo
e de elevado custo e a baixa estabilidade térmica (16).

De origem sintética temos a tecnologia recombinante que permite obter colagénio
de tipos menos comuns e ndo causa inflamagéo (17). Contudo, o rendimento é baixo, 0
custo é elevado e a falta de cofatores e enzimas no sistema complica a formacéo estavel

de colagénio bioativo e biofuncional (16).



1.3 Acido Hialurénico

O é&cido hialurénico (AH), cuja férmula molecular é (Ci14H2:NOi1)n , € um
polissacarideo linear ndo ramificado, de cadeia longa e de elevada massa molecular. E
formado por dois agucares alternados e ligados por uma ligacdo glicosidica: o acido D-

glucurodnico e a N-acetilglucosamina (Figura 4) (18).

[ o ,OH L
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( PP i e 2 IO, \
- \ {
|  HO-_\ \\\ _A—a- R -\
{ s = NH f
\ OH |
.‘|“ ’, (: ~ ‘:"‘
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Acido D -glucurénico N-acetilglucosamina

Figura 4.Estrutura quimica do &cido hialurénico.

O AH pertence a familia dos glicosaminoglicanos sendo o Unico nao sulfatado, isto
€, ndo forma ligacdo covalente com proteinas (18).

E produzido de forma natural no organismo humano, especialmente no liquido
sinovial que abrange as articulacdes, cartilagens e tecidos da pele e do olho (18). A pele
humana contém cerca de 7-8 g de acido hialurénico, o qual se encontra maioritariamente
na derme (19).

O AH ajuda na retencdo de colagénio e elastina uma vez que é encontrado na
periferia e nas interfaces das fibras de colagénio e elastina. Assim, quando a pele é jovem
contém muito AH que ao preencher o0s espacos entre as células e ao atrair 4gua vai torna-
la lisa, elastica e hidratada (20).

No entanto, a medida que vamos envelhecendo, as ligacdes com o AH ndo estédo
presentes, o que pode contribuir para a desorganizacao das fibras de colagénio e elastina

e assim, a quantidade de acido hialurénico, produzida naturalmente, vai diminuindo bem

como a hidratacdo e a elasticidade da pele, levando ao aparecimento de rugas (Figura 5)
(20).
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Figura 5. Presenca de acido hialurénico, elastina e colagénio na pele jovem e envelhecida.

Adaptada de (21)

1.3.1 Tipos de acido hialurénico

Tendo em conta a massa molecular, podemos distinguir dois tipos de acido
hialurénico. O acido hialurénico de alta massa molecular forma uma pelicula protetora nao
oclusiva na superficie da pele, atuando apenas na epiderme. Facilita a diminui¢cdo da perda
transepidérmica de agua bem como a hidratacéo da pele (22). O elastomero de hialuronato
de sédio e o hialuronato de sédio sdo exemplos deste tipo de AH que ajudam na protecéo
e hidratacao da pele. O acido hialurénico de baixa massa molecular apresenta maior poder
de penetracdo, podendo atuar tanto na epiderme como na derme. Estimula os fibroblastos,
0 que promove a firmeza e a tonicidade da pele, suavizando as rugas e as linhas de
expressdo (22). O hialuronato de sédio hidrolisado e o acido hialurénico hidrolisado séo
exemplos deste tipo de AH gque garantem uma hidratacdo da pele mais interna.

Assim, quanto mais baixa a massa molecular, maior a profundidade com que o AH
atua nas camadas da pele, ajudando a regular a rugosidade e oleosidade da pele e quanto
maior a massa molecular, menor a profundidade com que atua, mas maior a hidratacéo e
protecédo da pele.

Uma vez que pode ter diferentes ac¢des, alguns produtos tém na sua constituicdo

diferentes tipos de acido hialurénico (22).



1.3.2 Caracterizagao do acido hialurénico

O acido hialurénico apresenta um arranjo espacial anfifilico em dupla hélice,
formado por oito grupos hidréfobos e por grupos hidréfilos (carboxilo e hidroxilo). O grupo
hidroxilo (-OH) pode estabelecer pontes de hidrogénio com moléculas de agua, o que faz
com que o AH seja bastante hidrdfilo e os tecidos sejam mais flexiveis (19).

Este arranjo espacial depende do pH, da massa molecular e da concentracdo no
meio aquoso. Dependendo do pH pode variar entre uma forma espiral (a pH fisiolégico) e
uma forma helicoidal (a pH entre 2,5 e 4). A pH fisiol6gico, baixa massa molecular e
concentracdes inferiores a 1 mg/ml tendem a formar um arranjo mais rigido. Com massas
moleculares intermédias ou altas, e concentragdes iguais ou superiores a 1 mg/ml as
cadeias sobrepdem-se e formam bobinas (19).

A estrutura do AH apresenta capacidade de reter agua numa quantidade de
aproximadamente mil vezes o seu peso, possuindo assim O6timas propriedades
higroscépicas (20).

No liquido sinovial, a sua massa molecular média é de 3-4 milhdes de Daltons (Da)
alcancando, em 4 milhdes de Da, mais de 10.000 unidades repetidas de dissacarideos.
Quando estendida, a molécula de acido hialurénico pode alcancar um comprimento de
aproximadamente 15 pm e um diametro de 0,5 nm (20).

O AH é viscoelastico, biocompativel, biodegradavel e apresenta boa solubilidade
em agua. Para além disso, nao é téxico nem sensibilizante, o que permite 0 seu uso com
seguranca por todos os tipos de pele, pois as reacdes alérgicas descritas sao raras (23).

E cada vez mais utilizado devido as suas propriedades anti-inflamatorias,
imunomoduladoras, anticancerigenas e antiproliferativas, antienvelhecimento, reparadoras

da pele, cicatrizantes de feridas e regeneradoras tecidulares (20).

1.3.3 Obtencao do acido hialurdnico

Comercialmente, o acido hialurénico pode ser isolado de fontes animais como o
humor vitreo de bovino, a crista de galo, o corddo umbilical, entre outros, ou por
fermentacdo de bactérias como o Streptococcus equi e o Streptococcus zooepidemicus,
ou a partir de microrganismos geneticamente modificados como a Escherichia coli (23).

A primeira vez que se obteve AH com elevada pureza e massa molecular, foi a partir
de uma extracdo de corddo umbilical e crista de galo, realizada por Endre Balazs, e foi
muito utilizado em cirurgia oftalmica (24). Contudo, o &cido hialurénico de origem animal
apesar de possuir elevada massa molecular e rendimento elevado, possui desvantagens

tais como: o risco de contaminacdo, o que afeta a pureza; a disponibilidade do tecido



animal, que é limitada; o processo de purificagdo, que € extensivo; e a possibilidade de
gerar impacto ambiental (25).

O &cido hialurénico obtido por fermentacdo de bactérias também possui elevado
rendimento e massa molecular e para além disso, face ao obtido de fontes animais,
apresenta outras vantagens tais como: evita o risco de infe¢do viral entre espécies, a
purificacdo é mais eficaz, os custos de producado sao reduzidos e os rendimentos sdo mais
elevados (26). Relativamente as desvantagens também existe risco de contaminagéo
durante a producdo (possiveis endotoxinas bacterianas) e o uso de organismos
geneticamente modificados que podem provocar alergias e poluicdo ambiental (25).

A producado de AH por bactérias recombinantes surge por questdes de seguranca
guanto a patogenicidade das vias naturais. Assim, tém sido realizadas varias tentativas de
obter AH com hospedeiros bacterianos Gram-positivos e Gram-negativos, utilizando, por

exemplo, Escherichia coli, Lactococcus lactis e Bacillus subtilis (27).

1.4 Regeneragédo cutanea

A regeneracdo cutanea consiste no desenvolvimento embrionario da pele a fim de
restabelecer a integridade de um tecido lesionado (28). A pele regenerada que cura como
uma cicatriz, € mais fraca e apresenta a matriz extracelular mais desorganizada quando
comparada com a pele intacta (28). A pele apresenta capacidade de se regenerar, como
forma de cicatriz, de forma natural mas a sua regeneracdo através da engenharia de
tecidos tem sido cada vez mais desenvolvida, no entanto, apesar da pele da engenharia
de tecidos ser analoga da pele nativa, a falta de apéndices e nervos da pele que melhoram
a cicatrizacdo, integridade e vitalidade da pele, constituem uma desvantagem deste
método ndo convencional de cicatrizacao de feridas (29).

As feridas consistem em lesdes de tecido vivo que provocam uma descontinuidade
do revestimento epitelial da pele ou das mucosas (30). Sao consideradas feridas ndo s6
as ruturas na pele, ou no tecido celular subcutaneo, mas também as lesées nos musculos,
tenddes e 0ssos, e as lesdes superficiais que podem ser devido a atuacao de agentes
mecanicos ou térmicos, que provocam danos no tecido e na sua vascularizagao (31).

De acordo com o tempo de cicatrizagdo existem dois tipos de feridas: agudas e
cronicas. As feridas agudas como por exemplo as lesdes decorrentes de acidentes, cortes,
ou incisdes cirurgicas, ocorrem rapidamente possuindo uma cicatrizagdo completa, sem
complicagdes e a formacao de cicatrizes é pequena. As feridas crénicas sao caracterizadas
por um processo de cicatrizacdo mais lento sendo exemplos as ulceras de pressédo, da
perna e diabética (30). Enquanto as feridas agudas cicatrizam ao fim de 8 a 12 semanas,

as feridas crénicas demoram mais tempo (29).
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De acordo com a profundidade também se podem classificar as feridas em
superficial e profunda. A ferida superficial € aquela que afeta a epiderme e a derme. Ja a
ferida profunda atinge a derme profunda, tecido adiposo, musculos, ossos e tenddes (32).

A cicatrizacao de feridas consiste na substituicdo de um tecido lesado por um tecido
conjuntivo vascularizado tendo inicio logo ap6s uma leséo e sendo mais eficaz em
ambiente humido. Apés a lesdo e o sangramento ocorre de imediato a vasoconstricao que
consiste na contragdo do musculo liso no endotélio e a agregacao plaquetaria, diminuindo
a perda de sangue para o0 espaco extravascular e formando o coagulo que liberta fatores

de crescimento (33). A cicatrizacdo processa-se em trés fases principais (Figura 6).

Fase inflamatdria Fase proliferagéo Fase Maturagéo

epiderme cicatrizada

, macrofago proliferagdo de derme cicatrizada
fibroblasto fibroblastos

Figura 6. Fases da cicatrizacao de feridas.

Adaptada de (34)

A primeira fase da cicatrizagdo é denominada fase inflamatoria e é caracterizada
por sintomas como calor, edema e eritema, consistindo na dilatacdo dos vasos, 0 que
aumenta o fluxo sanguineo, aumentando também a permeabilidade vascular, e na
incorporacdo de leucécitos, nomeadamente neutréfilos e macréfagos, que tém um papel
essencial no desbridamento da ferida e na promocéo da incorporacéo e ativagdo de outras
células importantes para as etapas seguintes. Os neutréfilos protegem a ferida de bactérias
e, através da fagocitose, removem restos de bactérias e de tecido. Ao longo do tempo, 0s
macrofagos, estimulados pela citocina excretada pelos neutréfilos, eliminam os neutrofilos
por apoptose. Os macrdfagos através da fagocitose e secrec¢do de proteases também
removem restos de bactérias e de tecido. Para além disso, os macrofagos produzem
citocinas e fatores de crescimento que favorecem a incorporacdo e ativacdo celular, a
sintese da matriz extracelular, a formacao de fibroblastos, a sintese de colagénio e a
neoformacéo de vasos sanguineos na ferida (33).

A segunda fase é a fase proliferativa sendo caracterizada pela proliferacdo de

fibroblastos, sob a acdo de citocinas. Ao mesmo tempo, ocorre a migracdo de células
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epiteliais (epitelizacdo), o crescimento de novos vasos sanguineos (angiogénese) e a
infiltracdo de macro6fagos, formando o tecido de granulagéo (35).

Por fim, na fase da maturacdo, a matriz de colagénio sofre, continuamente,
reabsorcao e deposicdo. A matriz inicial de colagénio da ferida é bastante fragil uma vez
gue possui 20% de colagénio tipo lll e as fibras de colagénio sdo muito glicosiladas e finas.
As colagenases e as proteases degradam as ligacdes peptidicas do colagénio e entre
aminoacidos das proteinas, respetivamente, e 0 novo colagénio € depositado
continuamente pelos fibroblastos. O novo colagénio possui fibras mais espessas,
organizadas e resistentes (33).

O &cido hialurénico, por ser bastante higroscopico, contribui para um meio hiimido
favoravel a cicatrizacdo de feridas (31). O AH atua em todas as fases da cicatrizacéo
promovendo a proliferagéo de fibroblastos, a adesdo ao local da ferida e a formacgéo de
colagénio e elastina (36). Assim, o AH é bastante comum em formulac¢des tépicas para
tratamento de feridas como queimaduras, abrasao, incisdes pds-cirdrgicas e Ulceras de
presséo (37).

Silva et al. (36) verificaram os efeitos do tratamento topico com &cido hialurénico
0,2% numa queimadura de segundo grau de um paciente de 64 anos. Primeiramente o
tratamento foi feito com sulfadiazina de prata a 1%, contudo, ap0s sete dias ndo houve
melhoras tendo-se iniciado o tratamento entdo com AH. A aplicacdo de AH foi efetuada
diariamente, tendo sido avaliado o tempo de cicatrizacdo, a auséncia ou presenca de
cicatrizes e o resultado estético do tratamento. Os resultados foram bastante positivos
ocorrendo reepitelizacdo completa depois de 14 dias de aplicacdo de AH e ap0s 27 dias a
cicatriz melhorou a nivel de hiperpigmentacéo e ndo houve hipertrofia. Durante todo o
tempo de tratamento ndo foi registado qualquer tipo de reacBes adversas locais ou
sistémicas. Concluiu-se assim que o tratamento topico com AH 0,2% em queimaduras
permitiu uma cicatrizacao mais rapida e melhorou o resultado estético.

Num estudo realizado por Ying et al. (38) utilizou-se um hidrogel constituido por
colagénio tipo | e acido hialurénico como curativo, para avaliar a sua capacidade de
promover uma cicatrizagdo espontanea, rapida e eficiente. A estrutura porosa do hidrogel
contribuiu para a retencao da agua, trocas gasosas, e crescimento de células vasculares.
No tratamento das feridas com o hidrogel de colagénio e &cido hialurénico, a cicatrizacao
mostrou ser mais rapida e eficiente, concluindo-se que o hidrogel teve uma grande
importancia na promoc¢ado esponténea da formacgdo da vasculatura, camada epitelial e
fibras de colagénio.

Xiao et al. (39) desenvolveram um hidrogel com guanosina e colagénio
recombinante de origem humana como adesivo médico a fim de verificar se este contribuia

para acelerar o processo de cicatrizacdo de feridas. O hidrogel obtido, devido a presenca
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de colagénio, era flexivel e quando incluido na ferida favorecia a deposi¢cdo adequada de
colagénio o que permitia a incorporacao de macréfagos e fibroblastos para o local da ferida,
induzindo a proliferacdo e migracdo. A eficacia do hidrogel foi demonstrada através de
ensaios in vitro, modelos de cicatriza¢do in vivo em camundongos e andlise histoldgica.
Dadas as suas caracteristicas, este gel flexivel de colagénio e guanosina demonstrou
elevado potencial como adesivo médico para a cicatrizacdo de feridas e regeneracgéo de

tecidos in vivo.

1.5 Objetivos

Este trabalho teve como objetivos principais:
e Desenvolver cremes hidroéfilos, emulsées multiplas (A/O/A) gelificadas e
peliculas contendo &cido hialurénico e colagénio para a regeneracao
cutanea.

e Caracterizar e comparar os varios sistemas desenvolvidos.
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2. Material e Métodos

2.1 Matérias-primas e Equipamento

Na realizacdo experimental deste trabalho utilizaram-se as matérias-primas

presentes na Tabela 2.

Tabela 2. Matérias-primas utilizadas no trabalho experimental.

Matéria-prima Lote Origem
Acido hialurénico 191197-J-1 Acofarma
Agua purificada - LTF
Alginato de sddio S22176 Protanal
Base PFC ® 9127700011 Guinama
Carbopol® 940 221123-B0012814 Fagron
Colagénio hidrolisado em p6 R2111494 Farmalabor
Gel de hidroxietilcelulose 85476GH LTF
Glicerina 225938-P-1 Acofarma
Hidroxipropilmetilcelulose DTR563067 Colorcon
Kathon® CG 0073360 Guinama
Miglyol® 812 220495 Acofarma
Span® 80 215742-N-1 Acofarma
Trietanolamina L20060137-OF- 241716 Fagron
Tween® 80 170972-P-1 Acofarma

Na tabela 3 constam os equipamentos utilizados ao longo da realizacéo

experimental deste trabalho.
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Tabela 3. Equipamentos utilizados no trabalho experimental.

Equipamento Fabricante Modelo Origem
Agitador em hélice Heidolph RZR 2041 Alemanha
Agitador mecanico IKA T25 Ultra turrax Alemanha
Balanca de
determinacéo do teor Gravimetra AD-4713 Japéao
da humidade
Balanca analitica Mettler Toledo ME104 Suica
Balancga _

_ » Sartorius AZ 1502 Alemanha
semi-analitica

_ Banho de agua
Banho de agua AuxiLab S.L . Espanha
Nahita
Centrifuga Eppendorf AG 5804 Alemanha
Konica Minolta Chroma Meter Cr-
Colorimetro _ Japéo
Sensing, Inc. 400
Craveira digital Parkside ® HGO00962A Alemanha
Difratdbmetro a laser Malvern Mastersizer 3000 Reino Unido
Estufa Memmert - Alemanha
Placa de agitacéo
_ IKA® C-MAG HS 7 Alemanha
com aguecimento
Placa de agitacéo o _ _
" Stuart scientific SM26 Reino Unido
magnética
Potenciometro HANNA instruments HI 2211 Roménia
Sensor de Courage and Khazaka
) ™ 210 Alemanha
temperatura Electronic
Sonicador Sonics Vibra-cell ™ VCX 130 EUA
Texturdmetro Stable Micro Systems TA-XT2i Reino Unido
Viscosimetro Thermo Haake VT-550 Alemanha
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2.2 Cremes

Segundo a Farmacopeia Portuguesa 9.0 (40), os cremes sdo preparacdes
multifasicas formadas por uma fase aquosa e por uma fase lipdfila.

Quando a fase externa é a fase lip&fila, o creme designa-se por creme lipdfilo. Este
tipo de creme contém agentes emulsivos adgua/éleo tais como ésteres do sorbitano, alcoois
da lanolina e monogliceridos que tornam a preparacao mais estavel. Quando a fase externa
€ a fase aquosa, o creme designa-se creme hidrofilo. Este tipo de creme contém agentes
emulsivos o6leo/agua, tais como &lcoois gordos sulfatados, sabdes de sodio ou de
trietanolamina, alcoois gordos polioxietilénicos e polissorbatos que, eventualmente, podem
ser combinados com agentes emulsivos agua/oleo (40).

As substancias ativas podem ser dissolvidas ou dispersas na fase aquosa ou na
fase lipdfila de acordo com a sua solubilidade.

Gongalves et al. (41) compararam a utilizagdo de &cidos gordos essenciais (AGE)
a 0,2% e de um creme de &cido hialurénico a 0,2% no tratamento de uma queimadura
provocada pela exposicéo a fertilizante nas méos de um paciente de 46 anos. Foi realizada,
com soro fisioldgico 0,9%, uma limpeza diaria das lesdes. Numa méao foi feita a aplicacdo
de creme de AH e na outra méo a aplicacdo de AGE. A leséo foi observada diariamente
para avaliar a evolucdo da sua cicatrizacdo. 60 dias ap6s ambos o0s tratamentos na mao
onde foi aplicado o creme de AH a cicatrizacdo foi completa enquanto na méo tratada com
AGE ainda havia descamacéo e fissuras. Tendo em conta este resultado o tratamento com
AGE foi suspenso e iniciou-se o0 uso do creme com AH. Apds 39 dias a lesdo ja estava
totalmente cicatrizada. Este estudo permitiu concluir que o uso do creme de AH contribuiu
para uma cicatrizagdo mais eficiente e rapida comparado com o uso de AGE.

Udhayakumar et al (42) prepararam um creme com colagénio isolado do tecido
estomacal de bovino, quitosano, goma xantana, lanolina e glicerol a fim de verificar se o
colagénio acelerava a proliferacdo de fibroblastos. Apds caracterizacéo o creme exibiu bom
comportamento reoldgico, boa estabilidade e espalhabilidade e atividade antibacteriana
contra bactérias Gram positivas e negativas. Realizaram-se estudos in vitro que
demostraram a elevada citocompatibilidade sem qualquer toxicidade para as células e o
fornecimento de um ambiente favoravel para a fixagcao, migracao e proliferacéo das células.
O creme foi aplicado em feridas animais de excisdo aberta e espessura total e apés
avaliacdo in vivo, este estudo demonstrou que este promoveu a reepitelizacéo, a contracao

da ferida e a deposicdo de colagénio.
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2.2.1 Preparacgao dos cremes

Com base em estudos anteriores (43) foram preparadas cinco formulacdes de
cremes com percentagens de acido hialurénico e colagénio distintas (Tabela 4). A Base
PFC® constituiu a fase oleosa associada ao agente emulsivo e os restantes componentes

a fase aquosa. A trietanolamina foi adicionada para ajustar o pH.

Tabela 4. Composi¢ao dos cremes (%, m/m).

Matérias-primas Formulacdo | Formulacdo | Formulacdo | Formulagcdo | Formulacao
1A 2A 3A 4A 5A
Base PFC® 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0
Kathon®CG 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Colagénio 5,0 5,0 5,0 2,5 5,0
Acido Hialurénico 1,0 15 2,0 1,0 1,0
Trietanolamina g.b. g.b. g.b. g.b. g.b.*

Agua purificada g.b.p 100,0 | g.b.p 100,0 | g.b.p 100,0 | g.b.p 100,0 | g.b.p 100,0

* Formulagdo 5A com composigdo igual a 1A, mas com o pH ajustado para 6.

Num banho de agua a 70°C fundiu-se a Base PFC® e aqueceu-se a mesma
temperatura a &gua com o Kathon® CG, onde se foi adicionando aos poucos o colagénio e
0 acido hialurénico. Depois do colagénio e do AH terem dispersado completamente e das
duas fases, oleosa e aquosa, se encontraram a mesma temperatura, adicionou-se, em
constante agitacao, a fase aquosa a fase oleosa. De seguida retirou-se a capsula do banho
de 4gua, continuando a agitacao até total arrefecimento. Por fim procedeu-se a medicao
do pH, utilizando o potencibmetro, tendo-se adicionado quantidade suficiente de
trietanolamina para ajustar o pH entre 4 e 6 (pH normal da pele). Os cremes foram
acondicionados num frasco de plastico e armazenados na estufa a 25 °C para avaliagao
da estabilidade (Figura 7).
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Figura 7. Representagdo do método utilizado para a producéo dos cremes.

2.2.2 Caracterizagido dos cremes

2.2.2.1 Determinacéao do pH

O pH indica a basicidade ou acidez de um meio por meio de uma escala,
compreendida entre 0 e 14 (44). O pH da pele é acido, variando entre 4 e 6, 0 que permite
proteger a superficie cutanea contra bactérias e fungos (45). Contudo, nas feridas o pH é
mais alcalino devido a exposicao dos tecidos subjacentes, gerada pelo trauma que afeta o
ambiente acido (46). O pH varia de acordo com o tipo de ferida, por exemplo, um pH médio
de 7,44 é caracteristico de uma ferida aguda, enquanto um pH médio entre 7,42 e 8,90 é
comum nas feridas crénicas (46). Como os ambientes alcalinos sdao benéficos para o
crescimento microbiano é aconselhavel o uso de produtos acidos néo so para regular o pH
prevenindo o crescimento microbiano, mas também para promover a proliferacdo de
fibroblastos, tornar a epitelializacdo mais rapida e promover a contracdo da ferida e a
angiogénese (46). Assim, ao longo da cicatrizacdo da ferida o pH diminui restaurando um
ambiente &cido.

O valor ideal de pH varia conforme a area corporal a que o produto cosmético ou
farmacéutico se destina a ser aplicado (44). Nas preparacdes para aplicagcdo cutanea o pH
€ uma propriedade importante uma vez que se relaciona com a eficacia e seguranca do
uso da preparacdo e com a compatibilidade dos componentes presentes na formulacao
(44). A medicao do pH ao longo do tempo é importante também para avaliar a estabilidade
do produto e a validade do mesmo. Tendo em consideragdo que os produtos para

aplicacdo cutdnea devem possuir um valor de pH proximo do pH fisioldgico, neste trabalho
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pretendeu-se que o pH do creme se encontrasse entre 4 e 6, valores compativeis com a
pele.

A medicdo do pH foi efetuada com o Potencidmetro HANNA instruments 2211
(figura 8) em triplicado. Os resultados indicados correspondem ao valor médio das trés
medicbes = desvio padrdo. A medicdo do pH para as formulacdes 1A, 2A e 3A foi apenas
realizada no dia da preparagéo enquanto para as formulactes 4A e 5A foi efetuada no dia

da preparacéo e 7, 30, 60 e 90 dias apds a preparacao.

Figura 8. Potenciémetro HANNA instruments 2211.

2.2.2.2 Analise da cor

A cor é definida como uma percecao visual provocada pela reflexao ou refracdo da
luz da superficie de objetos (47). A cor é percecionada de forma diferente por cada
individuo.

Um espaco de cor consiste num método para exprimir a cor de um objeto utilizando
um determinado tipo de notagao, como por exemplo numeros ou letras. A CIE (Commission
Internationale de I'Eclairage) é considerada a autoridade na ciéncia da cor e luz, tendo
definido trés espagos cromaticos entre eles o CIELAB, também designado por espaco de
cor L*a*b*. Este espaco de cor é o mais utilizado na atualidade por correlacionar os valores
de cor com a percegao visual (47).

Neste ensaio avaliou-se a luminosidade e o parametro Chroma para definir as
caracteristicas cromaticas das preparacdes semissdlidas. Recorreu-se entdo ao espaco
cromatico CIELAB (figura 9) que é representado por trés eixos ortogonais onde L* indica a
luminosidade (L* = O representa o preto e L* = 100 representa o branco), a* uma escala
cromética entre as cores verde e vermelha (a* < 0 representa o verde e a* > 0 o vermelho)
e b* uma escala cromatica entre as cores azul e amarela (b* < 0 representa o azul e b* >

0 o amarelo) (47).
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Figura 9. Espaco cromatico L* a* b*.

Retirada de (47)

A intensidade da cor é indicada pelo parametro Chroma, C*, que se obtém pela

c = /(a*z +b*)

O parametro Chroma permite-nos avaliar se a amostra escurece ao longo do tempo

equacao:

uma vez que caso 0 seu valor aumente com o tempo significa que a amostra escurece.
Este ensaio foi realizado aos 7, 30, 60 e 90 dias apds a preparacdo para as
formulacdes 4A e 5A. Utilizou-se o colorimetro Konica Minolta Chroma Meter 400 e o
software SpectraMagic NX (figura 10). A amostra, colocada numa placa de Petri, foi coberta
com papel de aluminio (para garantir que ndo havia interferéncia da luz). Os parametros
L*, a* e b* foram medidos em triplicado. Os resultados indicados dizem respeito ao valor

médio das trés medicbes + desvio padréo.
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Figura 10. Colorimetro Konica Minolta Chroma Meter 400 e software SpectraMagic NX.

2.2.2.3 Ensaio reolégico

A reologia consiste no estudo das caracteristicas de escoamento e de deformacéao
da matéria. O objetivo principal da reologia € descrever as relagfes que existem entre
tensdes e deformacdes (48). Nas areas farmacéutica e cosmética a reologia é importante
para caracterizar parametros que permitem inferir sobre a estabilidade e qualidade das
formas farmacéuticas e dos produtos cosméticos.

A viscosidade, propriedade reoldgica mais conhecida, avalia a resisténcia de um
fluido ao escoamento, isto é, quando se submete um fluido a uma tenséo, se ele fluir de
maneira rapida, ou seja, se a velocidade de movimentacdo for elevada, ele € pouco
viscoso, como por exemplo a &gua, se acontecer o oposto, entédo ele € muito viscoso, como

por exemplo um Gleo (49). Esta propriedade pode ser calculada através da equacao:

n=c
Y

onde 7 é a viscosidade (Pa.s), T a tensdo de corte (Pa) e y a velocidade de corte (s).

Os fluidos podem ser classificados em Newtonianos e n&o Newtonianos. Os fluidos
Newtonianos sdo caracterizados por uma viscosidade constante para qualquer tenséo de
corte, a uma certa temperatura. No caso dos fluidos ndo Newtonianos a viscosidade altera-

se com a variacao da tensédo de corte (48).
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Nos fluidos ndo Newtonianos podem ainda observar-se trés comportamentos
distintos. Se a viscosidade diminui com 0 aumento da tenséo de corte, o fluido designa-se
reofluidificante ou pseudoplastico e se a viscosidade aumenta com o aumento da tenséo
de corte, o que é pouco comum, o fluido designa-se reoespessante ou dilatante. Se for
necessaria uma tensdo de corte minima (tensdo de cedéncia) para que se inicie o

escoamento, comportamento observado em varios cremes, o fluido designa-se plastico

(figura 11) (48).
i Plastico

Newtoniano

Pseudoplastico

tensao de corte (7)

Dilatante

Velocidade de corte (y)

Figura 11. Representagéo grafica da tenséo de corte (1) em fungado da
velocidade de corte (y) para alguns comportamentos reoldgicos.

Adaptada de (50)

Quando se aplica uma tensao de corte constante € possivel, através das alteracdes
reoldgicas com o passar do tempo, distinguir fluidos tixotrépicos e fluidos reopéticos (figura
12). No primeiro caso, para a mesma tenséo de corte, a viscosidade diminui ao longo do
tempo, ja no segundo caso, a viscosidade aumenta com o passar do tempo, para a mesma
tensao de corte. A area entre as curvas ascendente e descendente do reograma permite-
nos medir a tixotropia (49).
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Figura 12. Fluidos tixotrépicos e reopéticos.

Adaptada de (51)

Nas preparacbes semissolidas a avaliacdo da tixotropia permite conhecer o
desempenho da preparagdo quando esta for aplicada na pele. Uma preparagdo que
apresente tixotropia tende a ser fisicamente mais estavel uma vez que sera mais
consistente, mas quando aplicada na pele, devido a tenséo provocada, a fluidez aumenta,
melhorando o seu espalhamento (52). Ap6s a aplicacdo, o produto readquire a sua
viscosidade inicial, impedindo o derrame do mesmo para outras regides do corpo (52).

Neste trabalho, a viscosidade foi avaliada recorrendo-se ao viscosimetro Thermo
Kaake VT-550 (figura 13). O ensaio foi realizado a 20 °C com leituras de velocidade de
corte entre 1 s? e 100 s, com um tempo de estabilizacdo de 900 s e 10 etapas
ascendentes e descendentes. Para as formulagdes 1A, 2A e 3A a medicao foi apenas
efetuada ao fim de 7 dias e para as formulacbes 4A e 5A esta determinacao foi realizada

ao fim de 7, 30, 60 e 90 dias apds a preparacao.
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Figura 13. Viscosimetro Thermo Kaake VT-550.

2.2.2.4 Ensaio de estabilidade acelerada por centrifugagéo

A estabilidade farmacéutica, segundo a Organizacdo Mundial de Saude, consiste
na capacidade que uma preparacdo farmacéutica possui para manter as suas
caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas e biofarmacéuticas dentro dos limites
especificados durante todo o prazo de validade (53).

A fim de prever possiveis modificagdes quimicas e/ou fisicas que possam surgir nas
formulacgdes a longo prazo, durante o seu armazenamento, € comum realizar ensaios de
estabilidade num espaco de tempo reduzido (estabilidade acelerada).

No ensaio da estabilidade acelerada por centrifugacdo as amostras sao sujeitas a
condicbes de forca gravitica extrema 0 que cria stress mecéanico e aumenta a mobilidade
das particulas. Este aumento do movimento das particulas causa instabilidade e, assim,
este ensaio permite observar possiveis alteragfes, tais como modifica¢cdes sob a forma de
coalescéncia, precipitacdo, existéncia de separacdo de fases, formacdo de sedimentos
compactos, etc (54).

A centrifuga Eppendorf AG 5804 (figura 14) foi utilizada para a realizacdo deste
ensaio em todas as formulagdes. As amostras foram colocadas em tubos graduados numa
guantidade de cerca de 6 ml e estes foram colocados na centrifuga, paralelamente. A
centrifugacao foi feita em duplicado, & temperatura ambiente, a 3500 rpm durante 30
minutos, valores recomendados pela ANVISA (54). Apos a centrifugacéo verificou-se se
houve separacéo de fases, através de uma analise visual. O ensaio foi realizado no dia da

preparacéo da formulacédo, bem como 7 dias depois.
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Figura 14. Centrifuga Eppendorf AG 5804.

2.2.2.5 Avaliacao da textura

A textura engloba as caracteristicas fisicas de uma formulag&o e pode ser avaliada
pelo tato ou recorrendo a um equipamento especifico designado texturometro (55). Estas
caracteristicas relacionam-se com a deformacao derivada de uma for¢a e sdo medidas em
termos de distancia, tempo e forca (56). Para a aceitabilidade do produto pelo consumidor,
a avaliacado da textura é fundamental (56).

A avaliagdo da textura realizada por um texturometro compreende ensaios
mecanicos que avaliam a adesividade e a firmeza em fung&o da distancia que a sonda
percorre ao longo da deformacdo da preparacdo. A penetracdo da sonda na preparacao
ocorre a uma distancia e velocidade pré-definidas e ap6s a distancia de penetracao a
sonda ascende a sua posicao inicial, acima da superficie da preparacao (57).

Num gréfico Forca (N) em funcdo do Tempo (s) (figura 15), a firmeza corresponde
a forca maxima necessaria para provocar uma deformacéo e quanto maior for o valor da
forca maxima necessaria para penetrar na preparagdo, mais consistente esta é. A
adesividade determina-se através do calculo da area negativa que corresponde ao trabalho
necessario para que a sonda regresse a sua posic¢ao inicial, isto €, corresponde ao trabalho
necessario para ultrapassar as forcas atrativas entre a superficie da sonda e a superficie
da preparacgdo, sendo que, quanto maior for o valor da area negativa, mais adesiva é a
preparacgéo (57). A firmeza relaciona-se com a facilidade de aplicacdo da preparagao e a
adesividade com a aderéncia do produto a regido onde é aplicado. A compressibilidade

corresponde a area positiva.
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Figura 15. Representacao do grafico da forga versus tempo.

Para avaliar a textura de todas as formulacfes recorreu-se ao texturémetro Stable

Micro Systems TA-XT2i (figura 16), ao software Texture Exponent e as seguintes
condicoes:

e Sonda: Sonda cilindrica Lap Perspex 25 mm diametro

¢ Distancia de penetracdo: 5 mm

e Velocidade de penetracdo: 1 mm/s

e Célulade carga: 5 kg

e Trigger Force: 0,049 N

O ensaio foi realizado a temperatura ambiente, em triplicado. Nas formulacdes 1A,
2A e 3A este ensaio apenas foi realizado 7 dias ap0s a preparacgéao, ja nas formulacdes 4A
e 5A o ensaio foi realizado ao fim de 7, 30, 60 e 90 dias apds a preparacéo para verificar a
estabilidade destas formulacdes. Os resultados correspondem a média das trés medicdes

+ desvio padrao.
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Figura 16. Texturémetro Stable Micro Systems TA-XT2i e sonda Lap Perspex 25 mm.

2.2.2.6 Analise da espalhabilidade

A espalhabilidade corresponde a area ocupada por uma preparacdo semissolida

apos a sua aplicagéo no local alvo. Esta propriedade determina a facilidade de remocao da

embalagem e de aplicacdo na regido pretendida, a transferéncia da dosagem adequada

para o local alvo e a aceitabilidade do consumidor (58).

A espalhabilidade foi avaliada utilizando-se o texturémetro Stable Micro Systems TA-

XT2i (figura 17) e o software Texture Exponent. A preparacao foi colocada no cone feminino

e 0s parametros utilizados foram os seguintes:

Sonda: TTC Spreadibility Rig (HDP/SR)
Distancia de penetragao: 23 mm
Velocidade de penetragcado: 1 mm/s
Célula de carga: 5 kg

Trigger force: 0,049 N

O ensaio foi realizado em triplicado, a temperatura ambiente, para as formulagées 4A

e 5A. Os resultados apresentados dizem respeito @ média das trés medi¢des + desvio

padréo.
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Figura 17. Texturémetro Stable Micro Systems TA-XT2i e sonda TTC Spreadibility Rig (HDP/SR).

2.2.2.7 Analise estatistica

Os valores do pH, firmeza e adesividade foram analisados estatisticamente entre o
dia 7 e o dia 90 para as formulacdes 4A e 5A. A analise foi realizada no Microsoft® Excel
utilizando-se o teste F para comparar as variancias seguido do teste t de Student para
avaliar as diferencas estatisticas dos resultados. O nivel de significancia usado foi de 95%

(a0 = 0,05). Valores de p < 0,05 revelam resultados diferentes estatisticamente.

2.3 Emulsdes gelificadas

As emulsdes consistem em dispersdes de goticulas num meio liquido (fase externa
ou dispersante) no qual sdo imisciveis. Como constituem um sistema termodinamicamente
instdvel é essencial a presenca de um ou mais tensioativos, que diminuem a tensdo na
interface entre as duas fases e permitem a dispersdo das mesmas, evitando a sua
separacao e aumentando a estabilidade da emulsé&o (59). No caso das emulsdes cuja fase
externa € aquosa, 0s tensioativos séo utilizados nao s6 com o objetivo de dispersar a fase
oleosa na aquosa e aumentar a estabilidade, mas também com o objetivo de melhorar a
penetracdo na pele. E comum neste tipo de formulagbes existir um sistema misto de
tensioativos que provoca um efeito sinérgico. Sdo exemplos de tensioativos o Span® 80, o
Tween® 80, o lauril sulfato de sédio, os derivados do polietilenoglicol, entre outros.

Tendo em conta a estrutura do sistema € possivel distinguir, essencialmente, dois

tipos de emulsdes: emulses lipodfilas (agua/dleo (A/O)) em que a fase interna € a aquosa
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e a externa a oleosa e emulsfes hidréfilas (6leo/agua (O/A)) em que a fase oleosa se
encontra dispersa na fase aquosa (59).

Existem ainda emulsGes mudltiplas ou duplas que séo sistemas mais complexos
formados por uma emulsao A/O ou O/A dispersa numa fase aquosa ou oleosa (figura 18).
Estes sistemas, como possuem duas interfaces, comparados com as emulsées normais,
melhoram a encapsulagédo das substancias ativas, a sua resisténcia a degradacéo pela
fase externa e permitem uma libertacdo controlada (60).

Existem dois tipos principais de emuls6es mdltiplas: emulsées agua/dleo/agua
(A/O/A) e emulsdes 6leo/agual/dleo (O/A/O). As emulsdes A/O/A sdo amplamente utilizadas
e permitem encapsular substancias ativas hidréfilas na fase aguosa interna. Neste tipo de
emulsdes primeiramente é produzida uma emulsdo A/O, utilizando um tensioativo
hidrofobo, que é posteriormente adicionada a uma fase aquosa que contém um tensioativo

hidréfilo que permite dispersar a emulsao inicial na fase aquosa externa (61).

Emulsdes Emulsées multiplas
A

I
A/O0

@ °
o ©
* @
o o0
/
7
Agua Oleo Oleo Agua Oleo Agua OGleo Agua Oleo Agua

|
0/A/O A/O/A

Figura 18. Representacdo de emulsdes simples e emulsdes multiplas.

Adaptada de (62)

2.3.1 Preparagao das emulsdes gelificadas

Foram preparadas nove formulagdes diferentes, baseadas em estudos anteriores
(43), com o objetivo de obter emuls@es triplas do tipo A/O/A gelificadas (tabela 5). A fase
oleosa foi mantida em todas as formula¢des. O colagénio foi incorporado sempre na fase
aquosa 1 (FA 1) (fase aguosa mais interna), com o objetivo de obter uma libertacdo lenta
do colagénio, enquanto o AH foi incorporado tanto na fase aquosa 1 como na fase aguosa
2 (FA 2) (fase aquosa mais externa), atuando como agente gelificante, ajudando a ajustar

a viscosidade pretendida.
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Tabela 5. Composicdo das emulsées multiplas (%, m/m).

Matérias-primas 1B 2B 3B 4B 5B 6B 7B 8B 9B
AH 1,0 1,0 1,0 - - - - - -
A 1 COL 2,5 2,5 - 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Agua g.b.p | gb.p | gb.p | gb.p | gbp | qgbp | gbp | gbp|gbp
purificada | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
Span®80 | 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
FO Miglyol®
81 25,0 | 25,0 | 25,0 | 25,0 | 25,0 | 25,0 | 25,0 | 25,0 | 25,0
Emulséo A/O 40,0 | 40,0 | 40,0 | 40,0 | 40,0 | 40,0 | 40,0 | 40,0 | 40,0
Tween®
2,5 5,0 5,0 5,0 5,0 50 5,0 50 5,0
80
Kathon®
0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
FA 2 CG
AH - - - - 1,0 2,0 - - -
Agua gbp | gbp | qgbp | gbp|qgbp|gbp|gbp|qgbp| gbp
purificada | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
Gelificante AH - - - - - - 2,0 2,5 5,0

A fase aquosa 1 e a fase oleosa foram agitadas num agitador magnético.

Posteriormente, adicionou-se, com agitacdo constante, a fase aquosa 1 a fase oleosa. A

seguir, adicionou-se a fase aquosa 2 a emulsdo A/O, preparada anteriormente, com

constante agitacdo. Por fim, a emulsdo A/O/A foi colocada no ultrassons a uma amplitude

de 70% durante 20 minutos. De seguida, a emulséo foi colocada na centrifuga para verificar

se ocorria a separacdo de fases. Para as formulagbes 7B, 8B e 9B apds submeter a

emulsdo ao ultrassons adicionou-se o AH utilizando um agitador em hélice e de seguida

avaliou-se a separacdo de fases (figura 19). As emulsdes foram posteriormente

acondicionadas num frasco de plastico e colocadas na estufa a 25 °C para avaliagdo da

estabilidade.
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Figura 19. Representagdo do método utilizado para produzir a emulsdo multipla gelificada.

2.3.2 Caracterizagao das emulsdes multiplas gelificadas

2.3.2.1 Medicao do tamanho das goticulas

De acordo com o tamanho das gotas da fase dispersa, as emulsbes podem ser
classificadas em nanoemulsdes, se as goticulas possuirem um diametro igual ou inferior a
100 nm, em microemulsdes, se o diametro das goticulas for entre 0,01 pm e 0,1 um e em
macroemulsées, se o didametro das goticulas for superior a 0,1 um (63). O tamanho das
goticulas depende da quantidade de agente emulsivo utilizada e do processo de fabrico da
emulséo.

E importante medir o tamanho das goticulas da fase dispersa uma vez que este
influencia as propriedades reoldgicas, bem como a estabilidade da emulsédo. As emulsbes
com tamanhos menores de goticulas sdo fisicamente mais estaveis (64).

Existem véarias técnicas para analisar a distribuicio do tamanho das
particulas/goticulas, sendo a mais utilizada a difracédo a laser (64). Nesta técnica um feixe
de laser incide nas particulas dispersas, iluminando-as. O tamanho das particulas é obtido
pela medicao da intensidade da variacao angular da luz dispersa. As particulas de tamanho
mais reduzido dispersam a luz em angulos maiores, enquanto as particulas de tamanho
maior dispersam a luz em angulos menores (64). E feita uma anélise matematica para a
obtencdo da distribuicdo estatistica dos tamanhos das goticulas (65). Os tamanhos
geralmente apresentam-se em percentis, obtendo-se o volume de distribuicdo de 10%,
50% e 90%, que diz respeito as goticulas com diametros iguais ou inferiores aos resultados
obtidos (65). O equipamento faz varias medicdes fornecendo a meédia, o coeficiente de

variagdo e o Span (65).
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A medicdo do tamanho das goticulas foi realizada para as formula¢bes 8B e 9B com
um difratdbmetro a laser Mastersizer 3000 (figura 20), utilizando os seguintes parametros:

e Tipo de particula: esférica

e Material: Lipido

¢ Indice de refracdo do material: 1,44

e Indice de absorgao: 0,01

e Densidade (g/cm?®): 1

e Dispersante: agua

« Indice de refracdo do dispersante: 1,33

Figura 20. Mastersizer 3000, Malvern.

2.3.2.2 Ensaio de estabilidade acelerada por centrifugagéo

O ensaio de estabilidade acelerada por centrifugacdo descrito em 2.2.2.4 é
importante para avaliar possiveis alteracfes fisicas na preparacao.

O ensaio foi realizado para todas as formulacfes e para aquelas que continham o
agente gelificante (7B, 8B e 9B), a medic¢édo foi efetuada antes e ap6s adigdo do mesmo.

Foram também realizados dois ciclos de 3500 rpm durante 30 minutos na centrifuga
Eppendorf AG 5804, valores recomendados pela ANVISA (54). No final, a verificacdo da

existéncia de separacédo de fases foi realizada através de uma analise visual.

2.3.2.3 Determinacéao do pH

Tal como referido em 2.2.2.1 um pH &cido favorece o processo de regeneracgdo da
pele. Desta forma, o pH pretendido para as emulsées foi também entre 4 e 6.

Recorreu-se ao potenciéometro HANNA instruments 2211 e realizaram-se as
medi¢cbes, para todas as formulagbes, em triplicado. Para as formulagbes 8B e 9B a
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medicao foi efetuada ndo s6 no dia da preparacdo, mas também aos 7, 30, 60 e 90 dias
apos a preparacao a fim de avaliar a estabilidade. Os resultados representam o valor médio

das medicBes + desvio padréo.

2.3.2.4 Analise da cor

A cor foi analisada pelo espago cromético CIELAB, definido em 2.2.2.2, avaliando-
se a luminosidade e o parametro Chroma.

A medicéo foi efetuada com o colorimetro Konica Minolta Chroma Meter 400 e o
software SpectraMagic NX para as formulactes 8B e 9B no dia da preparacao e ao fim de
7, 30, 60 e 90 dias apds a preparacdo. Os parametros L*, a* e b* foram medidos em
triplicado. Os resultados apresentados referem-se ao valor médio das trés medigbes *

desvio padrao.

2.3.2.5 Ensaio reoldgico

A concentragdo e o tamanho das goticulas da fase interna, bem como o
comportamento reoldgico da fase externa e a intera¢do entre 0s componentes, sao fatores
gue afetam a reologia de uma emulséo (66).

A viscosidade foi avaliada para as formulacdes 8B e 9B ao fim de 7, 30, 60 e 90
dias ap0s preparacao, utilizando-se o viscosimetro Thermo Kaake VT-550. O ensaio foi
realizado a 20 °C com leituras de velocidade de corte entre 1 s e 100 s, com um tempo

de estabilizacdo de 900 s e 10 etapas ascendentes e descendentes.

2.3.2.6 Analise da textura

Para avaliar a facilidade de aplicacédo das formulacdes (firmeza) e a aderéncia das
mesmas a regido onde sao aplicadas (adesividade), avaliou-se a textura das formulacées
8B e 9B recorrendo ao texturbmetro Stable Micro Systems TA-XT2i, ao software Texture
Exponent e as seguintes condices:

e Sonda: Sonda cilindrica Lap Perspex 25 mm diametro
e Distancia de penetracdo: 5 mm
¢ \Velocidade de penetracdao: 1 mm/s
o Célula de carga: 5 kg
e Trigger Force: 0,049 N
O ensaio foi realizado a temperatura ambiente, em triplicado, ao fim de 7, 30, 60 e 90
dias ap6s a preparacdo para verificar a estabilidade das formulacbes 8B e 9B. Os

resultados correspondem a média de trés medicdes * desvio padrao.
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2.3.2.7 Analise da espalhabilidade

A espalhabilidade também foi avaliada para as emulsdes 8B e 9B utilizando-se o
texturémetro Stable Micro Systems TA-XT2i e o software Texture Exponent. A preparacao
foi colocada no cone feminino e os parametros utilizados foram os seguintes:

e Sonda: TTC Spreadibility Rig (HDP/SR)
o Distancia de penetracao: 23 mm
e Velocidade de penetracdo: 1 mm/s
e Célula de carga: 5 kg
e Trigger force: 0,049 N
O ensaio foi realizado em triplicado, & temperatura ambiente, e os resultados

apresentados dizem respeito a média de trés medi¢Bes * desvio padrao.

2.3.2.8 Analise estatistica

A semelhanca dos cremes os valores do pH, firmeza e adesividade foram
analisados estatisticamente entre o dia 7 e o dia 90 para as formula¢tes 8B e 9B. A andlise
foi realizada no Microsoft ® Excel utilizando-se o teste F para comparar variancias e o teste
t de Student para avaliar as diferencas estatisticas dos resultados. O nivel de significancia
usado foi de 95% (o = 0,05) e valores de p < 0,05 revelam resultados diferentes

estatisticamente.

2.4 Peliculas

As peliculas ou filmes séo sistemas que substituem temporariamente a pele,
atuando como uma barreira fisica e mecanica. Sdo varios os tipos de filmes existentes,
sendo de realcar os filmes poliméricos que ajudam no processo de regeneragédo da pele
(67).

Os filmes poliméricos protegem a ferida de microrganismos e agentes toxicos,
proporcionam um ambiente humido, possuem capacidade de absorver os fluidos e
exsudatos, ndo requerem frequente troca ou limpeza, possuem custo reduzido, elevada
eficiéncia e baixa toxicidade. Para além disso, sdo sistemas resistentes, com elevada
flexibilidade e transparentes, nos quais se podem incorporar substancias ativas tendo em
vista uma libertacédo controlada ou prolongada (67). Diversos polimeros, nomeadamente o
guitosano, o alcool polivinilico, o colagénio, a hidroxipropilmetilcelulose, o alginato, o acido

hialurénico, entre outros, séo utilizados na preparacdo de peliculas para aplicacbes
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cosméticas e farmacéuticas. Este tipo de materiais pode também ser utlizado em
biomedicina, nomeadamente em engenharia de tecidos e na cicatrizacdo de feridas.

O colagénio € um polimero natural e é o constituinte maioritario do tecido conjuntivo.
Assim, é bastante utilizado na cicatrizacédo de feridas e no tratamento de Ulceras crénicas,
uma vez que estas possuem deficiéncia na matriz extracelular que o colagénio vai ajudar
a regenerar (67). O acido hialurénico também se encontra na matriz extracelular e sendo
biocompativel, biodegradavel e com boas propriedades viscoelasticas é muito utilizado na
composicdo de peliculas (68).

Para a obtencdo de filmes poliméricos existem dois métodos mais utilizados: o
método da extrusdo e o método da evaporacao do solvente. O método da evaporacao do
solvente consiste em dissolver o polimero num solvente adequado, colocar num recipiente
e com o passar do tempo no ambiente escolhido (temperatura ambiente ou secagem na
estufa) o solvente evapora, restando apenas o filme polimérico. Este método é de baixo
custo e € o0 mais utilizado em laboratério, contudo ndo é adequado para producdo em
escala industrial. No método da extrusdo, apropriado para producdo em escala industrial,
o polimero em p6 ou pellet é adicionado numa extrusora e por efeito da pressao e do calor
forma-se o filme polimérico. Apesar deste método ser mais rapido é necessario ter em
atencdo a temperatura usada uma vez que existem polimeros que podem degradar a
elevadas temperaturas (69).

Comercialmente, o Hyalosafe® consiste numa pelicula transparente contendo AH
utilizado no tratamento de feridas e queimaduras de segundo grau. Neste tipo de curativo
0 AH é libertado e promove a proliferacdo de células epiteliais (70).

Lewandowska et al. (71) prepararam e caracterizaram peliculas contendo quitosano
e acido hialurénico e peliculas contendo quitosano, acido hialurénico e colagénio. O
método de preparacdo utilizado foi o da evaporacdo do solvente e na caracteriza¢do foram
utilizados testes como o de tracdo, analise termogravimétrica e espetroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier. Os resultados demonstraram que a presenca
de colagénio contribuiu para aumentar a forca de tracdo e a estabilidade térmica devido as
ligacBes de hidrogénio entre o grupo hidroxilo (-OH) dos aminoacidos que o colagénio
contém e os grupos carboxilo (-COOH) e amina (-NH-) do acido hialurénico e do quitosano,

respetivamente.
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2.4.1 Preparacéo das peliculas

Inicialmente prepararam-se peliculas com 2,5% (m/m) de colagénio e diferentes
concentracoes de glicerina, utilizada como plastificante (tabela 6).

Tabela 6. Composicao das peliculas de colagénio (%, m/m).

- _ Formulacéo Formulacgéo Formulacgéo Formulacao
Matérias-primas
1C 2C 3C 4C
Colagénio 2,5 2,5 2,5 2,5
Glicerina 2,5 15 1,0 0,5
Agua purificada g.b.p 100,0 g.b.p 100,0 g.b.p 100,0 g.b.p 100,0

Para a preparacao das peliculas misturou-se a agua com a glicerina e adicionou-se
o colagénio lentamente. Apés a dispersado do colagénio a preparacao foi transferida para
placas de Petri e estas foram colocadas numa estufa a 40 °C, durante 48h.

Uma vez que as peliculas anteriormente preparadas ndo ficaram conforme o
pretendido, com base no trabalho de Morang et al, (72) prepararam-se peliculas a partir da

solucéo de alginato de sodio a 4% (m/m) como base e com concentracfes variadas de
colagénio e de acido hialurénico (tabela 7).

Tabela 7. Composigéo das peliculas de alginato de sédio, colagénio e &cido hialurénico (%, m/m).

» _ Formulagcdo | Formulagcdo | Formulagdo | Formulagéo
Matérias-primas
1D 2D 3D 4D
Colagénio 0,5 0,5 0,5 1,0
Glicerina 14 14 14 2,5
Acido hialurénico - 1,0 2.0 -
Solucéo de alginato
o g.b.p 100,0 | g.b.p 100,0 | g.b.p 100,0 | g.b.p 100,0
de sodio a 4%

Primeiramente foi preparada a solucdo de alginato de sédio a 4%. De seguida,
adicionou-se a glicerina e aos poucos 0 colagénio e o acido hialurénico, usando um
agitador em hélice a 700 rpm. A dispersdo ocorreu durante 20 minutos com aquecimento
a 60 °C. Por fim, as preparacdes foram transferidas para placas de Petri e colocadas na
estufa a 40 °C, durante 48h.
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O alginato de sddio originou peliculas bastante resistentes, em alternativa foram

preparadas peliculas a partir da disperséo de hidroxietilcelulose a 2% (m/m) com 1% de
colagénio (tabela 8).

Tabela 8. Composicéo das peliculas com HEC e colagénio (%, m/m).

Matérias-primas | Formulacdo 1E | Formulacéo 2E
Colagénio 1,0 1,0
Glicerina 2,5 2,0

Gel de HEC g.b.p 100,0 g.b.p 100,0

O procedimento consistiu na dispersao do colagénio na mistura da HEC com
glicerina, transferéncia da preparacado para placas de Petri e colocacdo na estufa a 25°C,
durante 48h.

N&o sendo possivel destacar estas Ultimas peliculas, procedeu-se a preparacado de
peliculas constituidas por 2% de Carbopol® 940, 2,5% de glicerina, 1% de colagénio e 4gua
purificada (g.b.p 100%).

O procedimento seguido foi 0 seguinte: usando um agitador em hélice, o Carbopol
e de seguida o colagénio foram dispersos na mistura da agua com a glicerina. Por fim, a
preparacéo foi colocada no frigorifico a fim de eliminar as bolhas resultantes da agitagéo.
Verificou-se que o Carbopol e o colagénio sdo incompativeis.

A hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) foi o dltimo polimero a ser testado para a

preparacéo das peliculas. Foram preparadas oito formulacdes descritas na tabela 9.

Tabela 9. Composic¢ao das peliculas com HPMC, colagénio e acido hialurénico (%, m/m).

Matérias-primas 1F 2F 3F 4F 5F 6F 7F 8F
Colagénio 1,0 1,0 - - 1,0 - 0,5 0,25
Glicerina 2,5 2,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

AH - - - 1,0 - 0,5 - 0,25

HPMC 2,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

. » g.b.p g.b.p | gb.p | gb.p | gb.p | g.b.p. | g.b.p. | g.b.p
Agua purificada

100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0

O procedimento foi idéntico ao descrito para as peliculas de HEC e encontra-se
representado na figura 21.
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Figura 21. Representagdo do método de evaporacéo do solvente utilizado na preparagéo das peliculas de HPMC.

BN

Por fim, procedeu-se a preparacdo de uma pelicula de camada dupla cuja

composi¢do se encontra descrita na tabela 10. Inicialmente preparou-se a dispersao da

camada inferior que foi colocada na estufa até evaporacdo do solvente. De seguida

preparou-se a dispersdo da camada superior que foi colocada na estufa nas mesmas

placas de Petri que continham a primeira camada ja seca.

Tabela 10. Composigéo da pelicula dupla com HPMC, colagénio e acido hialurénico (%, m/m).

Matérias-primas Formulagéo 9F
HPMC 1,0
-c%‘ § Glicerina 1,0
§ HE Acido Hialurénico 0,25

Agua purificada g.b.p 100,0

HPMC 1,0

-c% g Glicerina 1,0
()

§ =3 Colagénio 0,25
wn

Agua purificada g.b.p 100,0
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2.4.2 Caracterizagao das peliculas

2.4.2.1 Determinagéao do pH

Como ja referido anteriormente, pretendia-se que o pH se encontrasse entre 4 e 6,
valores compativeis com a pele.

A medicéo do pH foi efetuada em triplicado, para todas as dispersoées, utilizando o
Potencidmetro HANNA instruments 2211. Os resultados indicados correspondem ao valor

médio das trés medi¢bes * desvio padréo.

2.4.2.2 Ensaio reolégico

A avaliacdo da viscosidade foi também efetuada para 3F, 6F, 7F e 8F antes de
estas serem colocadas na estufa para evaporacao do solvente e formacao da pelicula.

Para tal, recorreu-se ao viscosimetro Thermo Kaake VT-550. O ensaio foi realizado
a 20 °C com leituras de velocidade de corte entre 1 s e 100 s?, com um tempo de

estabilizacéo de 900 s e 10 etapas ascendentes e descendentes.

2.4.2.3 Avaliacao da extensibilidade

A extensibilidade é uma propriedade que mede a distancia a que as peliculas
esticam sem romperem e a forca que € necessaria exercer para que estas se rompam. As
peliculas devem ter uma extensibilidade suficiente que permita que sejam esticadas sem
romper durante o manuseamento para aplicacdo no local desejado.

Para avaliar a extensibilidade das peliculas 3F, 6F, 7F, 8F e 9F, primeiramente
estas foram recortadas em retangulos (5 cm x 2 cm) iguais. Depois, recorreu-se ao
texturémetro Stable Micro Systems TA-XT2i (figura 22) e ao software Texture Exponent
para proceder ao ensaio da extensibilidade. As peliculas foram colocadas entre as garras
com papel de filtro nas regides superior e inferior (regides onde a garra exerce forca sobre
a pelicula) para protegé-las. De seguida, iniciou-se o ensaio, em triplicado, com uma
distancia entre as garras de 30 cm. Os resultados da forga correspondem ao valor médio

+ desvio padrao, de trés medicdes.
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Figura 22. Texturémetro Stable Micro Systems TA-XT2i e software Texture Exponent.

2.4.2 .4 Determinacao da uniformidade de massa

E de esperar que as peliculas com a mesma composicdo possuam massas
idénticas. Para avaliar a uniformidade de massa foi avaliada a massa individual de 12
peliculas, recorrendo-se a uma balanca analitica Mettler Toledo (figura 23). Os resultados
correspondem a média das 12 medi¢bes + desvio padrdo. O ensaio foi realizado para as
formulagdes 3F, 6F, 7F, 8F e 9F.

Figura 23. Balanga analitica Mettler Toledo.
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2.4.2.5 Determinacao da espessura

A medicdo da espessura foi feita no centro e nas extremidades de cada pelicula
utilizando-se uma craveira digital Parkside® (figura 24).

As peliculas devem possuir uma espessura fina, cujos valores dependem da
composicao, a fim de facilitar a sua aplicagdo. Os resultados obtidos correspondem ao

valor médio + desvio padrao, de trés medicGes para as formulacbes 3F, 6F, 7F, 8F e 9F.

Figura 24. Craveira digital Parkside ®.

2.4.2.6 Determinagéo do teor de humidade

O teor de humidade consiste na perda de massa por secagem e € expresso
geralmente em percentagem. Para determinar este valor, inicialmente é medida a massa
da pelicula, depois ela é submetida a temperaturas elevadas e é medida a massa final da
pelicula apés esta estabilizar ou ap6s um periodo pré-definido. Por fim, o teor de humidade
pode ser calculado pela expresséo:

. m; — Mg
Teor de humidade (%) = B X 100

1

Na qual:
m; — massa inicial

m; — massa final apds aquecimento
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Para realizar este ensaio recorreu-se a uma balanca de determinagéo do teor da
humidade Gravimetra AD-4713 (figura 25) a partir da qual se obtém o valor do teor da
humidade em percentagem. A medicao foi feita em triplicado para as peliculas 3F, 6F, 7F,
8F e 9F, durante 10 minutos a uma temperatura de 100 °C. Os resultados obtidos

correspondem a média das percentagens de teor de humidade + desvio padréo.

Figura 25. Balanca de determinacao do teor da humidade Gravimetra AD-4713.

2.4.2.7 Determinagéo da resisténcia a dobragem

Para avaliar a flexibilidade das peliculas obtidas pelas formulacdes 3F, 6F, 7F, 8F
e 9F, realizou-se o teste de resisténcia a dobragem. Este teste consistiu em dobrar
repetidamente as peliculas no mesmo local até estas quebrarem ou até 300 vezes, valor

aceitavel para considerar a pelicula com boas propriedades.

2.4.2.8 Determinagéo da perda de agua por evaporagao

Para determinar a perda de agua por evaporacao utilizou-se a sonda Tewameter
TM 210 (figura 26) que foi posta em contacto direto com as peliculas resultantes das
formulagdes 3F, 6F, 7F, 8F e 9F. O software que a sonda fornece da-nos o valor médio da
perda de agua por evaporacao e o respetivo desvio padréo.

As medicbes foram efetuadas antes e 52 h ap6és as peliculas terem ficado expostas
a temperatura ambiente da sala (cerca de 20°C) e com uma humidade relativa entre 40 e
60%. Este ensaio realizou-se para as formulacées 3F, 6F, 7F, 8F e 9F, em triplicado. Os

resultados correspondem ao valor médio das medi¢6es + desvio padrao.
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Figura 26. Tewameter TM 210.

2.4.2.9 Analise estatistica

Os valores de uniformidade de massa e espessura foram analisados
estatisticamente entre as formulagbes de camada simples e dupla (8F e 9F). A analise foi
realizada no Microsoft ® Excel utilizando o teste F e o teste t de Student. O nivel de
significancia usado foi de 95% (o = 0,05). Valores de p<0,05 exprimem resultados

estatisticamente diferentes.
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3. Resultados e discussao

3.1 Caracterizacao dos cremes

Para as formulactes preparadas inicialmente (1A, 2A e 3A) o0s ensaios de pH,
viscosidade e textura foram realizados apenas uma vez de modo a concluir qual a
percentagem de AH adequada. Para as formulacdes 4A e 5A foram realizados os ensaios
ao longo de 7, 30, 60 e 90 dias ap6s a preparacgdo, a fim de avaliar a estabilidade destas

formulacdes.

3.1.1 Determinagao do pH

Os valores de pH para as formulacfes 1A, 2A e 3A, apds a adi¢do de trietanolamina
(TEA), constam na tabela 11.

Tabela 11. Resultados de pH para as formulagdes 1A, 2A e 3A.

Formulagao Bllican
TEA
1A 7,78
2A 6,88
3A 6,93

Apoés a adicdo da trietanolamina os valores de pH das formulacbes 1A, 2A e 3A
foram ligeiramente superiores ao pretendido.
Para as formulagcGes 4A e 5A, ap6s adicdo de trietanolamina, os valores de pH

obtidos ao longo do tempo encontram-se representados na figura 27.

pH
N w H (9] [e)] ~

4A 5A

Figura 27. Resultados do pH das formulagées 4A e 5A ao longo de 90 dias.
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Todos os valores de pH obtidos foram compativeis com a pele, mesmo apos 90
dias, observando-se, para ambas as formulacdes, a tendéncia para a diminuigdo do pH ao
longo do tempo. Para a preparacao 4A (contendo 2,5% de COL) o pH inicial foi de 5,96 e
apos 3 meses foi de 5,36. Para a preparacao 5A (contendo 5,0% de COL) o pH inicial foi
5,90 e o final foi 5,54. A percentagem de COL n&o contribuiu para uma variagao significativa
dos valores de pH ao longo do tempo.

Depois da realizacdo do teste F que permitiu considerar as variancias iguais
(p>0,05) o teste t de Student demonstrou que tanto para 4A como para 5A, comparando

os resultados obtidos no dia 7 e 90, estes foram estatisticamente diferentes (p<0,05).

3.1.2 Analise da cor

Através do método descrito em 2.2.2.2 foi possivel medir a luminosidade (L*) dos

cremes (tabela 12).

Tabela 12. Luminosidade das formulagdes 4A e 5A ao longo de 3 meses. Os resultados dizem respeito a
média de 3 medigdes + desvio padréo.

L*
Dias
4A 5A
7 86,72 +0,01 | 85,77 £ 0,01
30 86,38 £ 0,00 | 87,87 £ 0,00
60 87,04 + 0,00 | 86,09 + 0,00
90 88,58 + 0,01 | 87,86 + 0,00

Podemos considerar que a coloracao dos cremes obtidos foi proxima da cor branca
(valores de L* préximos de 100). Comparando os resultados ao fim de 7 e 90 dias ap6s a
preparacdo ambas as formulacdes apresentaram um ligeiro aumento da luminosidade, no
caso da 4A de 86,72 + 0,01 para 88,58 + 0,01 e no caso da 5A de 85,77 £ 0,01 para 87,86
+0,00.

A formulacéo 5A apresentou, de um modo geral, valores de L* ligeiramente mais
baixos talvez devido ao facto de conter maior quantidade de COL, um p6 com cor
amarelada.

A figura 28 representa o grafico do par@metro Chroma em funcdo do tempo para

as formulacdes 4A e 5A.
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Figura 28. Grafico da variagdo do parametro Chroma em fungéo do tempo para as
formulagdes 4A e 5A.

Para ambas as formula¢Bes o parametro Chroma aumentou ao longo do tempo, o
gue significa que as amostras escureceram, possivelmente devido a oxidagéo de algum
dos componentes das formulagfes. No entanto, estes resultados ndo sdo concordantes
com os resultados obtidos para os valores da luminosidade segundo os quais as amostras
tornaram-se ligeiramente mais claras ao longo do tempo (L* aumentou). Na formulagéo 4A
0 parametro Chroma aumento de 2,16 para 3,16. Na formulacdo 5A o aumento foi maior,
passando de 4,38 para 5,45.

A maior quantidade de COL na formulacdo 5A contribuiu para um valor de
parametro Chroma mais elevado, ou seja, para uma amostra ligeiramente mais escura
estando, neste caso, de acordo com os resultados obtidos para a luminosidade devido ao
tom amarelado do COL.

No trabalho realizado por Silva (43) o creme sem AH e com 5% (m/m) de COL, a
mesma quantidade utilizada na formulacéo 5A, apresentou passado sete dias, um valor de
luminosidade menor que o obtido com a 5A e um valor de pardmetro Chroma também

menor.

Figura 29. Aspeto das formulagdes 4A e 5A.
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Na figura 29 é apresentado o aspeto dos cremes 4A e 5A, cuja andlise visual

permite comprovar que a formulacdo 5A apresentou uma tonalidade mais amarelada.

3.1.3 Ensaio reoldgico

A viscosidade dos cremes contendo diferentes percentagens de AH foi avaliada 7

dias apds a preparacao e os resultados encontram-se representados na figura 30.

1400
1200

a)
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2A

3A
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400

Tensdo de corte (P

200
0 20 40 60 80 100 120

Velocidade de corte (s?)

Figura 30. Reogramas das formulagbes 1A, 2A e 3A, a temperatura de 20°C.

Como seria de esperar uma maior quantidade de AH (formulagdo 3A) deu origem a
uma maior viscosidade do creme (valor de tenséo de corte de 1209 Pa para uma velocidade
de corte de 100 s1). O valor maximo de tensé&o de corte para a formulacédo 1A (com 1% de
AH) foi de 634,6 Pa e para a formulacdo 2A (com 1,5% de AH) foi de 665,3 Pa, valores
muito proximos, mas bastante diferentes do da formulacéo 3A (com 2% de AH). Todos os
cremes demonstraram ter um comportamento pseudoplastico ou reofluidificante, com
tenséo de cedéncia e uma ligeira tixotropia.

As figuras 31 e 32 dizem respeito a variacao da viscosidade ao longo do tempo para
as formulagdes 4A e 5A, respetivamente.
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Figura 31. Reogramas da formulagdo 4A ao longo do tempo, a temperatura de 20°C.
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Figura 32. Reogramas da formulagdo 5A ao longo do tempo, a temperatura de 20°C.

Pode considerar-se que as formulacdes ndo apresentaram grandes variagfes de
viscosidade ao longo do tempo. Estas formulacdes apresentaram também um
comportamento pseudoplastico, com tensdo de cedéncia e ligeira tixotropia. No caso da
formulacao 4A (com 2,5% de COL) a tenséo de corte maxima foi de 374,2 Pa e na 5A este
valor foi de 400,8 Pa, verificando-se que a quantidade de COL nao interferiu
consideravelmente na viscosidade das formulacoes.

Num estudo realizado por Makvandi et al. (73) foi desenvolvido um creme com 1%
(m/m) de AH tendo sido também observado um comportamento pseudoplastico com ligeira
tixotropia.

Noutro trabalho realizado por Danila et al. (74) produziram-se cremes contendo
COL em diferentes quantidades e também se obteve um comportamento pseudoplastico
com tixotropia para ambos. A diferenca na quantidade de COL também n&o contribuiu para
a tensdo de corte maxima que foi de aproximadamente 200 Pa, a temperatura de 24 °C.
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3.1.4 Ensaio estabilidade acelerada por centrifugagao

Em nenhuma das formulagdes ocorreu separacgéo de fases, precipitagdo, ou outro
efeito relacionado com instabilidade fisica.

A figura 33 apresenta os resultados obtidos para as formulagbes 4A e 5A apds
serem submetidas ao ensaio de estabilidade acelerada por centrifugacdo no dia da

preparacao.

Figura 33. Estabilidade acelerada por centrifugacdo das formulagdes 4A e 5A.

O ensaio foi repetido ap6s 7 dias de preparacao para as formulagfes 4A e 5A, nao

se tendo observado também a separacao de fases.

3.1.5 Avaliagao da textura

A partir da andlise da textura obtiveram-se graficos como o representado na figura
34. No grafico deste tipo a forca méxima corresponde a firmeza e a adesividade
corresponde a area negativa.

Figura 34. Grafico da forca maxima em fungéo da distancia para a formulagao 5A.

49



As figuras 35 e 36 dizem respeito aos graficos da firmeza e da adesividade,
respetivamente, para as formulacoes 1A, 2A e 3A, parametros de textura avaliados 7 dias
apos a preparacao das formulacgdes.

1.000
0.800
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uE 0.400
0.200

0.000
1A 2A 3A

Figura 35. Firmeza das formulagdes 1A, 2A e 3A, a temperatura ambiente.
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Figura 36. Adesividade das formulagdes 1A, 2A e 3A, a temperatura ambiente.

Em concordancia com a viscosidade, o creme contendo 2% de AH (formulagéo 3A)
apresentou maior firmeza (0,647 £ 0,032 N) e adesividade (-2,219 £ 0,515 N.mm), sendo,
portanto, 0 mais consistente. Nas formulacdes 1A e 2A os valores da firmeza (0,151 £ 0,012
N e 0,216 + 0,014 N, respetivamente) foram relativamente préximos. No entanto, os valores
da adesividade (-0,551 + 0,016 N.mm e -0,809 + 0,049 N.mm), apresentaram uma

diferenca consideravel.

Para as formulacdes 4A e 5A os resultados da textura em funcdo do tempo estédo
apresentados nas figuras 37 e 38.
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Figura 37. Firmeza das formulagbes 4A e 5A, ao longo de 90 dias, a temperatura ambiente.
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Figura 38. Adesividade das formulagbes 4A e 5A, ao longo de 90 dias, a temperatura ambiente.

O aumento da percentagem de COL (formulacdo 5A, com 5% de COL) provocou
uma diminuicdo da firmeza e da adesividade o que seria de esperar tendo em conta que o
CH possui baixa massa molecular e elevada solubilidade em &gua, ndo permitindo formar
uma rede coesa que aumente a consisténcia da formulacéao.

Em termos de avaliacdo da estabilidade, a firmeza aumentou até aos 60 dias no
caso da formulacéo 4A (de 0,669 + 0,015 N para 0,867 £ 0,046 N), mas diminuiu ao fim de
90 dias. Na preparacéo 5A a firmeza diminuiu (de 0,599 + 0,006 N para 0,495 + 0,016 N).
Relativamente a adesividade, na formulacdo 4A manteve-se sem grande alteracdo ao
longo de 90 dias (de -3,942 + 0,319 N.mm para -4,045 £ 0,036 N.mm). Ja para a formulacao
5A a adesividade diminuiu ao longo de 90 dias (de -3,361 + 0,169 N.mm para -2,629 +
0,041 N.mm). Assim, a formulacdo 4A, com menor quantidade de COL apresentou uma

maior consisténcia, prevendo-se que permanecera mais tempo em contacto com a pele.
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Através da andlise estatistica realizada para as formulacdes 4A e 5A, apos
consideracao de variancias iguais (p > 0,05 no teste de F), a comparacgao através do teste
t de Student, entre os resultados das medi¢Ges dos dias 7 e 90, permitiram concluir que
para ambas as formulacdes os resultados da firmeza foram estatisticamente diferentes
(p<0,05). Para as medi¢Oes relativas a adesividade as variancias também foram
consideradas iguais depois da realizacdo do teste F e pelo teste t de Student os resultados
foram considerados estatisticamente iguais na 4A (p>0,05) e estatisticamente diferentes
na 5A (p<0,05).

Num trabalho realizado por Danila et al. (75) num creme O/A contendo 2% (m/m)
de COL (quantidade semelhante a utilizada em 4A) foi possivel obter uma forca maxima
média de 0,363 = 0,009 N, valor ligeiramente abaixo do obtido neste trabalho, o que seria
expectavel tendo em conta que o AH tem tendéncia a aumentar a firmeza das preparacoes.
Noutro estudo realizado por Oliveira (76) também foi desenvolvido um creme contendo
acido hialurénico a 0,5% (m/m), metade da quantidade usada em 4A e 5A e obteve um
valor de firmeza de 0,900 N ao fim de 90 dias, valor mais elevado comparando com o obtido
neste trabalho, realgando assim o facto de a adicdo de COL a formulagdo diminuir a
consisténcia da mesma.

3.1.6 Analise da espalhabilidade

Na figura 39 encontra-se o grafico correspondente a avaliacdo da espalhabilidade.

A area positiva foi o parametro analisado.

fForce (N) 2 1 Non

| =0 25 30
Distance (mm)

Figura 39. Representagéo grafica da espalhabilidade da formulagéo 5A.
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Os resultados do ensaio da espalhabilidade também permitiram inferir sobre a

consisténcia das preparagfes e encontram-se representados na figura 40.
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Figura 40. Espalhabilidade das formulagdes 4A e 5A, a temperatura ambiente.

O grafico mostra que para a formulagdo 4A (contendo 2,5%COL) a espalhabilidade
na pele é menor (9,853 + 0,505 N.mm) o que esta de acordo com os resultados obtidos no
ensaio da firmeza e textura (preparagdo com maior firmeza e adesividade) e em 5A a
espalhabilidade é maior (15,538 + 0,041 N.mm) tendo em conta que a formulagéo ao ser
menos consistente se espalha mais facilmente na pele. Este ensaio de espalhabilidade
pode também ser realizado recorrendo a analise sensorial por um painel de avaliadores,
no entanto, neste caso, apenas € possivel uma avaliagédo qualitativa deste parametro. Por
exemplo, no trabalho realizado por Deambrozi et al. (77) foi desenvolvido um creme
hidratante contendo 2% (m/m) de COL e foi realizada uma analise sensorial por 30

voluntarios, para avaliacdo da espalhabilidade. Quase todos os voluntarios avaliaram o
produto como tendo boa espalhabilidade.
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3.2 Preparagao das emulsdes multiplas gelificadas

Inicialmente desenvolveram-se emulsdes multiplas A/O/A em que se adicionou 0
COL e o AH na fase aquosa mais interna, resultando na formulagéo 1B e 2B. Como na
formulacdo 1B se verificou separagdo de fases, na 2B aumentou-se a percentagem de
agente emulsivo (Tween®80), mas voltou a verificar-se separacéo de fases. Para verificar
se seria 0 AH ou o COL a provocar esta separacao de fases, preparou-se uma emulsdo
apenas com AH (3B) e outra apenas com COL (4B), ambos na fase aguosa interna, tendo-
se verificado em 3B a separagdo de fases, mas em 4B ndo. Tendo em conta este resultado,
a tentativa seguinte consistiu em manter o COL na fase aquosa interna e o AH na fase
aquosa externa (formulacdo 5B). O resultado ndo foi o esperado porque continuou a
ocorrer separacao de fases. Entdo aumentou-se a quantidade de AH a fim de tentar
contornar o problema (formulacdo 6B). No entanto, esta emulsdo também sofreu
separacdo de fases. Como o AH é bastante higroscopico as tentativas seguintes
consistiram em adiciona-lo apds a preparacdo da emulsdo mudltipla, funcionando como
agente gelificante. Optou-se entdo por preparar a emulsdo tripla e s6 posteriormente
adicionar o AH em trés quantidades diferentes, 2%, 2,5% e 5% (formulacdes 7B, 8B e 9B,
respetivamente). Nestas trés Ultimas emulsdes ndo se verificou separacdo de fases.
Contudo, no caso da formulacdo 7B, que continha menor quantidade de AH, ndo se
verificou a consisténcia pretendida pelo que, a caraterizacdo completa e o estudo de
estabilidade apenas se realizou para as formulagcbes 8B e 9B. Nos anexos 1,2 e 3
encontram-se os resultados da caraterizacao feitos no dia 0 e 7 dias ap0s a preparacéo da
formulacao 7B.

Kupper et al.(78), também prepararam uma microemulsdo onde incorporaram acido
hialurénico e colagénio, de baixa e elevada massa molecular. Como tensioativos usaram
uma mistura de Span® 80 e Tween® 80. Na caracterizacdo do sistema avaliaram a
condutividade, o tamanho das goticulas, as propriedades reoldgicas, o indice de
polidisperséo e a inversdo de fase. Os resultados permitiram concluir que o colagénio,
dependendo da sua massa molecular, afetou o tamanho das goticulas e o &cido
hialurénico, principalmente o de alta massa molecular, provocou altera¢des na viscosidade

devido a sua grande capacidade de estabelecer ligagbes com a dgua e formar um hidrogel.
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3.3 Caracterizagdo das emulsdes multiplas gelificadas

Como mencionado anteriormente, apenas as formulagées 8B (contendo 2,5% de
AH) e 9B (contendo 5% de AH) apresentaram as caracteristicas pretendidas, pelo que o
estudo de estabilidade ao longo do tempo foi efetuado apenas para estas emulsées

gelificadas.

3.3.1 Medigao do tamanho das goticulas

O tamanho das goticulas da fase oleosa das formulacdes 8B e 9B foi avaliado pelo

método descrito em 2.3.2.1.

Tabela 13. Tamanho das goticulas das formulacdes 8B e 9B (apresentados sob a forma de percentis médios
e dos respetivos coeficientes de variagdo) e valor de Span.

Dio(um) | CV (%) |Dso (um)|CV (%) | Dgo (um) [CV (%) | Span
8B com AH 0,331 0,020 0,633 | 0,050 | 1,720 | 0,112 | 2,238
9B com AH 0,297 0,056 0,533 | 0,036 | 1,270 | 0,179 | 1,819

Na tabela 13, Dio, Dsp € Dgo representam a percentagem (10%, 50% e 90%,
respetivamente) das goticulas que apresentam diametro inferior ou igual aos valores
obtidos. Isto é, na formulagdo 8B 10% das goticulas possuiram tamanho inferior ou igual a
0,331 um.

Verificou-se que o valor da mediana da 8B (0,633 um) foi superior ao da 9B (0,533
pm). A maior quantidade de AH ( formulacdo 9B) contribuiu para diminuir os tamanhos das
goticulas uma vez que o AH forma uma rede coesa limitando o movimento das particulas
dispersas e impedindo que estas se aproximem.

Através do valor de Span € possivel inferir acerca da polidispersdo das goticulas,
sendo que valores mais proximos de 1 representam tamanhos das goticulas mais
uniformes (79). Assim, a formulacdo 9B apresentou goticulas com menor polidispersédo
(Span = 1,819) que a formulacéo 8B (Span = 2,238).

Tendo em conta os resultados do Dsp obtidos em ambas as emulsdes (> 0,100 pm),

estas ndo podem ser consideradas microemulsdes.

3.3.2 Ensaio de estabilidade acelerada por centrifugacao

As formulacdes 8B e 9B foram submetidas ao ensaio de estabilidade acelerada por
centrifugacao antes e apds a adicdo do AH (gelificante). O registo fotografico apds este

ensaio esta presente na figura 41.

55



Figura 41. Estabilidade acelerada por centrifugacdo das formulagdes 8B e 9B.

Como verificado na figura 41 para ambas as formulagbes apds 2 ciclos de
centrifugacao de 30 min a 3500 rpm, ndo houve separacao de fases nem antes nem apos
adicdo do AH o que comprova a estabilidade fisica destas formulagdes.

3.3.3 Determinacao do pH

O pH para 8B e 9B foi avaliado no dia da preparacéo e 7, 30, 60 e 90 dias apés a

preparacdo. Os resultados encontram-se na figura 42.
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Figura 42. Resultados do pH das emulsdes gelificadas 8B e 9B, ao longo de 90 dias.

Através da analise do grafico verificou-se que para ambas as formula¢des o pH
diminuiu ligeiramente ao longo do tempo. Na formulacdo 8B (contendo 2,5% de AH) o pH
inicial obtido foi de 5,33 £ 0,01 e ao fim de 90 dias este valor baixou para 5,16 + 0,01. Na
formulacdo 9B (contendo 5% de AH) o pH no tempo O foi de 5,42 £ 0,01 e passados 90
dias foi de 5,27 £ 0,01. Ao longo do tempo os valores de pH obtidos foram sempre
compativeis com o pH da pele.
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Para uma maior quantidade de AH verificaram-se valores de pH ligeiramente mais
elevados, ou seja, 0 AH tornou a formulagdo menos acida uma vez que neste trabalho foi
utilizado o hialuronato de sodio (sal s6dico do AH).

Na realizacao do teste F foi possivel considerar as variancias iguais (p>0,05) e de
seguida, o teste t de Student demonstrou que tanto para 8B como para 9B, comparando
os resultados obtidos no dia 7 e 90, estes foram estatisticamente diferentes (p<0,05).

Comparando os resultados de pH dos cremes descritos em 3.1.1 com os obtidos
para as emulsdes gelificadas conclui-se que apesar das emulsées ndo conterem TEA,
apresentaram valores de pH proximos com os dos cremes talvez devido a maior
guantidade de AH.

3.3.4 Analise da cor

Na tabela 14 esta representada a variacdo da luminosidade ao longo do tempo para

as formulacdes 8B e 9B.

Tabela 14. Luminosidade das formulagdes 8B e 9B. Os resultados correspondem a média de trés medicdes +
desvio padrao.

L*
Dia
8B 9B

0 86,14 + 0,01 | 83,59 + 0,01

7 85,97 + 0,00 | 84,60 + 0,01
30 84,75 + 0,01 | 83,59+ 0,01
60 84,24 +0,00| 83,72 £ 0,00
90 83,60 + 0,01 83,54 + 0,00

De acordo com os resultados obtidos, a formulacdo 8B escureceu uma vez que 0S
valores de luminosidades baixaram ao longo do tempo de 86,14 + 0,01 para 83,60 + 0,01.
Ja para a formulagéo 9B os valores de luminosidade praticamente nédo sofreram alteracées
ao longo do tempo (83,59 £ 0,01 para 83,54 + 0,00). A cor de ambas as formula¢des pode
ser considerada branca visto apresentarem valores de luminosidade préximos de 100.

A variagdo do parametro Chroma para 8B e 9B encontra-se no grafico da figura 43.
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Figura 43. Grafico da variagdo do parametro Chroma em funcéo do tempo para as formulagdes 8B e 9B.

Para ambas as formulagées o pardmetro Chroma aumentou ligeiramente o que
significa que as amostras escureceram. Na formulacéo 8B o aumento foi de 2,20 para 2,69
e na formulacido 9B foi de 1,20 para 2,22. A formulagdo 8B apresentou valores mais
elevados que a 9B, ou seja, € uma amostra ligeiramente mais escura, 0 que pode ser
justificado devido a maior percentagem de AH, um pé branco, na formulacédo 9B.

Em 3.1.2, para o creme 5A o parametro Chroma para 7 e 90 dias ap0s a preparacao
foi de 4,38 e 5,45, respetivamente, enquanto nestas emulsfes, que apresentavam a
mesma quantidade de COL que a 5A, estes valores, para os mesmos tempos, foram de
2,41 e2,69nocasoda8Be 1,77 e 2,22 no caso da 9B. Verificou-se, assim, que para uma
maior quantidade de AH (caso da 8B e 9B), o parametro Chroma foi menor, ou seja, a
amostra apresentou uma cor mais clara, o que pode ser justificado devido a cor branca do
AH.

Na figura 44, pode verificar-se que a cor das formulacdes 8B e 9B era semelhante.

Figura 44. Aspeto das formulacdes 8B e 9B.
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3.3.5 Ensaio reoldgico

A variacao da viscosidade ao longo do tempo para as formulacGes 8B e 9B esta
representada nas figuras 45 e 46, respetivamente.
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Figura 45. Reogramas da formulagao 8B ao longo do tempo, a temperatura de 20°C.
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Figura 46. Reogramas da formulagdo 9B ao longo do tempo, a temperatura de 20°C.

Pela analise de ambos os graficos pode-se considerar que ao longo do tempo as
formulacbes mantiveram a sua viscosidade e apresentaram um comportamento
pseudoplastico, com tensao de cedéncia. Aos 60 dias ap0s a preparacado a tensao de corte
maxima para a 8B (contendo 2,5% de AH) foi de 550,8 Pa e para a 9B (contendo 5% de
AH) este valor foi de 1188 Pa, verificando-se que, como seria de esperar, devido a maior
qguantidade de AH a amostra ficou demasiado consistente, ndo tendo sido possivel efetuar
a medicao ao fim de 90 dias.
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Estes resultados, quando comparados com o0s obtidos para os cremes em 3.1.3
onde a tensdo de corte maxima para a mesma quantidade de COL foi de 400,8 Pa, realgam
a influéncia do AH na viscosidade visto que em 3.1.3 a percentagem de AH foi de 1% e
nas emulsdes gelificadas foi de 2,5% e 5%.

Num trabalho realizado por Gomes (80) foram desenvolvidas emulsdes A/O/A com
e sem cafeina e gelificadas com Carbopol® 980 (0,5% (m/m)). Na emulsdo que néo
continha cafeina a tensé@o de corte maxima foi de ~300 Pa, cerca de metade do valor obtido
na emulsdo multipla gelificada com AH (formulacéo 8B), reforcando o papel do AH no

aumento da viscosidade das formulacdes.

3.3.6 Analise da textura

Tal como nos cremes, a partir da analise da textura obtiveram-se graficos como o
representado na figura 47 onde a forga maxima corresponde a firmeza e a area negativa

corresponde a adesividade.

Force (N) [

Figura 47. Grafico da forga maxima em fungao da distancia para a formulagao 9B.

E de realcar que neste grafico o perfil ndo regressa ao eixo da distancia uma vez
gue a formulacdo era bastante adesiva, permanecendo aderida a sonda. Este facto pode
ser observado na figura 48 onde se verifica que a formulacdo permaneceu unida a sonda

guando esta retornou a posicao inicial.
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Figura 48. Adesividade da formulagéo 9B.

Nas figuras 49 e 50 estdo representados, respetivamente, os resultados da firmeza

e da adesividade das formulacdes 8B e 9B ao longo de 90 dias de armazenamento a 25°C.
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Figura 49. Firmeza das formulagdes 8B e 9B, a temperatura ambiente.
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Figura 50. Adesividade das formulagbes 8B e 9B, a temperatura ambiente.
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Como seria de esperar tendo em consideragdo a sua maior viscosidade, a
formulacdo 9B (contendo 5% de AH) apresentou valores de firmeza e de adesividade mais
elevados, demonstrando ser mais consistente.

Relativamente a firmeza, no caso da 8B o valor da forca maxima aumentou de 0,128
+ 0,003 N aos 7 dias para 0,152 + 0,002 N aos 90 dias apés preparacdo. No caso da 9B
os valores foram bastante proximos entre si (0,231 £ 0,002 N e 0,224 + 0,004 N).

Para a adesividade, as conclusGes sdo semelhantes, tanto para a 8B como para a
9B os valores de area negativa aumentaram, sendo que para maior quantidade de AH (9B)
os valores foram mais elevados. Na 8B o aumento foi de -1,219 + 0,172 N.mm para -1,636
+ 0,109 N.mm e na 9B foi de -2,451 + 0,111 N.mm para -3,258 + 0,159 N.mm.

Através da andlise estatistica realizada para as formulacdes 8B e 9B, ap0s
consideracao de variancias iguais (p > 0,05 no teste de F), a comparacgao através do teste
t de Student, entre os resultados das medi¢des dos dias 7 e 90, permitiram concluir que
para ambas as formulacdes os resultados da firmeza foram estatisticamente diferentes
(p<0,05). Para as medicbes relativas a adesividade as variancias também foram
consideradas iguais depois da realizacdo do teste F e pelo teste t de Student os resultados
também foram considerados estatisticamente diferentes (p<0,05).

No caso dos resultados obtidos em 3.1.6 para o creme 5A, contrariamente aos
obtidos para 8B e 9B, verificou-se uma diminuicdo da adesividade ao longo do tempo.
Comparando o valor ao fim de 90 dias do creme 5A ( -2,629 + 0,041 N.mm) com o obtido
com a emulséo gelificada 9B (-3,258 + 0,159 N.mm) comprova-se mais uma vez que o AH
aumentou a consisténcia das formula¢des quando aumentado para 5%, mas o mesmo néao
ocorreu quando aumentado apenas para 2,5%.

Num estudo realizado por Xavier (81) foram preparadas emulsdes multiplas A/O/A
sem e com extrato de Centelha Asiatica, gelificadas com 0,5% (m/m) de Carbopol® 940.
Para a formulacdo sem extrato de Centelha asiatica o valor de firmeza medido 8 dias apés
a preparacao foi de ~ 0,250N, valor semelhante ao obtido neste trabalho no caso da

formulacéo 9B.

3.3.7 Analise da espalhabilidade

Na analise da espalhabilidade que também permite concluir sobre a consisténcia
das preparacdes, o parametro avaliado foi a area positiva e 0s resultados estédo

representados na figura 51.
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Figura 51. Espalhabilidade das formulages 8B e 9B, a temperatura ambiente.

Pela andlise do grafico é possivel concluir que tal como verificado na analise da
firmeza e da adesividade, a emulsdo gelificada 9B apresentou menor espalhabilidade o
que se justifica com o facto da preparacao ser mais consistente e, por isso, mais dificil de
espalhar na pele. Para a 9B o valor da area positiva foi de 6,987 + 0,262 N.mm, enquanto
para a 8B o valor foi de 16,437 + 0,415 N.mm.

Comparando estes valores com os obtidos para os cremes em 3.1.6 é possivel
concluir que o creme com maior espalhabilidade apresentou um valor de 15,538 + 0,041
N.mm, ou seja, uma menor espalhabilidade que a emulsdo gelificada 8B (16,437 + 0,415
N.mm).

Num trabalho realizado por Silva (43) preparou-se uma emulsdo A/O/A contendo
5% COL (semelhante a 9B), mas gelificada com 0,5% (m/m) de Gelificante PFC®, cujo valor
da espalhabilidade foi de 10 N.mm, valor ligeiramente superior ao obtido na emulséo
gelificada com 5% de AH (9B).
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3.4 Preparacao das peliculas

As formulagdes 1C, 2C e 3C contendo 2,5% de COL e 2,5, 1,5 e 1,0%, de glicerina
como plastificante, respetivamente, deram origem a peliculas bastante pegajosas e dificeis
de destacar das placas de Petri mesmo ap6s 72h na estufa a 40°C. A formulag&o 4C (com
apenas 0,5% de glicerina) originou uma pelicula seca, contudo nao destacavel da placa de

Petri, como se pode verificar na figura 52.

Figura 52. Pelicula obtida a partir da dispersdo do colagénio em agua e glicerina.

Concluiu-se assim que as peliculas apenas com colagénio e glicerina ndo eram
uma boa opc¢ao tendo sido testados posteriormente outros polimeros.

A partir das formulac¢des 1D, 2D e 3D (contendo COL e AH dispersos numa solugéo
de alginato de sédio adicionada de 1,4% de glicerina) obtiveram-se peliculas muito secas,
tendo-se preparado a formulagdo 4D com maior percentagem de glicerina (2,5%, mas sem
AH) para tentar contornar este problema. A formulacédo 4D originou peliculas secas, faceis
de destacar, mas com bolhas e bastante resistentes, ndo tendo sido possivel realizar o
ensaio de extensibilidade (figura 53). No anexo 4 esta representado o reograma da

formulacéo 4D.

Figura 53. Peliculas de COL disperso em solugéo de alginato de sodio.
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Para as formulacfes preparadas dispersando 1% de COL numa solucéo de HEC,
com 2,5 e 2,0% de glicerina (1E e 2E, respetivamente) as peliculas resultantes estavam
bastante pegajosas e ndo se destacaram da placa de Petri (figura 54). No anexo 5 esta

representado o reograma da formulagdo 1E.

Figura 54. Peliculas de HEC.

Procedeu-se a preparacdo de peliculas constituidas por 2% de Carbopol® 940,
2,5% de glicerina, 1% de colagénio dispersos em agua purificada. No entanto, esta
disperséo nao ficou homogénea, tendo-se observado a presenca de um precipitado devido,
provavelmente, a incompatibilidade entre o Carbopol® e o COL.

Prepararam-se entdo varias peliculas contendo hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)
(formulacdes 1F a 9F). No entanto, apenas as formulacdes 6F e 7F (com 0,5% de AH e
0,5% de COL, respetivamente), além da HPMC a 1%, originaram peliculas faceis de
destacar. Finalmente, decidiu-se formar peliculas com os 2 componentes, COL e AH,
simultaneamente, uma de camada simples e outra de camada dupla (8F e 9F,

respetivamente), tendo-se obtido peliculas com as caracteristicas pretendidas (figura 55).

Figura 55. Peliculas de HPMC (3F), HPMC+AH (6F), HPMC + COL (7F), HPMC + COL + AH (8F) e dupla
camada (9F).
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Assim, o melhor polimero para a preparagéo das peliculas foi a HPMC e os testes
de caracterizacdo foram realizados para as formulacfes 3F, 6F, 7F, 8F e 9F. No entanto,
deveria ter sido também adicionado a formulacdo um conservante para aumentar a

estabilidade.

3.5 Caracterizacao das peliculas

3.5.1 Determinacao do pH

Os resultados da figura 56 dizem respeito aos valores de pH para as dispersdes de
HPMC.

pH
o = N w S (9] [e)] ~ [o¢]

3F 6F 7F 8F
Figura 56. Resultados do pH das dispersdes de HPMC.

Os valores de pH das dispersfes estavam dentro dos valores pretendidos e
compativeis com a pele.

O pH obtido para 3F (apenas HPMC) foi de 6,17. Para 6F e 7F os valores foram de
6,82 £ 0,02 € 5,19 + 0,01, respetivamente concluindo-se que o AH aumentou ligeiramente
o pH, tornando a dispersdo mais basica enquanto o COL tornou a dispersou mais acida.
Para a formulagéo 8F, que continha os dois polimeros, o pH foi de 5,36 + 0,01.

Num trabalho realizado por Costa (82) foi realizada uma solugdo com 2% de HPMC
e o valor de pH obtido foi de 6,5, valor semelhante ao obtido para a dispersdo 3F,
constituida por 1% de HPMC.

Birsan et al. (83) prepararam um gel com AH (1%, m/m) e carboximetilcelulose
sbdica e o pH obtido foi de 5,12 + 0,02, valor muito préximo do obtido neste trabalho para
a dispersao contendo 1% de HPMC e 0,5% de AH (5,19 £ 0,01).
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3.5.2 Ensaio reoldgico

Na figura 57 encontra-se 0 reograma que representa a viscosidade das dispersdes
de HPMC.
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Figura 57. Reogramas das dispersdes de HPMC.

Através do grafico é possivel observar que o COL (7F) ndo contribuiu para a
viscosidade da dispersdo ao contrario do AH (6F) que aumentou consideravelmente a
viscosidade da dispersdo de HPMC. A dispersdo composta apenas por HPMC (3F)
apresentou um valor maximo de tenséo de corte de 35,83 Pa e no caso da dispersdo com
HPMC + AH o valor foi de 128,2 Pa.

A formulagdo 8F contendo AH e COL associados a HPMC apresentou um valor
méaximo de tenséo de corte de 84,59 Pa.

Todas as dispersGes apresentaram um comportamento reofluidificante sem
tixotropia.

Nos estudos realizados por Chaparro et al. (84) foram preparados géis com COL e
HPMC e o valor maximo de tenséo de corte obtido foi de cerca de 50 Pa, valor semelhante

ao obtido com a 7F.

3.5.3 Avaliagao da extensibilidade

No ensaio realizado no texturbmetro para avaliar a extensibilidade obteve-se um
gréfico tipo, como o demonstrado na figura 58, onde o pico maximo corresponde ao valor

da forca maxima necesséria para que as peliculas rompessem.
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Figura 58. Extensibilidade das peliculas.

Os valores da forca maxima para as formulacdes 3F, 6F, 7F, 8F e 9F séao

apresentados no grafico da figura 59.
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Figura 59. Extensibilidade das peliculas.

Como vimos anteriormente o AH contribuiu para aumentar a viscosidade da
dispersao 6F e, por isso, as peliculas resultantes desta dispersao também apresentaram
0s maiores valores para a extensibilidade (37,149 + 0,396 N), sendo mais resistentes. O
valor da forca maxima para 3F (apenas HPMC) foi de 10,776 + 0,620 N e para 7F foi de
12,974 £ 1,659 N o que permite concluir que o COL (7F) ndo afetou consideravelmente a
extensibilidade das peliculas de HPMC. As peliculas monocamada com AH e COL (8F)

apresentaram valores de forca maxima intermédios, enquanto as de dupla camada (9F)
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apresentaram-se mais resistentes (37,396 + 1,736 N), tendo apresentado valores
semelhantes aos das peliculas com AH (6F).

Mandapalli et al. (85) também prepararam peliculas com varios polimeros,
nomeadamente HPMC, e obtiveram um valor de 10,20 + 0,53 N para a for¢a necessaria
para quebrar a pelicula, sendo este resultado semelhante ao obtido para as peliculas s6

com HPMC (3F) preparadas neste trabalho.

3.5.4 Ensaio de uniformidade de massa

De modo a avaliar a uniformidade de massa, foram pesadas 12 peliculas de cada
formulacdo, correspondendo os resultados apresentados na figura 60 a média das

medicgoes.
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Figura 60. Massa das peliculas.

A massa média das peliculas contendo apenas o HPMC (3F) foi ligeiramente inferior
(0,1220 £ 0,0152 g) o que significa que tanto o AH (6F) como o COL (7F) aumentaram a
massa das peliculas (0,1476 + 0,0256 g e 0,2018 + 0,0582 g, respetivamente), sendo o
aumento mais significativo para as peliculas com COL. Entre as peliculas de camada
simples (0,1586 * 0,0246 g) e dupla (0,1474 + 0,0221 g) nédo se verificaram diferencas
estatisticamente significativas, o que foi comprovado pelo teste t de Student (p>0,05).

Num estudo realizado por Tighsazzadeh et al. (86) produziram-se peliculas simples
e de dupla camada contendo HPMC e AH e as massas obtidas foram de 0,083 + 0,005 g
e 0,125 + 0,006 g respetivamente. O valor da massa obtida para a pelicula de dupla
camada foi semelhante ao obtido neste trabalho (0,1474 = 0,0221 g).
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3.5.5 Avaliagao da espessura

Embora ndo haja um valor de referéncia uma vez que a espessura das peliculas
depende da sua composicdo e do fabricante, as peliculas devem possuir uma espessura
fina a fim de facilitar a sua aplicacdo. A medicdo da espessura foi realizada em triplicado
em dois locais diferentes das peliculas e os resultados apresentados na figura 61

correspondem a média das trés medigdes.
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Figura 61. Espessura das peliculas.

Os resultados da espessura foram praticamente semelhantes para todas as
peliculas.

As peliculas de camada simples e dupla (8F e 9F, respetivamente) apresentaram o
mesmo valor de espessura (0,10 £ 0,01 mm) e demonstraram ser mais uniformes sendo a
espessura nas extremidades igual a do centro. Assim, para este parametro ndo houve
diferenca entre as de camada simples e as de camada dupla o que foi comprovado com a
realizacao dos testes F e t de Student entre as formulacdes 8F e 9F, tendo-se verificado
variancias iguais tanto para as medi¢@es ha extremidade como no centro e valores médios
de espessura na extremidade e no centro estatisticamente iguais (p>0,05).

Num estudo realizado por Ding et al. (87) foram preparadas peliculas de HPMC e
COL com uma espessura de 0,067 + 0,003 mm, valor proximo ao obtido pelas peliculas 7F

gue contém a mesma composicao de polimeros.

3.5.6 Medicao do teor de humidade

Na figura 62 encontram-se o0s resultados obtidos para o teor de humidade. Este
ensaio foi realizado para 3 peliculas de cada formulacéo e foi calculada a média e o

respetivo desvio padréo.
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Figura 62. Teor de humidade das peliculas.

Os resultados do teor de humidade foram semelhantes para todas as peliculas. A
pelicula 3F (apenas HPMC) apresentou o valor de 12,83 + 0,87 % e as 6F (HPMC e AH) e
7F (HPMC e COL) apresentaram, respetivamente, 11,73 + 0,75 % e 12,57 + 0,86 %.

Entre as peliculas de camada simples e dupla (14,30 + 2,34 % e 12,03 + 0,56 %,
respetivamente) verificou-se uma ligeira diferenca, embora nao significativa.

Estes resultados permitem concluir que as peliculas possuiam boa flexibilidade e

garantiam um bom manuseamento.

3.5.7 Ensaio resisténcia a dobragem

Ap6s 300 dobras repetidas no mesmo local ndo se observou a rutura de nenhuma
pelicula.

Apenas a pelicula 6F (contendo AH) ficou marcada, mas ndo quebrou, como é
demonstrado na figura 63.

Figura 63. Peliculas 6F apos teste de resisténcia a dobragem.

Tendo em conta o valor obtido em 3.5.3 para a extensibilidade da pelicula 6F era

de esperar que as dobras ficassem marcadas por ndo ser uma pelicula tdo maleavel.
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3.5.8 Perda de agua por evaporagao

Na figura 64 é possivel observar a variacao na perda de agua por evaporacao (PAE)

apos 4 dias. Os resultados dizem respeito & média de trés medigdes.
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Figura 64. Perda de 4gua por evaporacao ao longo do tempo, a temperatura ambiente.

Para todas as peliculas a perda de &gua por evaporagdo aumentou ao fim de 4 dias
depois de expostas ao ar a uma temperatura de cerca de 20°C e com uma humidade
relativa de 40-60%, o que pode indicar que as peliculas absorveram a humidade do ar

Procedeu-se ao célculo da variacdo da PAE estando os resultados na figura 65.
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Figura 65. Diferenca entre a PAE final e inicial das peliculas.

Através do grafico observou-se que a 7F (contendo HPMC e COL) foi a que
apresentou uma maior variacdo da perda de agua por evaporacéo (6,0 g/h.m?), o que
significa que a presenca do COL nas peliculas nédo é favoravel a retencdo de agua, tendo
as peliculas com AH apresentado melhores resultados. Estes resultados podem significar
gue as peliculas com AH sé@o mais eficazes para manter a hidratacéo da pele.

Entre as peliculas de camada simples e dupla mais uma vez os resultados foram

semelhantes 5,3 g/h.m?e 5,4 g/h.m?, respetivamente.
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4. Conclusao

O &cido hialurénico e o colagénio sdo dois biopolimeros que desempenham um
papel muito importante na regeneracao cutanea. O objetivo deste trabalho consistiu em
desenvolver formula¢des promissoras, um creme hidrofilo, uma emulsdo mdaltipla gelificada
e uma pelicula, para a regeneracgao cutanea contendo estes dois compostos.

A preparacao de cremes hidrofilos contendo diferentes percentagens de AH e COL
permitiu concluir que a melhor opgao seria utilizar 1% (m/m) de AH e 5% (m/m) de COL
porgue permitiu obter um creme com um pH compativel com a pele e estavel ao longo do
tempo, com viscosidade e firmeza adequadas e, por isso, facilidade de aplicacéo na pele.

Para as emulsdes multiplas A/O/A gelificadas com AH concluiu-se que apesar do
pH ser compativel com a pele e de estas apresentarem estabilidade ao longo do tempo, a
formulacdo 8B (com 2,5% de COL na fase aquosa interna e gelificadas com 2,5% de AH)
ficou pouco consistente e a formulacdo 9B (com 2,5% de COL na fase aquosa interna e
gelificadas com 5% de AH) apresentou uma consisténcia mais elevada. A emulsédo maltipla
gelificada 9B apresentou elevada adesividade devido a alta percentagem de AH,
apresentando-se como uma preparagdo cutédnea promissora para garantir uma boa
aderéncia a pele, promovendo a libertacao prolongada do colagénio e, simultaneamente,
mantendo a pele hidratada.

Por fim foram testados varios polimeros para a formacao de peliculas, tendo sido o
HPMC o que apresentou caracteristicas mais adequadas para a incorporagdo de AH e
COL. Foram preparadas peliculas apenas com HPMC, HPMC e COL, HPMC e AH e duas
peliculas com estes trés polimeros, sendo uma delas de camada simples e outra de
camada dupla. Os resultados dos ensaios de caracterizacédo das peliculas mostraram que
o AH aumentou a resisténcia mecénica das peliculas, enquanto o COL né&o interferiu. Os
resultados de uniformidade de massa, teor de humidade e espessura foram semelhantes
para todas as peliculas. Ao combinar os dois componentes (AH e COL) obtiveram-se
peliculas com as caracteristicas mais proximas do que era pretendido, sendo a de dupla
camada a mais adequada devido ao facto de possuir maior resisténcia e, por isso, poder
ser facilmente manuseada durante a aplicagéo.

Neste trabalho foi demonstrado que os dois polimeros em combinacao permitiram
obter formulagcdes com caracteristicas fisicas, quimicas e mecanicas adequadas para
aplicacdo cutanea. No entanto, para comprovar a capacidade de regeneragdo cutanea
seria necessario prosseguir com ensaios em linhas celulares e, posteriormente, com testes

clinicos para comprovar a eficacia dos produtos desenvolvidos.
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6. Anexos

Anexo 1. Tamanho das gotas da fase oleosa para a formulagéo 7B.

7B

Do (um) 0,271
CV (%) 0,105
Dso (M) 0,488
CV (%) 0,061
Dgo (um) 2,120
CV (%) 0,102

Span 3,78

Anexo 2. Reograma para a formulacéo 7B, a temperatura de 20°C.
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Anexo 3. Resultados de pH, luminosidade, pardmetro de chroma, firmeza e adesividade para a formulacédo

7B.
7B
Dia pH L* C* FOFC}a maxima (N) Area negativa (Nmm)
0 [529+£0,01| 85,00+0,01 1,87 - -
7 5,24 +0,01| 85,61 +0,01 2,09 0,093 £ 0,001 -0,310 £ 0,010
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Anexo 4. Reograma para a formulagéo 4D.
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Anexo 5. Reograma para a formulacéo 1E.
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