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RESUMO

STEVANATO, M. C. B. Estudo da eficiéncia da lactoferrina como conservante em
formulagées semi-sdlidas para produtos cosméticos e farmacéuticos. 2005. 139 f.
Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2005.

A lactoferrina bovina, descoberta em 1939, é uma glicoproteina que se liga
reversivelmente a dois ions férricos, sendo capaz de seqiiestrd-los de certos patdgenos
ou do meio, promovendo redugdo do crescimento microbiano ou se ligar as suas paredes
celulares resultando na permeabilizagdo. A lactoferrina vem ganhando notoriedade nas
pesquisas, pois investigagdes tém descrito sua atividade /n vitro frente a diversos
microrganismos. Em razdo desta propriedade, a mesma poderia ter aplicagdo nas
indlstrias cosmética e alimenticia, como um conservante “natural”. Embora alguns
conservantes jd estejam consagrados na literatura, os mesmos tém sido relacionados
com o desencadeamento de reagées alérgicas e de sensibilizagdo, motivando a procura do
conservante ideal. O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizagdo da lactoferrina
como conservante em formulagées semi-sdlidas tépicas para usos cosmético e
farmacéutico, bem como verificar as estabilidades fisica e fisico-quimica. Com esta
finalidade, trés diferentes concentragdes de lactoferrina foram incorporadas nos
cremes hdo-idnico e anidnico, gel e gel-creme. A atividade da lactoferrina foi avaliada
através do teste de eficdcia conservante, sendo que as formulagdes foram contaminadas
com concentragées conhecidas dos microrganismos Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans e Aspergillus niger, com posterior
contagem do nimero de Unidades Formadoras de Coldonias (UFC), em placas de Petri, nos
tempos zero, 2, 4, 6, 12, 24, 48 e 72 horas, bem como em 7, 14, 21 e 28 dias. Para
estudo das estabilidades, as formulagdes foram avaliadas nos tempos zero, 15, 30, 60,
90, 150 e 180 dias, nas temperaturas de 4°, 25° e 40°C. A estabilidade fisico-quimica foi
avaliada através das caracteristicas macroscépicas, estabilidade a centrifugagdo, pH,
densidade e consisténcia. A estabilidade fisica, por meio da determinagdo da viscosidade
e comportamento reoldgico. Os resultados obtidos, nas condigdes experimentais deste
trabalho, permitiram inferir que a lactoferrina bovina ndo provocou alteragdo
significativa nas estabilidades fisica e fisico-quimica das formulagées estudadas. Quanto
a eficdcia da lactoferrina, a mesma hdo pode ser classificada como substdncia dotada de
atividade conservante, pois ndo atendeu ds exigéncias preconizadas em compéndios
oficiais, frente aos microrganismos estudados. Mesmo ndo tendo atendido as exigéncias
oficiais como conservante, mostrou-se efetiva frente a levedura Candida albicans, nas
formulagées do creme ndo-iohico e gel de hidroxietilcelulose. No entanto, estudos
posteriores poderdo avaliar a associagdo da lactoferrina a outros conservantes,
buscando sinergismo entre eles, conseqiientemente, podendo diminuir as reagdes
adversas e sensibilizagdes ho usudrio.



ABSTRACT

STEVANATO, M. C. B. Study of the efficiency of the lactoferrin as a preservative
in semi-solid formulations for cosmetics and pharmaceutical products. 2005. 139 s.
Thesis (PhD) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de
Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2005.

The bovine lactoferrin, discovered in 1939, is a glycoprotein that connects itself
reversibly to two ions of iron being able to kidnap them from certain pathogens or from
the environment promoting reduction of the microbial growth or, resulting in
permeability if connected to its cellular walls. Lactoferrin has become important in
researches because investigations have described its activity /n vitro before many
microorganisms. Due to this property, lactoferrin could be applied in cosmetic and food
industries as a “"natural" preservative. Even though some preservatives are already
acclaimed in literature, lactoferrin has been related to the unleashing of allergic
reactions and sensibility, motivating the search for the preservative. The goal of this
paper was to evaluate lactoferrin as a preservative in semi-solid topic formulations for
cosmetic and pharmaceutical uses as to verify the physical and physical-chemical
stabilities. On this purpose, three different lactoferrin concentrations were
incorporated in non-ionic and anionic creams, gel and gel-cream. Lactoferrin's
performance was evaluated through festing the efficiency of the preservative, being
that the formulations were contaminated by known concentrations of the
microorganisms Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Candida albicans e Aspergillus niger, with posterior counting of the number of Former
Colony Units (FCT), in Petri plates, on times zero, 2, 4, 6, 12, 24, 48 and 72 hours, as
well as 7, 14, 21, 15, 30, 60, 90, 150 and 180 days, in temperatures of 4°, 25° and 40°C.
The physical-chemical stability was evaluated through the macroscopic characteristics,
stability to centrifugation, pH, density and consistency. The physical stability through
the determination of viscosity and reologic behavior. The results, in the experimental
conditions of this paper, allowed inferring that the bovine lactoferrin didn't provoke
significant alteration in the physical and physical-chemical stabilities in the studied
formulations. As to the efficiency of lactoferrin, it can't be classified as a substance
endowed with preservative activity because it didn't reach the extolled demands in
official compendiums before the studied microorganisms. Although it didn't reach the
official demands as a preservative, lactoferrin showed itself effective before the yeast
Candida albicans on the formulations of the non-ionic cream and hidroxiethylcelulose
gel. However, posterior studies will be able o evaluate the association of lactoferrin to
other preservatives, seeking synergism between them, being able to consequently
diminish the adverse reactions and sensibilities in the user.



1. INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a populagdo mundial tem se preocupado com os possiveis danos a satde
causados por substdncias quimicas utilizadas como conservantes em medicamentos,

cosméticos e alimentos, com a finalidade de evitar contaminagdo por microrganismos.

No entanto, tanto as indistrias de medicamento e cosmética ndo conseguiram,
ainda, abolir definitivamente a sua utilizagdo, porque a presenca de microrganismos,
inadvertidamente introduzidos nestes produtos, pode causar alteragées na formulagdo,
como ha viscosidade, cor e odor, e danos ao préprio consumidor. Sendo o conservante um
dos principais causadores de reagdes adversas nos usudrios, alguns paises, notadamente
os europeus, comegam a levantar a bandeira da ndo utilizagdo dos conservantes em
produtos cosméticos. Atitude talvez um pouco drdstica e utdpica, segundo alguns
pesquisadores, pois acreditam que a ndo utilizagdo do conservante é invidvel,

principalmente, em fungdo do comprometimento do produto causado pelo mau uso.

Portanto, com o objetivo de ndo causar danos aos usudrios, pesquisas tém sido
realizadas ho intuito de se analisarem novas substdncias com agdo conservante ampla

sem, contudo, desenvolver reagdes alérgicas ou adversas.

Dentre as inimeras substdncias possiveis de serem estudadas, optamos pela
lactoferrina, proteina natural, que tem demonstrado atividade antimicrobiana e viral em
diversos estudos /n vitro, sem, no entanto, apresentar efeitos citotoxicos ou provocar

reagoes adversas.

Como a lactoferrina ainda ndo apresenta informagées ha literatura sobre possivel
interagdo com os componentes da formulagdo, estudos das estabilidades fisica e fisico-

quimica também se fazem necessdrios para melhor avaliar os resultados obtidos.

Por se ftratar de assunto extremamente novo, necessitando de maiores pesquisas, e
de substancia de origem fisiolégica encontrada, também nos leites humano e bovino,
podendo oferecer menores riscos e causar menos sensibilizagdes quando utilizada, a

utilizagdo da lactoferrina como conservante em formulagdes farmacéuticas e cosméticas
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foi pesquisada, pois estudos /n vitro vém demonstrando que a mesma tem sido capaz de

retardar ou mesmo inibir o crescimento de determinados microrganismos.



2. REVISAO DA LITERATURA
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. LACTOFERRINA

A lactoferrina foi isolada do leite bovino pela primeira vez em 1939, e,
posteriormente, em 1960, do leite humano (CHANTAYSAKORN; RICHTER, 2000;
LEVAY: VILJOEN, 1995; LONNERDAL; IYER, 1995; VORLAND, 1999).

A lactoferrina, de coloragdo vermelha ou rosa clara, ¢ uma glicoproteina de
cadeia simples contendo 692 aminodcidos e peso molecular de 80 kDa; composta de
aminodcidos semelhantes a proteina transportadora do ferro no plasma, a transferrina
(55% da seqiiéncia de aminodcidos é semelhante), portanto, trata-se de uma siderofilina.
Apresenta duas formas: a hololactoferrina (saturada de ferro) e a apolactoferrina (sem
ferro); no entanto, difere da transferrina nas propriedades imunoldgicas ou antigénicas,
composigdo de carboidratos, solubilidade a dgua, ponto isoelétrico e a localizagdo da
ligagdo com o ferro e sitios de glicosilagdo (BAKER et al., 1998; HENDRIXSON et al.,
2003; LEVAY; VILJOEN, 1995; MORIISHTI et al., 1999; SINGLETON; SAINSBURY,
1996; VORLAND, 1999).

Os sitios de ligagdo da lactoferrina estdo localizados na interface entre os dois
dominios de cada lobo, chamados de N e C, similares e conectados através de uma regido
flexivel. No entanto, a lactoferrina ndo é capaz de se ligar somente aos ions ferro, pode,
também, se ligar ao cobre, manganés, zinco, gdlio e aluminio (SHARMA et al., 1999;

VORLAND, 1999).

Segundo Ohashi et al. (2003), a ligagdo da hololactoferrina com o ferro é
desfeita pela precipitagdo com dcido sulfato de amdnio, em pH 2, tfransformando-a em

apolactoferrina.
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Figura 1. Diagrama mostrando a existéncia dos dois lobos da lactoferrina

(vermelho e verde), extraido de Hendrixson et al. (2003)

Aproximadamente, 69% da seqiiéncia de aminodcidos da lactoferrina bovina é
idéntica & humana, embora as conformagdes da cadeia polipeptidica sejam as mesmas. A
estrutura tridimensional apresenta leve mudanga na orientagdo dos dominios, com
angulagdo menor do que a humana, e estas pequenas diferengas ndo parecem ter qualquer

significado funcional (BAKER et al., 1998).

A lactoferrina é uma proteina encontrada, fambém, em secregdes externas,
lagrimas, saliva, secregdo vaginal, sémen, e nos grdnulos secunddrios de heutréfilos,
sintetizada pela mucosa epitelial e neutrdfilos, sendo liberada destas células em
resposta a um estimulo inflamatorio (BELLAMY et al., 1992; MANN; ROMM;
MIGLIORINI, 1994; PETSCHOW,; TALBOTT; BATEMA, 1999; TANIDA et al., 2003;
XU et al., 1999; YAMAUCHT et al., 1993; YE et al., 2000). O colostro contém 7,0g de
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lactoferrina/L, no leite humano cai para, aproximadamente, 2,0mg/mL, enquanto que no
leite bovino é de 0,02 a 0,2mg/mL; no plasma estd em pequena concentragdo, em torno

de 0,2ug/mL (van der STRATE et al., 2001).

Uma das primeiras fungdes atribuidas a lactoferrina foi o transporte de metais,
especialmente o ferro; no entanto, esta fungdo principal foi descartada, pois a
transferrina é o mais eficiente transportador deste ion. Posteriormente, descobriu-se
que a lactoferrina, estrategicamente situada nas mucosas, fazia parte da primeira linha
de defesa do organismo contra infecges microbianas, flngicas e virais (van der

STRATE et al., 2001).

A lactoferrina pode se ligar reversivelmente a dois fons férricos, pois é capaz
de seqiiestrd-los de certos patégenos ou do meio, resultando na redugdo do crescimento
microbiano (AZUMA et al., 1998; BROCK, 1995; IYER; LONNERDAL, 1993; NAIDU et
al.,, 1993; OHASHTI et al., 2003; SHARMA et al., 1998; SINGLETON; SAINSBURY,
1996), enquanto que, segundo Kanyshkova et al. (1999), as sub-fragdes que hidrolisam

RNA e DNA podem contribuir para a hidrélise dos dcidos nucléicos bacterianos e virais.

Segundo Kanyshkova et al. (2003), as sub-fragdes de lactoferrina humana
purificada possuem cinco diferentes atividades enzimdticas: DNase, RNase, ATPase,
fosfatase e hidrélise da malto-oligossacdride, inclusive, algumas de suas sub-fragdes

cataliticamente ativas sdo citotdxicas, podendo induzir apoptose.

Outra agdo inibitéria da lactoferrina estad limitada a regido N-terminal que, com
forte carga positiva, se liga aos lipopolissacarideos da parede celular de microrganismos
susceptiveis, carregados negativamente, resulfando na sua permeabilizagdo

(HENDRIXSON et al., 2003; MARTINEZ-GOMIS et al., 1999; XU et al., 1999).

Nas bactérias Gram negativas, os lipidios A dos lipossacarideos (LPS) sdo
liberados da parede aumentando, consegiientemente, a permeabilidade da membrana; nas
bactérias Gram positivas, a estrutura de ligagdo inicial ainda ndo € bem conhecida, mas
presume-se que os dcidos lipoteicéico (LTA) e/ou teicéico (TA) estejam envolvidos neste

mecanismo (LEITCH; WILLCOX, 1999; OLIVEIRA et al., 2001; VORLAND et al., 1999a).
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Vdrios trabalhos vém sendo publicados em relagdo a atividade da lactoferrina /n
vitro, frente a diferentes microrganismos. Arnold, Brewer e Gauthier (1980), em
estudos /n vitro, observaram que vdrias espécies de estreptococos orais, S. pneumoniae,
V. cholerae, P. aeruginosa e C. albicans mostraram-se sensiveis a lactoferrina, enquanto
que Ellison e Giehl (1991) estudaram o comportamento de Vibrio cholerae, Escherichia
coli e Salmonella typhimurium quando incubadas com 2,0mg/mL de lactoferring,

confirmando a agdo letal para estas bactérias Gram negativas.

Uma avaliagdo quantitativa de sua atividade foi determinada por Kimura et al.
(2000), que demonstraram a efetividade contra Escherichia coli O111 em concentragoes
de 2,0 e 3,0mg/mL de lactoferrina, enquanto que Lillo, Cernuda e Brock (1998),
estudando Micrococcus spp, observaram diminuigdo nas leituras da absorvancia das

culturas, indicativo de que a morte bacteriana foi acompanhada por lise.

A atividade contra leveduras foi estudada por Nikawa et al. (1993), Nikawa et
al. (1994) e Xu et al. (1999), que demonstraram a agdo da lactoferrina em diversas
espécies de Candida, como sendo dose-dependente, embora ndo tempo-dependente, em
pH 7. Kuipers et al. (1999) também observaram que as lactoferrinas, tanto humana
quanto bovina, foram capazes de inibir o crescimento das leveduras ¢ albicans, C.

glabratae C. tropicalls.

De acordo com van der Strate (2001), a lactoferrina apresenta atividade
antiviral para citomegalovirus, virus da hepatite C e poliovirus e, inclusive, sugeriu a sua
associagdo com outras drogas, buscando usufruir do sinergismo entre elas, diminuindo

possiveis reagdes adversas provocadas pelos antivirais.

Segundo Yamauchi et al. (2000b), ndo foram observados efeitos adversos,
quando 2,0g de lactoferrina/kg/dia foram administrados oralmente em ratos.
Posteriormente, Yamauchi et al. (2000a) conduziram estudo clinico para avaliar a
eficdcia da lactoferrina no tratamento de tinea pedis. Para tanto, doses orais de 600 a

2000mg de lactoferrina foram administradas durante 8 semanas a individuos adultos,
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com leve ou moderada tinea pedis, observando eficdcia antiflingica e melhora

dermatoldgica.

McCann et al. (2003) verificaram que a lactoferrina ndo apresentou
citotoxicidade em culturas de células nas concentragdes de 0,1 a 2,5mg/mL, quando
incubadas por 24 horas a 37°C e Tenovuo (2002) ressaltou que, em estudos de curto e
longo prazo, ndo foram observados efeitos adversos quando enxagliatdrios bucais
contendo lactoferrina de origem bovina foram usados diariamente, podendo tal fato ser
resultante da similaridade estrutural e imunolégica entre as lactoferrinas humana e

bovina.

Dentre outras fungdes atribuidas & lactoferrina, incluem-se atividade
imunorregulatéria, regulagdo da mielopoiese, promogdo do crescimento e diferenciagdo
celular, efeitos antioxidantes e regulacgdo da homeostase do ferro no trato
gastrointestinal (WARD; CUNNINGHAM: CONNEELY, 1997. YAMAUCHI, et al.,
2000b).

Apesar de todos os estudos realizados mostrando a atividade da lactoferring, a
sua utilizagdo ndo se torna vidvel economicamente sem um processo industrial capaz de
obté-la em escala comercial; atualmente, ja é possivel produzi-la, bem como seu residuo
lactoferricina, através da fermentagdo em Aspergillus niger e, futuramente, acredita-se
que serd possivel utilizar a lactoferrina humana recombinante (TENOVUO, 2002); sendo
que, segundo estudos de Suzuki et al. (2003), a lactoferrina recombinante apresenta

atividade biolégica semelhante a natural.

A lactoferricina tem sido obtida das lactoferrinas bovina e humana, através da
hidrélise dcida com pepsina, originando fragmento de residuo peptidico contendo 25
aminodcidos, oriundo do dominio N-terminal da lactoferrina (AGUILERA et al, 1999;

HAUKLAND et al., 2001; SCHIBLI; HWANG; VOGEL, 1999; TOMITA et al., 1991).

Embora seu modo de agdo ainda necessite de maiores pesquisas, alguns
pesquisadores acreditam que o efeito bactericida deste peptideo, carregado

positivamente, e com alta proporgdo de aminodcidos hidrofdbicos, deve estar ligado a
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capacidade de interagdo com a membrana citoplasmdtica em bactérias susceptiveis,
formando poros na mesma ou desestabilizando sua bicamada, provocando a lise
bacteriana (CHAPPLE et al., 2004; FARNAUD et al., 2004; SAMUELSEN et al., 2005;
ULVATNE et al., 2001). No entanto, Ulvatne et al. (2001) afirmaram que a lactoferricina
ndo aumenta a permeabilidade da membrana em bactérias intactas, mas provoca a

despolarizagdo da mesma, formando vesiculas na superficie do microrganismo.

Estudos de Viejo-Diaz et al. (2005) demonstraram que a lactoferricina humana
foi efetiva contra espécies clinicas de (. albicans, resistentes a fluconazol e

anfotericina.

Segundo Stallmann et al. (2005), os aminodcidos da regido N-terminal da
lactoferrina humana, nas concentragdes de 12ug/mL e 400ug/mL, respectivamente,
foram letais a 90% dos microrganismos estudados e ndo foram capazes de provocar
alteragdes na morfologia e viabilidade dos glébulos vermelhos, ndo sendo observada

toxicidade.

2.2. CONSERVANTES

Segundo a Resolugdo n° 79, da Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria
(ANVISA), os conservantes "sdo substdncias adicionadas aos Produtos de Higiene
Pessoal, Cosméticos e Perfumes com a finalidade primdria de preservd-los de danos e/ou
deterioragdes causados por microorganismos durante sua fabricagdo e estocagem, bem

como proteger o consumidor de contaminagdo inadvertida durante o uso do produto.”

Embora as formulagées cosméticas ndo necessitem de esterilidade, devem
cumprir com as exigéncias da legislagdo quanto a auséncia de microrganismos
especificos, bem como obedecer ao nimero maximo permitido de Unidades Formadoras

de Coldnia, determinado pela Resolugdo n° 481, de 23 de setembro de 1999, da ANVISA.
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Para o cumprimento da legislagdo e garantir a qualidade microbiolégica dos
produtos, é necessdrio, além da formulagdo e conservante adequados, fambém garantir a

qualidade das matérias-primas, da produgdo e do armazenamento (EIGENER, 2005).

Assim, os conservantes sdo adicionados as formulagdes cosméticas com dupla
finalidade: a primeira é proteger o usudrio de qualquer dano a saide, em virtude da

contaminagdo do produto e, a segunda, € proteger o produto.

Farrington et al. (1994) realizou interessante pesquisa, a fim de se avaliar o
impacto da contaminagdo introduzida pelo usudrio, ha eficiéncia do conservante, em
virfude do mau uso. Os autores observaram que as concentragdes dos conservantes
permaneceram semelhantes em ambas formulagdes, controle e de uso, mas, ho entanto, o

conservante ndo foi capaz de inibir o crescimento microbiano na formulagdo utilizada.

Stevanato et al. (1999), ao avaliar a qualidade microbiolégica de produtos
cosméticos adquiridos em farmdcias com manipulagdo de Ribeirdo Preto/SP concluiram
que 12% dos cremes ndo cumpriam a legislagdo e que bactérias do grupo coliforme foram

evidenciadas em 2,56% das amostras.

A contaminagdo microbiana pode causar, entre outras alteragdes, mudanga de
coloragdo, pois alguns microrganismos produzem pigmentos ou dcidos que alteram o pH e
afetam os proprios pigmentos adicionados a formulagdo; formagdo de odores, em virtude
da produgdo de compostos sulfurados responsdveis pelo mau cheiro e liberagdo de gases,

em fungdo do metabolismo microbiano (MARKOWETZ, 2002).

Em estdgios mais avangados da contaminagdo, aparecem alteragdes nas
caracteristicas reoldgicas, mudando a viscosidade devido a produgdo de enzimas
microbianas, que degradam espessantes; desestabilizagdo da emulsdo, em fungdo de
alteragdes dos emulsificantes; formagdo de biofilme e danos ds embalagens flexiveis,

levando a explosdes nas seladas (FRAGA, 1999).
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Segundo Fdvero (2002), agentes antimicrobianos incluem os antibidticos e
germicidas quimicos, sendo estes Ultimos classificados em outras duas categorias: a

primeira, dos desinfetantes e, a segunda, dos anti-sépticos e conservantes.

Segundo Markowetz (2002), aproximadamente, 50 conservantes, com grandes
diferengas na estrutura quimica, estdo aprovados para uso em cosméticos, mas apenas
poucos apresentam ampla atividade antimicrobiana. Estes fatos estimulam o uso de
associagdo de conservantes, para que as deficiéncias de um possam ser corrigidas pelo
outro, além das incompatibilidades que possam ocorrer, como diminui¢do da atividade em

determinados pHs, solubilidade e incompatibilidades com ingredientes da formulagdo.

O conservante ideal tem sido conceituado como substdncia que apresenta amplo
espectro de atividade; efetividade e estabilidade no pH dos produtos cosméticos;
compatibilidade com os componentes da formulagdo e embalagem; nenhuma alteragdo da
cor, odor, textura e sabor; coeficiente de partigdo dleo/dgua efetivo na fase aquosa;
evita adaptagdo de microrganismos; seguro, sem causar irritagdo ou sensibilizagdo; de
baixo custo, e regulamentado por 6rgdos competentes (ORTH, 1993; SASSEVILLE;
2004).

Atualmente, o sistema conservante de uma formulagdo refere-se a constitui¢do
quimica e fisico-quimica da mesma. O conservante ndo deve agir independentemente das
outras matérias-primas, € hecessdrio, também, considerar a atividade da dgua
(quantidade de dgua disponivel na formulagdo), pH, nutrientes, tipo e concentragdo de
tensoativo, agentes seqliestrantes, componentes ndo-aquosos, ingredientes insollveis,
corantes, componentes ativos e antioxidantes que podem afetar a agdo do conservante

(PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

Especialmente nos produtos cosméticos, cuja formulagdo contém vdrias
substancias necessdrias a sua finalidade, diversos processos alérgicos e/ou reagdes
adversas podem ser observados, decorrentes das matérias-primas utilizadas; no caso

presente, o conservante, como um dos mais comuns causadores de tais reagdes (MENNE,
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2003; TORO; ENGASSER; MAIBACH, 1996). Estas substdncias devem ser adicionadas
tdo pouco quanto possivel e, tanto quanto necessdrias (HOTEROVA et al., 2001).

Taxas de sensibilizagdo das alergias de contato sdo dependentes da capacidade
inerente de sensibilizagdo da substancia, da dose e tipo de exposigdo, da quantidade por
unidade de drea da pele, do veiculo e das condigdes da pele. Segundo Wilkinson et al.
(2002), taxas de dermatites de contato alérgicas na ordem de 1% ou menos, obtidas em
testes clinicos realizados em pacientes, sdo consideradas aceitdveis; 2% sdo

preocupantes e, superiores a 3%, indicam sérios problemas.

Os parabenos sdo alquil ésteres do dcido parahidroxibenzdico, tendo sido
introduzidos nos anos 30 para uso em cosméticos, alimentos e também em medicamentos
de aplicagdo tépica e sistémica, na concentragdo de 0,1 a 0,8%. Em razdo de suas
diferentes solubilidades, os parabenos sdo comumente associados, especialmente o etil e
metil, sendo mais efetivos contra fungos do que bactérias, com atividade antibacteriana
maior contra Gram positivos. No caso de Pseudomonas aeruginosa, os parabenos sdo
usados sinergicamente com outros conservantes, como liberadores de formaldeido,

isotiazolinonas ou fenoxietanol (FRANSWAY, 1991; SONLI et al., 2002).

As taxas de sensibilizagdo dos parabenos foram registradas a partir de
diferentes centros da Europa e Estados Unidos, variando de O a 3,5%, tendo
permanecido constante ao longo dos anos (MARKS et al. 2000; MARKS et al., 2003).
Segundo Flyvholm (2005), estas taxas estdo entre 0,5 a 1%.

O uso do formaldeido ou metanal como conservante em cosméticos tem
diminuido em virtude de ser considerado de moderado a forte alergénico, pois é
irritante, sensibilizante e apresenta potencial carcinogénico. Em individuos sensiveis, a
concentragdo ndo deve ultrapassar 0,003% de formaldeido livre (SASSEVILLE, 2004).
Nos Estados Unidos, o Cosmetic Ingredient Review Expert Panel do Cosmetic, Fragance
and Toiletry Association recomenda concentracées de 0,2% de formaldeido livre em
produtos cosméticos (COSMETIC..., 1983). Enquanto que o Conselho da Comunidade

Européia tem sugerido que, concentragdes maiores de 0,05% de formaldeido livre, sejam
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rotuladas como sensibilizantes (EUROPEAN.., 1982). Assuntos relacionados a
concentragdo e dizeres de rétulo tém sido objeto de discussdo téchica e cientifica

(FLYVHOLM; MENNE, 1992).

Os doadores de formaldeido, como o quaterndrio de amdnio, sdo altamente
sollveis em dgua, estdveis e ativos frente a uma ampla faixa de pH, sendo efetivos
contra leveduras, fungos filamentosos e bactérias, especialmente, Pseudomonas
aeruginosa. A concentragdo utilizada varia de 0,2 a 0,3%, e apresenta-se com maior
potencial de liberagdo de formaldeido. O imidazolidinil uréia é um doador de formaldeido
muito utilizado nas concentragdes de 0,03 a 0,2%, sendo mais efetivo contra bactérias.
O 2-bromo-2nitropropanodiol ¢ utilizado nas concentragdes de 0,01 a 1%, apresentando
notdvel potencial irritante em concentragbes superiores ao mdximo estipulado. Tanto o
quaterndrio de aménio quanto imidazolidinil uréia apresentaram 1% de sensibilizagdes

(HERBERT; RIETSCHEL, 2004; SASSEVILLE, 2004).

O sistema conservante metilcloroisotiazolinona/metilisotiazolinona, introduzido,
na Europa, em 1970 e nos Estados Unidos, por volta de 1980, tem sido efetivo, em baixas
concentragées, contra fungos filamentosos, leveduras e bactérias Gram positivas e
negativas. Dados europeus demonstram taxas de sensibilizagdo estabilizadas entre 2 e

3% (BASKETTER et al., 1999; FLYVHOLM, 2005).

Metildibromoglutaronitrila/fenoxietanol foi introduzido na Europa em 1985 e,
em 1990, nos Estados Unidos, sendo sua concentragdo restrita entre 0,0075 e 0,06%.
Segundo Pedersen et al. (2004), estes conservantes apresentaram, na Europag,
significativo aumento na fregqiiéncia de sensibilizagdes e Sasseville (2004), acrescentou
que 55% foi a taxa de sensibilizagdo, entre 2000 e 2002, ocupando o décimo primeiro
lugar em casos de alergia. Zachariae et al. (2005), baseados em estudo clinico e dados
da literatura, sugeriram que o uso do metildibromoglutaronitrila ndo é apropriado para

cosméticos.
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Segundo Croshaw (1977 apud HOJEROVA et al., 2001, p.9), nenhum conservante
quimico tipico pode ser considerado como totalmente ndo alergénico ou totalmente ndo

sensibilizante.

As reagbes ou sensibilizagdes provocadas pelos conservantes tém estimulado
diversos pesquisadores na busca por substdncias de origem natural para substituigdo dos
conservantes quimicos, como Manou et al. (1998), que estudaram as propriedades
conservantes de Thymus vulgaris e Seo et al. (2002), as da quitina e quitosana como

sistema conservante.

2.3. TESTE DE EFICACIA CONSERVANTE

Para o desenvolvimento de um produto, seja farmacéutico ou cosmético, é
necessdrio estipular o conservante. No entanto, para se definir qual conservante serd
ideal a determinada formulagdo, é necessdrio que se faga o teste de eficdcia, a fim de
se determinar substdncia quimica e a concentragdo minima efetiva para garantir que o
produto se mantenha sem contaminagdo, conforme a legislagdo especifica, durante sua
fabricagdo, na embalagem e distribuigdo, além de resistir a possiveis contaminagées
introduzidas pelo usudrio em fungdo do mau uso (INTROINTI, 1985; CURRY, 1987; CTFA,
1990; ORTH, 1993, PINTO; KANEKO; OHARA, 2003; RUSSELL, 2003).

O Teste de Eficdcia Conservante, Teste Desafio ou Challenge Test consiste em
realizar contaminagdo proposital da formulagdo com os microrganismos tfestes e
posterior contagem em placa de Petri das Unidades Formadoras de Col6nia, em
diferentes tempos. Segundo Orth (1993), o uso de culturas puras, apesar do tempo
dispendido, em detrimento das mistas, é mais apropriado, pois permite conhecer as
taxas de morte de cada microrganismo e determinar o perfil de resisténcia para

determinada formulagdo.
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Os microrganismos apropriados dependem do tipo de produto, pois seus
comportamentos podem ndo ser semelhantes. Em fungdo destas diferengas, vdrios
microrganismos testes devem ser incluidos na andlise, tais como bactérias Gram
negativas com diversas capacidades metabdlicas, como Pseudomonas aeruginosa,
bactérias do grupo coliforme, como Escherichia coli, entre outras; cocos Gram positivos,
como Staphylococcus aureus, Gram positivos esporulados, como Bacillus cereus ou
Bacillus subtilis, Candida albicans como levedura e fungos filamentosos como Aspergillus

niger ou A. flavus (ORTH, 1993).

Além do Teste de Eficdcia Conservante tradicional, existem também métodos
rdpidos como o de regressdo linear e andlise acelerada para definigdo do conservante na
formulagdo. A escolha do método a ser utilizado depende de vdrios fatores, no entanto,
o tempo disponivel para andlise é decisivo. O método de regressdo linear fornece a taxa
de inativagdo dos microrganismos, que ¢ obtida pelo tempo de redugdo decimal (valor D),
sendo o tempo necessdrio para matar 90%, ou seja, 1 log dos microrganismos (ORTH;
STEINBERG, 2003). A curva de sobreviventes é obtida quando se plota o log do nimero
de microrganismos vidveis pelo tempo. A utilizagdo deste método possibilita redugdo no
tempo de andlise de 28 dias no teste de eficdcia conservante para 24 horas (CHACRA,

1999).

Para a determinagdo da efetividade do conservante, diversos compéndios
oficiais estabelecem os critérios de eficiéncia de um conservante na formulagdo.

Segundo o método preconizado pela USP XXIII (UNITED..., 1990):

* A concentragdo de bactérias vidveis deve ser reduzida para ndo mais que 0,1% da

concentragdo inicial no décimo quarto dia.

+ A concentragdo de fungos filamentosos e leveduriformes deverd permanecer abaixo

da concentragdo inicial durante os primeiros quatorze dias.

* A concentragdo de cada microrganismo teste deverd permanecer abaixo destes niveis

durante o periodo de 28 dias.
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Segundo os critérios do The Cosmetic, Toiletry and Fragance Association

(CTFA) (CURRY, 1993), o conservante serd aprovado quando:

+ A redugdo do ndmero de bactérias for maior que 99,9% dentro de sete dias, com

continua redugdo na duragdo do teste.

* A redugdo do nimero de fungos filamentosos e leveduriformes for maior que 90%

dentro de sete dias, com continua redugdo na duragdo do teste.

* A atividade bacteriostdtica deverd permanecer durante todo o fempo de teste.

Segundo o método da regressdo linear, preconizado por Orth (1993):
* Valor D menor que 4 horas para microrganismos considerados patogénicos.

¢ Valor D menor que 28 horas para bactérias ndo patogénicas, leveduras e fungos

filamentosos.

# Produtos bacteriostdticos ou bactericidas para esporos de Bacillus.

2.4. TESTES DE ESTABILIDADE

O estudo da estabilidade de produtos cosméticos possibilita verificar o grau de

estabilidade relativa do produto em diversas condigdes, desde produgdo até validade.

Segundo a ANVISA, conforme preconizado no Guia de Estabilidade de Produtos
Cosméticos (GUIA.., 2004), “a avaliagdo da estabilidade contribui para orientar o
desenvolvimento da formulacdo e do material de acondicionamento adequado; fornecer
subsidios para o aperfeigoamento das formulagdes; estimar prazo de validade e fornecer

informagdes para sua confirmagdo e auxiliar no monitoramento da estabilidade
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organoléptica, fisico-quimica e microbioldgica, produzindo informagées sobre a

confiabilidade e seguranga dos produtos.”

As alteragdes provocadas na estabilidade podem ser classificadas como intrinsecas
e extrinsecas, segundo suas origens. As intrinsecas sdo incompatibilidade fisica
(precipitagdo, separagdo de fases, entre outras), incompatibilidade quimica (pH, reagdes
de 6xido-redugdo, reagdes de hidrdlise, interagdo com ingredientes da formulagdo,
interagdo entre ingredientes da formulagdo e o material de acondicionamento). As
extrinsecas estdo relacionadas ao tempo, temperatura, luz e oxigénio, umidade, material

de acondicionamento, microrganismos e vibragdo.

Os testes de estabilidade devem ser realizados em amostras armazenadas em

temperaturas especificas mais comuns como a ambiente, elevadas e baixas.

A andlise das caracteristicas da formulagdo inclui avaliagdo organoléptica (aspecto,
cor, odor, sabor e sensagdo ao tato); avaliagdo fisico-quimica (pH, materiais voldteis,
teor de dgua, viscosidade, tamanho de particula, centrifugagdo, densidade,
granulometria, condutividade elétrica, umidade e teor de ativo) e avaliagdo
microbioldgica, que permite verificar o sistema conservante e suas interagées com a

formulagdo.

Na avaliagdo da estabilidade fisico-quimica, a andlise das caracteristicas reoldgicas
tem se tornado comum, uma vez que, além de fornecer informagdes importantes sobre a

estabilidade das formulagdes, sdo também de fdacil execugdo (ALMEIDA; BAHIA, 2003).

2.5. FORMULACOES SEMI-SOLIDAS DE USO TOPICO

As emulsdes sdo sistemas dispersos constituidos por uma fase aquosa e outra

oleosa, formando sistemas éleo/dgua (o/a) ou dgua/éleo (a/o0), sendo utilizadas como
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veiculos para a incorporagdo de diversos ativos, sejam farmacéuticos ou cosméticos

(FLORENCE; ATTWOOD, 2003).

A emulsificagdo possibilita misturar substancias lipo e hidrossoliveis,
fornecendo um sistema estdvel e homogéneo, destinado ao uso interno ou externo. A
escolha do tipo de emulsdo para aplicagdo na pele depende dos ativos incorporados, da

necessidade de emolientes e integridade cutdnea.

Para o processo de emulsificagdo, € necessdria a utilizagdo de agente
emulsificante, que tem por finalidade reduzir a tensdo interfacial, evitando a unido das
goticulas em dispersdo, processo este chamado de coalescéncia. A fase aquosa da
emulsdo é a dgua, onde podem ser dissolvidos ativos farmacéuticos ou cosméticos,
conservantes, entre outros. A fase oleosa pode ser constituida por éleos, esséncias,
resinas, ceras, gorduras e substdncias lipossoliveis (ANSEL et al., 2000; PRISTA;

ALVES; MORGADO, 1991).

Os géis sdo constituidos por substdncias de alto peso molecular, os polimeros,
que sdo formados por unidades monoméricas repetitivas e, quando em solugdes
concentradas, apresentam grande viscosidade devido a interagdo das cadeias do
polimero com o solvente; o gel é um sistema solvente-polimero que contém uma rede

tridimensional de ligagGes estdveis, as quais irdo determinar se o gel € do tipo I ou II.

Os géis do tipo I sdo sistemas com rede tridimensional formada por ligagGes
covalentes entre as macromoléculas; os géis do tipo II, reversiveis pelo calor, sdo
formados por ligagbes intermoleculares do tipo pontes de hidrogénio (FLORENCE;

ATTWOOD, 2003).

O gel-creme apresenta caracteristicas de gel e de creme, pois, quando
associados, permitem obter um produto com viscosidade adequada com menor tfeor

graxo.
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3. OBJETIVO

3.1. Verificar a utilizagdo da lactoferrina como conservante em formulagdes semi-
sélidas tdpicas para usos cosmético e farmacéutico, em cremes, gel e gel-

creme.

3.2. Verificar a interferéncia da lactoferrina, utilizada como conservante, nas
estabilidades fisica e fisico-quimica das formulagdes semi-sélidas tdpicas para

usos cosmético e farmacéutico, em cremes, gel e gel-creme.
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4.1. MATERIAL

4.1.1. Formulagées semi-soélidas

36

As formulagdes avaliadas, apresentadas a seguir, foram cremes ndo-

ionico e anidnico, gel e gel-creme contendo trés diferentes concentragdes de

lactoferrina bovina (Agri-Cell Company, LLC - Estados Unidos), a saber: 1,0; 2,0 ou 3,0

mg/g de formulagdo (Sallmann et al., 1999). As mesmas formulagdes foram analisadas

sem a incorporagdo da lactoferrina, servindo como controles, sendo assim denominadas

ao longo do trabalho.

* Creme ndo-idhico

Alcool cetoestearilico (CAS 8005-44-5)
Monoestearato de glicerila (CAS 123-94-4)

Alcool cetoestearilico etoxilado (CAS 68439-49-6)
Miristato de isopropila (CAS 110-27-0)

Glicerina (CAS 56-81-5)

Agua destilada g.s.p.

1,0% (p/p)
10,0% (p/p)
3.0% (p/p)
2,5% (v/p)
2,5% (v/p)

100,0% (p/p)



* Creme anionico

Alcoois graxos e cetil-estearil sulfato de sodio*
Oleato de oleila (CAS 3687-45-4)

Sorbitol 70% (CAS 50-70-4)

Agua destilada q.s.p.

*: Chembase (Valdequimica)

* Gel de hidroxietilcelulose
Hidroxietilcelulose 4400*
Glicerina (CAS 56-81-5)

Agua destilada q.8.p.

*: Natrosol® (Vital)

* Gel-creme
Alcool laurilico etoxilado associado a poliacrilamida*
Agua destilada q.s.p.

* Sepigel 305° (Chemyunion Quimica)
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16,0% (p/p)
16,0% (v/p)
10,0% (v/p)

100,0% (p/p)

2,0% (p/p)
30,0% (p/p)

100,0% (p/p)

5.0% (p/p)

100,0% (p/p)
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4.1.2. Microrganismos utilizados

Os microrganismos testes utilizados nas andlises foram os

preconizados por Curry (1993) e GUIA... (1998).
4.1.2.1. Bactérias

® Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), fornecida por Supriveter

Ind. e Com.

* Staphylococcus aureus (ATCC 6538), fornecida por Supriveter Ind.

e Com.

¢ [Escherichia coli (ATCC 8739), fornecida pela Fundagdo André

Tosello.

4.1.2.2. Fungos

® Candida albicans (ATCC 10231), fornecida por Supriveter Ind. e

Com.

* Aspergillus niger (ATCC 16404), fornecido por Supriveter Ind. e

Com.
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4.2. METODOS
4.2.1. Preparo das formulagdes
4.2.1.1. Creme ndo-idnico

As matérias-primas da fase oleosa, dlcool cetoestearilico,
monoestearato de glicerila, dlcool cetoestearilico etoxilado e miristato de isopropila,
foram adicionadas em um béquer, e submetidas a aquecimento a 70°C. Em outro béquer,
as matérias-primas da fase aquosa, glicerina e 95% do total da dgua destilada, foram
aquecidas, também, a mesma temperatura. A seguir, a fase aquosa foi vertida sobre a
oleosa, iniciando-se agitagdo mecdnica constante até resfriamento a 30°C. Em seguida ao
resfriamento, a lactoferrina foi dissolvida em 5% do total de dgua destilada da

formulagdo, sendo incorporada a base com agitagdo.

4.2.1.2. Creme anionico

A fase oleosa, composta pelos dlcoois graxos e cetil-estearil
sulfato de sédio e oleato de oleila, foi aquecida em béquer a 70°C. A semelhanca da fase
oleosa, a fase aquosa, sorbitol e dgua, também foi aquecida. Posteriormente ao
aquecimento, a fase aquosa foi vertida sobre a oleosa, mantida agitagdo mecdnica
constante até resfriamento a 30°C. Apés o resfriamento, a lactoferrina foi dissolvida

em 5% do total da dgua destilada da formulagdo, sendo incorporada a base com agitagdo.

4.2.1.3. Gel de hidroxietilcelulose

As matérias-primas foram aquecidas, em béquer até
geleificagdo, submetidas a agitagdo manual utilizando-se bastdo de vidro. A lactoferring,
dissolvida em 5% do total da dgua destilada da formulagdo, foi incorporada a base, apds

seu resfriamento a 30°C, com agitagdo.



40

4.2.1.4. Gel-creme

As matérias-primas foram adicionadas em béquer,
submetidas a agitagdo mecadnica, por 10 minutos. A lactoferrina foi dissolvida em 5% do
total de dgua destilada da formulagdo, sendo incorporada a base com agitagdo, durante 5

minutos.

4.2.2. Obtengdo e conservagdo dos microrganismos
4.2.2.1. Bactérias e levedura

Para evitar repiques sucessivos, facilitando a alteragdo
fenotipica das bactérias e levedura, fato capaz de produzir resultados ndo confidveis, os
5 tipos de microrganismos foram retirados dos tubos contendo as cepas-padrdo, com
auxilio de alga bacterioldgica, e transferidos a 5 tubos de ensaio para cada cepa. As
bactérias foram semeadas em tubo contendo dgar tripticaseina soja (DIFCO)
esterilizado e inclinado, e incubadas em estufa bacterioldgica (FANEM, modelo 002 CB),

a 35+ 0,5°C, por 24 horas.

A levedura foi semeada em tubo contendo dgar Sabouraud
(DIFCO) esterilizado e inclinado, incubada em estufa bacteriolégica (FANEM, modelo
002 CB), a 25 + 0,5°C, por 48 horas.

Apds os periodos de incubagdo, os tubos contendo os
microrganismos foram armazenados em geladeira, a 4 + 0,5°C. Para a realizagdo do teste
de eficdcia conservante, o repique foi efetuado a partir de um tubo armazenado de cada

microrganismo (BURLIN, 2000).
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4.2.2.2. Fungo filamentoso

A partir do tubo contendo a cepa-padrdo, foi retirada
amostra, com auxilio de alga em L, sendo repicada em 5 tubos contendo dgar batata
(DIFCO) esterilizado e inclinado, e incubados a 25 + 0,5°C, por 5 dias. Apés este
periodo, foram armazenados em geladeira, a 4 + 0,5°C, sendo novamente repicado para a

execucdo do teste de eficdcia conservante (BURLIN, 2000).

4.2.3. Padronizagdo da suspensdo de microrganismos
4.2.3.1. Bactérias

No dia anterior & execucdo do teste de eficdcia
conservante, um tubo de cada uma das bactérias armazenadas em geladeira foi retirado,
a fim de se processar nova semeadura em outros fubos padronizados, possuindo todos as
mesmas dimensdes e contendo 10mL de dgar tripticaseina soja. A semeadura foi
cuidadosamente realizada por meio de estrias na superficie do meio, possibilitando um
crescimento vigoroso, ndo permitindo que houvesse superficie sem crescimento do
microrganismo. Apds a semeadura, foram incubados em estufa a 35 £ 0,5°C, por 24

horas.

Apds o periodo de incubagdo, as suspensdes-estoque foram
obtidas removendo-se todo crescimento bacteriano dos tubos com auxilio de palito de

madeira esterilizado, utilizando-se 10mL de solugdo salina esterilizada.

A partir das suspensdes-estoque, aliquotas de 35ulL foram
diluidas em 9,0mL de solugdo salina esterilizada, resultando diluigdo com carga
bacteriana necessdria a inoculagdo na formulagdo. A carga bacteriana desta diluigdo foi
confirmada através da contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) pelo

método de semeadura em profundidade, utilizando-se dgar tripticaseina soja.
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4.2.3.2. Fungo leveduriforme Candida albicans

A partir do tubo armazenado em geladeira, o repique da
levedura foi realizado em outro tubo contendo dgar Sabouraud esterilizado e inclinado,

48 horas antes da realizagdo do teste de eficdcia conservante.

Apds o periodo de incubagdo, uma algada do crescimento
leveduriforme foi dissolvida em 10mL de solugdo salina esterilizada, originando a dilui¢do
que foi inoculada has formulagdes, sendo a quantificagdo das UFCs realizada através da

técnica de semeadura em profundidade, utilizando dgar Sabouraud.

4.2.3.3. Fungo filamentoso Aspergillus niger

O fungo filamentoso foi repicado, a partir dos tubos
armazenados ha geladeira, 7 dias antes da realizacdo do teste de eficdcia conservante,
sendo semeado em tubo contendo 10mL de dgar batata-dextrose esterilizado, inclinado

e incubado a 25 + 0,5°C.

Transcorrido o periodo de incubagdo, todo o crescimento
fdngico foi extraido com auxilio de palito de madeira esterilizado, utilizando-se 10mL de
solugdo salina esterilizada, transferido para outro tubo esterilizado, o qual foi mantido

em repouso por 30 minutos.

A quantificagdo do nimero de esporos foi determinada

através da técnica de semeadura em profundidade, utilizando-se dgar Sabouraud.



43

4.2.4. Andlise da eficacia de inativagdo da lactoferrina

As formulagdes contendo 3,0mg/g de lactoferrina foram inoculadas
com suspensdo contendo mistura de, aproximadamente, 10 UFC/mL de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Em seguida a

inoculagdo, as formulagdes foram diluidas de 10™ a 10° em solugdo salina esterilizada.

Aliquotas de 1,0mL das diluigdes foram semeadas em dgar tripticaseina
soja, em duplicata, utilizando-se a técnica de semeadura em profundidade e incubadas a
30 £ 05°C, por 48 horas. Os tubos controle contendo a mesma suspensdo de

microrganismos foram submetidos ao mesmo procedimento, em paralelo.

4.2.5. Teste de eficacia conservante

No mesmo dia, a cada semana, 25 embalagens contendo a formulagdo
sem e com as diferentes concentragées da lactoferrina, foram inoculadas com os
microrganismos, evitando-se, desta forma, possiveis diferengas nos resultados,
provocadas por condigSes do experimento e ndo pela concentragdo da substdncia em

estudo.

As inoculagdes dos microrganismos obedeceram a uma ordem rigida de
inicio, obedecida a seqiiéncia: A. aeruginosa, E. coli, S. aureus, C. albicans e, por (ltimo,
A. niger, sendo as mesmas seguidas nos fempos posteriores ao fempo zero, evitando-se
que as semeaduras subseqiientes fossem realizadas em tempo maior do que os
estipulados para as andlises. As suspensdes de microrganismos foram preparadas

conforme descrito no item 4.2.3.

As andlises foram realizadas nos tempos zero (imediatamente apés a
inoculagdo), 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72 horas, 7, 14, 21 e 28 dias (BURLIN, 2000; CURRY,
1993; GUIA..., 1998).
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A inoculagdo das formulagdes foi realizada com as suspensdes dos
microrganismos em separado, transferindo-se 0,2mL do inéculo para cada 20g da
formulagdo. O indculo propiciou uma contagem de 107 e 10° UFC/g de bactérias e fungos,

respectivamente (CURRY, 1993; GUIA..., 1998).

Uma vez realizada a inoculagdo, 1g de cada formulagdo foi diluido em
tubo contendo 9,0mL de solugdo salina esterilizada. Aliquotas de 0,1mL foram retiradas
das diluigbes, e semeadas em placas contendo dgar tripticaseina soja e dgar Sabouraud,
para bactérias e fungos, respectivamente, sendo espalhadas com auxilio de alga em L
esterilizada e descartavel. As diluicées semeadas, em tese, forneceriam até 300

UFC/placa de Petri.

As placas contendo as bactérias foram incubadas em estufa
bacteriolégica a 35 + 0,5°C, por 24 horas; os fungos, foram incubados a 25 + 0,5°C,

de 3 a 4 dias e 48 horas, para o filamentoso e leveduriforme, respectivamente.

4.2.6. Testes de estabilidade fisico-quimica das formulagdes

Os testes de estabilidade foram realizados utilizando-se
temperaturas ambiente (aproximadamente 25°C), estufa (40 + 0,5°C) com umidade
relativa de 75% + 5% e geladeira (4 £ 0,5°C), segundo Lei dos Genéricos n°® 9787,
regulamentada pela Resolugdo 391, de 09 de agosto de 1999, do Didrio Oficial da Unido,
nos tempos zero, considerado 24 horas apés a manipulagdo das formulagdes, 15, 30, 60,
90, 150 e 180 dias, em todas as andlises.

As formulagées foram analisadas observando-se as caracteristicas
macroscépicas, estabilidade a centrifugagdo, pH, densidade, consisténcia e

caracteristicas reoldgicas (viscosidade e drea de histerese).
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4.2.6.1. Caracteristicas macroscopicas
A andlise das caracteristicas macroscépicas das

formulagdes foi realizada através da observagdo, utilizando a escala de descrigdo,

segundo Wittern et al. (1985).

1. nenhuma modificagdo visivel, produto estdvel
2. leve evidéncia de falta de homogeneidade

3. inicio de separagdo de fase

4.  separagdo de fase marcada

5.  separagdo de fase total

4.2.6.2. Estabilidade a centrifugagdo

A centrifugagdo, utilizando Centrifuga Excelsa baby IT,
modelo 206-R, FANEM, foi realizada durante trés periodos iguais de 15 minutos a 1000,
2500 e 3500 rpm, utilizando-se 5,0g das formulagdes em estudo. A homogeneidade das
mesmas foi avaliada através da observagdo de separagdo de fases (IDSON, 1988;
IDSON, 1993a, 1993b; RIBEIRO; KHURY; GOTTARDI, 1996; RIEGER, 1996; WITTERN
et al., 1985).

4.2.6.3. Consisténcia

Em placa de vidro foi depositado 0,5mL das formulagdes; a
seguir, outra placa de vidro de peso conhecido foi superposta, juntamente com o peso
necessdrio para completar 300g. Decorridos 10 minutos do inicio da aplicagdo da carga,

os resultados foram obtidos através da média aritmética da leitura em papel
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milimetrado das medidas maior e menor da figura formada entre as duas placas de vidro

(PRISTA et al., 1991).

4.2.6.4. Densidade

Em balanga analitica, 5,0mL das formulagées foram pesados,
e os valores obtidos expressos em g/mL, segundo a técnica proposta por Ricci et al.

(1975).

4.2.6.5. pH

O pH foi verificado através de potenciometro ANALYSER,
modelo pH 20, utilizando-se 1,0g das formulagdes e 9,0mL de dgua recém destilada

(DAVIS, 1977).

4.2.7. Testes de estabilidade fisica das formulagdes

A estabilidade fisica foi avaliada através da determinagdo da
viscosidade e da caracteristica reoldgica, nos tempos 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180
dias. Para tanto, 25,0mL das formula¢ées foram avaliados em Redmetro Rheotest,

modelo 2.1, com dispositivo de cilindros coaxiais BICS1, a uma temperatura de 30°C.

Para obtengdo das curvas ascendente e descendente, as
velocidades de rotagdo foram aumentando e diminuindo gradativamente,
respectivamente. A viscosidade aparente, expressa em centipoises, foi obtida na

velocidade 7, equivalente a 7,5 rpm.
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Os valores numéricos das leituras da viscosidade aparente permitiram
a elaboragdo dos reogramas, sendo que no eixo das abscissas foram dispostos os valores
da tensdo de cisalhamento (dinas/cm®) e, no eixo das ordenadas, o gradiente de

cisalhamento (s™).

O comportamento reoldgico das formulagdes foi avaliado segundo os
reogramas e as dreas de histerese foram obtidas, a partir das curvas ascendente e

descendente, com auxilio de planimetro digital (modelo KP92N, PLACOM).

4.2.8. Andlise estatistica das estabilidades fisico-quimica e fisica
A avaliagdo estatistica dos resultados foi realizada através do
software GraphPad Software V2.02, os dados foram considerados paramétricos

e analisados por ANOVA.



5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS
5.1. TESTE DE EFICACIA CONSERVANTE DAS FORMULACOES

Os resultados das andlises de todas as formulagdes estdo demonstrados por
meio do log de UFC/g de sobreviventes, nas ftabelas que se seguem. Para facilitar a
visualizagdo do perfil de sobrevivéncia de todos os microrganismos, simultaneamente,
bem como observar as diferencas entre eles, frente ds trés concentragdes da
lactoferrina e formulagdo controle, os resultados, em fungdo do tempo, foram plotados

em grdficos.

5.1.1. Creme ndo-idnico
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Tabela 1 - Log do nimero de UFC/qg de Candida albicans, no creme ndo-idnico controle e
com diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo
da
lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d
controle 54 52 55 54 55 59 60 61 66 62 64 64
1,0mg/g 54 50 40 40 0 0 0 0 0 0 0 0
2,0mg/g 54 50 40 O 0 0 0 0] 0 0 0 0
3,0mg/g 54 48 40 O 0 0 0 0 0 0 0 0

log UFC/g

Figura 6.
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Tabela 2 - Log do nimero de UFC/g de Aspergillus niger, no creme ndo-idhico controle e
com diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo
da

lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d
controle 71 49 48 50 47 49 49 48 53 51 51 50
1 ,Omg/g 71 53 47 48 48 50 49 43 53 50 bH2 48
2,0mg/g 71 49 49 50 51 50 48 48 49 55 50 49
3,0mg/g 71 48 46 49 47 49 49 45 53 50 52 49

—+—0mg/g —@— 1,0mg/g ——2,0mg/g —— 3,0mg/g Figura 7.
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Tabela 3 - Log do nimero de UFC/g de Staphylococcus aureus, no creme ndo-idnhico
controle e com diferentes concentragoes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo

da

lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

controle 76 61 58 58 53 47 45 0 0 0 0 0
1,0mg/g 76 56 54 45 53 55 55 55 50 48 0 0
2,0mg/g 76 56 57 52 52 56 56 55 45 43 0 0

3,0mg/g 76 57 51 51 50 51 51 53 43 57 0 0

Figura 8.
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Tabela 4 - Log do nimero de UFC/g de Escherichia coli, no creme ndo-idnico controle e
com diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo

da

lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

controle 75 57 54 53 45 0 0 0 O O 0 O
10mg/g 75 54 52 50 40 0 0 0 60 53 43 0
2,0mg/g 75 52 52 50 50 0 O 0 0 O 0 O

3,0mg/g 75 53 48 O 0 0 0 0 0] 0] 0 0

Figura 9.
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Tabela 5 - Log do nimero de UFC/qg de Pseudomonas aeruginosa, no creme ndo-ionico
controle e com diferentes concentragoes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo

da

lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

controle 75 58 48 O 0 40 45 49 56 49 60 60
1,0mg/g 75 53 53 53 51 49 45 43 59 57 68 77
2,0mg/g 75 56 53 53 53 49 49 48 58 75 75 76

3,0mg/g 75 55 54 50 57 50 46 43 46 75 75 75

Figura 10.
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5.1.2. Creme anionico

Figura 11.
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Tabela 6 - Log do nimero de UFC/g de Candida albicans, no creme anidhico controle e
com diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo

da

lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

controle 68 53 52 52 53 49 45 45 45 40 49 48
1,0mg/g 68 55 56 56 54 56 54 55 57 55 76 65
2,0mg/g 68 50 52 53 53 55 57 50 56 61 71 68

3,0mg/g 68 56 56 55 53 58 58 57 60 65 80 69

Figura 15.
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Tabela 7 - Log do nimero de UFC/g de Aspergillus niger, no creme anidnico controle e
com diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo

da

lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

controle 65 47 47 51 50 49 49 49 48 48 47 48
1,0mg/g 65 50 50 50 50 50 50 49 48 45 60 43
2,0mg/g 65 50 50 49 48 53 51 49 45 48 43 47

3,0mg/g 65 48 49 50 51 50 52 51 50 47 46 48

Figura 16.
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Tabela 8 - Log do nimero de UFC/g de Staphylococcus aureus, no creme anidnico
controle e com diferentes concentragoes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo

da

lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

controle @75 55 56 58 64 50 50 50 48 48 47 48
1,0mg/g 75 57 64 44 60 55 45 45 48 45 60 43
2,0mg/g 75 56 69 61 62 58 50 0 45 48 43 47

3,0mg/g 75 56 68 65 59 57 52 0 50 47 46 48

Figura 17.
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Tabela 9 - Log do nimero de UFC/qg de Escherichia coli, ho creme anidhico controle e
com diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo

da

lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

controle @ 74 55 54 50 54 53 53 52 52 0 0 O
10mg/g 74 54 55 57 59 53 40 57 52 0 0 0
2,0mg/g 74 52 51 50 58 53 48 62 70 46 0 O

3,0mg/g 74 54 59 63 58 53 58 62 50 46 40 45

Figura 18.
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Tabela 10 - Log do nimero de UFC/g de Pseudomonas aeruginosa, ho creme anionico
controle e com diferentes concentragoes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo
da
lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d
controle 75 53 53 50 50 48 43 45 48 57 80 68
liomg/g 75 59 57 53 58 40 bH55 58 73 77 80 75
2,0mg/g 75 53 b7 B5bH b7 66 68 69 75 7h 82 77
3,0mg/g 75 b5 b7 60 70 68 72 73 75 77 8.3 8,0
Figura 19.
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5.1.3. Gel de hidroxietilcelulose
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Figura 20.

Curvas dos
microrganismos
sobreviventes, no
gel de
hidroxietilcelulose
controle, em fungdo
do tempo

Figura 21. Curvas
dos microrganismos
sobreviventes, no
gel de
hidroxietilcelulose,
com 1,0mg/g de
lactoferrina, em
fungdo do tempo

Figura 22.
Curvas dos
microrganismos
sobreviventes, no
gel de
hidroxietilcelulos
e, com 2,0mg/g
de lactoferrina,
em fungdo do
tempo

Figura 23.
Curvas dos
microrganismos
sobreviventes,
no gel de
hidroxietilcelulo
se, com 3,0mg/g
de lactoferrinag,
em fungdo do
tempo
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Tabela 11 - Log do nimero de UFC/g de Candida albicans, no gel de hidroxietilcelulose
controle e com diferentes concentragoes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo
da
lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d
controle 74 50 48 54 49 56 55 55 54 53 42 52
1 ,Omg/g 74 55 51 40 0 0 0 0] 0 0 0 0
2,0mg/g 74 48 54 43 0] 0] 0 0] 0 0 0] 0]
3,0mg/g 74 48 43 45 0] 0] 0 0] 0 0 0] 0]

log UFC/g

—+—0mg/g —@— 1,0mg/g ——2,0mg/g —— 3,0mg/g

- . : v

Figura 24.
Curvas dos
microrganismos
sobreviventes
de C albicans,,
no gel de
hidroxietilcelul
ose, controle e

com
lactoferrina,
T T = o o o o o ] em fungdo do
Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d tempo

tempo
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Tabela 12 - Log do nimero de UFC/g de Aspergillus niger, no gel de hidroxietilcelulose
controle e com diferentes concentragoes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo Tempo

da

lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

controle 69 52 45 49 46 49 48 49 46 45 53 48
1,0mg/g 69 46 45 46 45 59 48 48 53 45 52 50
2,0mg/g 69 46 46 46 45 49 50 51 51 48 50 53

3,0mg/g 69 43 49 48 43 49 53 51 49 47 45 48

Figura 25.
—+—0mg/g —@— 1,0mg/g —— 2,0mg/g —8— 3,0mg/g Curvas dos
microrganismos
sobreviventes
de A. niger, no
gel de
hidroxietilcelul
ose, controle e
com
lactoferrina,

r r r : : : ; ; ; ; . em fungdo do
2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d tempo

» » ©
L L

log UFC/g

N
L

o

o
>

tempo



65

Tabela 13 - Log do nidmero de UFC/g de Staphylococcus aureus, no gel de
hidroxietilcelulose controle e com diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo

do tempo
Concentragado Tempo
da
lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d
controle 75 70 55 50 69 7.2 0 0 0 0 0 0
1 ,Omg/g 75 b7 b9 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Z,Omg/g 75 7,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3,0mg/g 75 70 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Figura 26.
—+— 0mg/g —@— 1,0mg/g ——2,0mg/g —— 3,0my/g Curvas dos
microrganismos
8 sobreviventes
de S. aureus,,
8’ 6 no gel de
L4 hidroxietilcelul
9 ose, controle e
= 29 com
0 = - = - s lactoferrina,
Oh 20 4h 6h 12h 24h dsh 7oh 7d  14d 21d  osd  om fungdodo

tempo

tempo
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Tabela 14 - Log do nimero de UFC/qg de Escherichia coli, no gel de hidroxietilcelulose
controle e com diferentes concentragoes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo
da
lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d
controle 75 60 65 67 bH5 44 40 50 40 0 0 0
1 ,Omg/g 75 b6 b0 47 0 0 0 0 0 0 5,7 0
2,0mg/g 75 57 60 45 50 57 0 0 0 0 0 0
3,0mg/g 75 58 60 50 0] 5,2 0 0 0 0 0 0
—+— Omg/lg —8— 1,0mg/g —— 2,0mg/g —B— 3,0mg/g Figura 27.
Curvas dos

log UFC/g

12h

®
24h  48h

tempo

&
72h

&
7d

14d

#
21d

28d

microrganismos
sobreviventes
de E. coli, no
gel de
hidroxietilcelul
ose, controle e
com
lactoferrina,
em fungdo do
tempo
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Tabela 15 - Log do nimero de UFC/g de Pseudomonas aeruginosa, no gel de
hidroxietilcelulose controle e com diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo

do tempo
Concentragado Tempo
da

lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d
controle 81 57 64 63 60 bH0 53 45 56 0 0
1 ,Omg/g 81 b7 b7 63 60 48 0 0 5,3 53 5,0
2,0mg/g 81 52 50 59 59 73 0 0 40 0o 0
3,0mg/g 81 55 B9 76 60 65 0 0 0 0 0

—+—0mg/g —@—1,0mg/lg ——2,0mg/g —— 3,0mg/g z:ﬁ:adi:'

log UFC/g

&
Oh 2h 4h 6h 12h 24h  48h 72h 7d 14d 21d 28d

tempo

microrganismos
sobreviventes
de P.
aeruginosa, no
gel de
hidroxietilcelul
ose, controle e
com
lactoferrina,
em fungdo do
tempo
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5.1.4. Gel-creme

Figura 29.
|+A. niger —— C. albicans —&— S. aureus E. coli —¥— P. aeruginosa Curvas dos
microrganismos
sobreviventes,
no gel-creme

controle, em
fungdo do
tempo
0 L} L} L} L} L} L} L} L ; - ;
Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d
tempo

—e— A. niger —8— C. albicans —&— S. aureus E. coli —¥— P. aeruginosa | Figura 30.

Curvas dos

microrganismos
sobreviventes,
no gel-creme,
com 1,0mg/g de
lactoferrina,
em fungdo do

tempo
0 T T T T T T X T T i ,
Oh 2h 4h 6h 12h  24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d
tempo
Figura 31.
—&— A. niger —— C. albicans —&— S. aureus E. coli —¥— P. aeruginosa Curvas dos

microrganismos
sobreviventes,
no gel-creme,
com 2,0mg/g de
lactoferrina, em

fungdo do
tempo
O L) L) L) L) L) L) L) - ; l - 1
Oh 2h 4h 6h 12h  24h  48h  72h 7d 14d 21d  28d
tempo
—&— A. niger ——C. albicans —&—S. aureus E. coli —¥— P. aeruginosa | Figura 32.
Curvas dos

microrganismos
sobreviventes,
no gel-creme,

com 3,0mg/g de
lactoferrina, em
3 fungdo do
tempo
0 L} L} L} L} L} L} - ; ; ; ;
Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

tempo
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Tabela 16 - Log do nimero de UFC/qg de cCandida albicans, no gel-creme controle e com
diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo

da

lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

controle 68 51 51 52 51 55 58 45 61 62 68 63
10mg/g 68 57 55 53 58 55 58 61 59 58 65 60
2,0mg/g 68 56 56 56 54 55 55 50 60 67 76 65

3,0mg/g 68 55 55 56 53 54 56 57 59 60 60 56

Figura 33.
Curvas dos

8 microrganismos
sobreviventes
de C albicans,
no gel-creme,
controle e com
lactoferrina,
em fungdo do
tempo

—+—0mg/g —@— 1,0mg/g ——2,0mg/g —— 3,0mg/g

log UFC/g
B [o)]

n
1

o

2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d
tempo

o
>
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Tabela 17 - Log do nimero de UFC/g de Aspergillus niger, no gel-creme controle e com
diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo

da

lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

controle 65 48 49 51 50 50 49 49 45 49 49 47
1,0mg/g 65 50 49 48 50 48 49 49 46 49 52 48
2,0mg/g 65 46 53 55 47 48 48 48 48 48 49 51

3,0mg/g 65 50 50 51 53 48 49 50 56 48 50 70

Figura 34.
Curvas dos
microrganismos
sobreviventes
de A. niger, no

—+—0mg/g —@— 1,0mg/g ——2,0mg/g ——3,0mg/g

o2 ° gel-creme,
% 4 confrole e com
2 lactoferrina,
2 em fungdo do
tempo
0 T T T T T T T T T T 1
Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

tempo



71

Tabela 18 - Log do nimero de UFC/g de Staphylococcus aureus, no gel-creme controle
e com diferentes concentragoes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo

da

lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

controle 75 53 50 45 48 50 50 50 O 0 0 0
1,0mg/g 75 51 51 50 49 47 45 0O 50 60 0 57
2,0mg/g 75 55 55 55 56 48 50 0 0 0 0 4,3

3,0mg/g 75 53 55 52 55 51 65 0 0 0 0 0

Figura 35.
Curvas dos
microrganismos
sobreviventes
de S. aureus, no
gel-creme,
controle e com
lactoferrina,
em fungdo do
tempo

—+—0mg/g —@—1,0mg/g —€—2,0mg/g ——3,0mg/g

log UFC/g

% I
Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

tempo
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Tabela 19 - Log do nimero de UFC/g de Escherichia coli, no gel-creme controle e com
diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo

da

lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

controle 74 53 51 49 54 47 48 46 43 45 60 60
1,0mg/g 74 53 51 48 40 54 63 53 57 58 43 48
2,0mg/g 74 46 42 50 55 52 56 54 0 0 60 50

3,0mg/g 74 50 51 51 53 53 49 50 58 58 60 66

Figura 36.
Curvas dos
microrganismos
sobreviventes
de E. coli, no
gel-creme,
controle e com
lactoferring,
em fungdo do
tempo

—+—0mg/g —@— 1,0mg/g —&— 2,0mg/g —— 3,0mg/g

» » ©
L L

log UFC/g

N
L

o
4
4

2h 4h 6h 12h  24h  48h  72h 7d 14d  21d 28d

o
>

tempo
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Tabela 20 - Log do nimero de UFC/qg de Pseudomonas aeruginosa, no gel-creme controle
e com diferentes concentragoes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragado Tempo

da

lactoferrina Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

controle 75 56 59 61 62 66 64 67 66 66 79 76
10mg/g 75 53 57 58 57 70 72 74 76 74 70 77
2,0mg/g 75 6 62 65 58 70 72 75 76 74 82 82

3,0mg/g 75 61 67 70 72 75 75 75 78 77 81 82

Figura 37.
Curvas dos
microrganismos

|—+—0mg/g —— 1,0mg/g —— 2,0mg/g —8— 3,0mg/g |

® sobreviventes
6 - de P

5@ aeruginosa, no

L4 gel-creme,

8 controle e com
2 - lactoferrina,

em fungdo do

0 T T T T T T T T T T 1 tempo

Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d

tempo



5.2. TESTES DE ESTABILIDADE FISICO-QUIMICA DAS FORMULAGOES
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Os pardmetros avaliados foram aspecto macroscopico, estabilidade a

centrifugagdo, pH, densidade e consisténcia.

5.2.1. Creme ndo-ionico

Tabela 21 - Andlises de pH, do creme ndo-ionico controle e com
concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

diferentes

Concentragdo to t15 T30 Teo
(mg/q) TA 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C
controle 7,50 7,83 7,72 7,25 7,28 7.10 6,80 7,25 6,48 6,17
1 751 7,85 774 7.34 7,33 7.13 6,78 7.45 6,58 6,20
2 7.26 7.49 7.45 7.20 7.65 774 6,93 6,52 6,65 6,07
3 6.85 6,99 7.05 6,27 7.12 7,10 6,98 6,49 6,32 6,08
TA: temperatura ambiente
Tabela 22 - Andlises de pH, do creme ndo-idnico controle e com diferentes
concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo
Concentragdo Tso T120 T1s0 T1so
(ma/q) 4°C  25°C 40°C  4°C  25°C 40°C 4°C  25°C 40°C 4°C  25°C  40°C
controle 746 700 702 780 781 709 760 690 695 699 691 650
1 754 703 663 785 774 7M1 699 688 760 669 662 601
2 643 686 703 738 680 630 724 720 605 673 657 5098
3 666 617 674 723 653 604 730 655 638 669 610 590
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Figura 38.
pH do creme
ndo-idnico
controle, em
fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 39.

pH do creme
ndo-idhico com
1,0 mg/g de
lactoferrina, em
fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 40.

pH do creme
ndo-idnico com
2,0 mg/g de
lactoferrina, em
fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 41.

pH do creme
ndo-idnico com
3,0 mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas



76

Tabela 23 - Andlises de densidade (g/mL), do creme ndo-idhico controle e com
diferentes concentragdes de lactoferrina

Concentragdo to t15 Tso Teo
(mg/g) TA 4 °C 25°C 40°C 4 °C 25°C 40°C 4 °C 25°C 40 °C
controle 0,9001 0,8600 09000 0,8559 0,8146 0,8572 0,8975 0,8488 0,8537 0,8455
1 0,8930 0,8604 0,9033 0,8566 08158 0,8580 0,8988 0,8491 0,8582 0,8435
2 0,9261 0,9820 0,9837 0,8756 09646 10131 09600 09679 0,9192 0,9397
3 0,9562 0,9471 0,9888 09793 09531 09421 09059 10,9182 10,8062 0,9241

TA: temperatura ambiente

Tabela 24 - Andlises de densidade (g/mL), do creme ndo-idnico controle e com
diferentes concentragoes de lactoferrina

Concentragdo Too Tiz20 Tis0 T1s0
(mg/g) 4 °C 25°C 40 °cC 4 °C 25°C 40 °c 4 °C 25°C 40 °cC 4 °C 25°C 40 °c
controle 0,8400 0,8936 0,8526 0,8694 0,8600 0,8422 0,8980 0,8883 0,9242 0,8821 0,8399 0,8497
1 0,8406 0,8953 0,8527 0,8703 0,8747 0,8413 0,8991 0,8910 0,9283 0,8857 0,8418 0,8585
2 0,9642 0,9632 09601 09777 09506 09990 09607 09280 0,9751 0,9572 0,9187 0,9932
3 0,9418 0,9590 0,9319 0,9508 0,9507 09638 09782 09742 09680 10323 0,9644 0,9940
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Figura 42.
—o—25°C —8—40°C 4°C Densidade do
creme ndo-
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Figura 45.
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Tabela 25 - Andlises de consisténcia (mm), do creme ndo-idnico controle e com

diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo to t15 L Teo
(mg/q) TA 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°c 25°C 40 °c
controle 630 720 67,0 66,0 61,0 61,0 66,5 620 700 55,0
1 630 730 69,0 69,0 61,0 62,0 69,5 62,0 715 56,5
2 63,0 6565 76,0 63,0 60,5 67,0 57,5 65,5 65,5 66,5
3 58,5 60,0 65,0 60,5 625 67,5 57,5 66,5 66,5 60,5

TA: temperatura ambiente

Tabela 26 - Andlises de consisténcia (mm), do creme ndo-i6hico controle e com

diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo Too T120 Tis0 T1s0
(mg/qg) 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40 °C
controle 695 720 660 700 720 62,0 710 720 700 620 725 58,5
1 705 735 66,5 715 72,0 615 70,5 740 70,0 635 735 58,0
2 715 795 770 795 770 710 795 70,0 62,0 69,5 685 58,5
3 74,0 830 740 755 740 735 690 725 66,0 67,0 63,0 57,5
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Figura 46.
Consisténcia do
creme ndo-
idnico controle,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 47.
Consisténcia do
creme ndo-
idhico contendo
1,0mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 48.
Consisténcia do
creme ndo-
idnico contendo
2,0mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 49.
Consisténcia do
creme hdo-
idnico contendo
3,0mg/g de
lactoferring,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas



5.2.2. Creme anionico
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Tabela 27 - Andlises de pH do creme anidnico controle e com diferentes concentragdes
de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo to t15 T30 Teo
(mg/g) TA 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C
controle 6,61 6,53 6,44 6,36 6,85 6,90 6,13 7,20 7,00 4,25
1 666 668 654 635 690 697 b7 730 685 443
2 668 6,75 6,03 645 700 700 640 740 700 462
3 6,81 6,83 7,01 6,62 7,10 700 657 740 6,70 453

TA: temperatura ambiente

Tabela 28 - Andlises de pH do creme anidnico controle e com diferentes concentragdes
de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concen‘l‘r‘agao Too T120 T1s0 T1s0
(mg/g) 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C
controle 597 b5/44 387 627 4,10 357 628 422 357 5,78 3,86 3,41
1 6,41 497 4,06 647 4,43 367 654 523 3,67 6,00 4,19 3,45
2 6,27 5,31 400 650 4,384 377 674 4,63 3,68 6,10 4,62 3,53
3 655 5,39 390 658 482 3,62 6,93 5,06 3,55 630 407 3,45
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Figura 50.
pH do creme
anidnico
controle.em
fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 51.

pH do creme
anidnico com 1,0
mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 52. pH
do creme
anidnico com
2,0 mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 53. pH
do creme
anidnico com
3,0 mg/g de
lactoferring,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas
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Tabela 29 - Andlises de densidade (g/mL) do creme anidnico controle e com diferentes
concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo to t15 T30 Teo
(ma/q) TA 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C
controle 0,9000 0,9200 0,9300 0,7100 0,9000 0,9000 0,9400 0,9500 0,9500 0,9750
1 0,7500 0,9100 1,0000 0,9300 0,9100 0,8600 0,9500 0,9700 0,9900 0,9000
2 0,8700 0,8900 0,8800 0,9300 0,8800 0,9700 0,8600 0,8900 10000 1,0050
3 0,9000 0,8850 0,9300 0,9600 0,9000 0,8900 10050 0,9200 10000 1,0200

TA: temperatura ambiente

Tabela 30 - Andlises de densidade (g/mL) do creme anidnico controle e com diferentes
concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo Too Tiz20 Tis0 T1so0
(mg/g) 4 °C 25°C 40 °cC 4 °C 25°C 40 °cC 4 °C 25°C 40 °c 4 °C 25°C 40 °cC
controle 0,9600 0,9800 1,0050 0,9650 0,9800 0,8950 09550 09550 1,0150 0,9800 0,9950 1,0050
1 0,9750 0,9800 10100 0,7250 1,0200 09100 0,9650 0,9600 0,9600 0,9500 0,9550 1,0850
2 1,0050 10100 0,9950 0,8950 0,9700 0,9750 0,9300 0,9550 0,9650 09100 1,0000 0,9850
3 0,9750 09950 10100 10000 10500 0,7000 0,9650 0,9600 10000 09900 09400 10400
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Figura 54.
Densidade do
creme anidnico
controle, em
fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 55.
Densidade do
creme anidnico
com 1,0 mg/g
de lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 56.
Densidade do
creme anidnico
com 2,0 mg/g
de
lactoferring,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 57.
Densidade do
creme anidnico
com 3,0 mg/g
de lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas
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Tabela 31 - Andlises de consisténcia (mm) do creme anidnico controle e com diferentes

concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo to t15 L Teo
(mg/q) TA 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°c 25°C 40 °c
controle 5,9 6,55 6,9 6,7 6,3 7.25 6,9 7,25 6,35 6,6
1 6,6 6,65 6,4 7.6 7.3 7.4 7.3 7.3 7.2 7.35
2 7.55 7.2 6,75 7,45 8,25 7.15 6,7 7.6 7.55 7.45
3 6,95 6,9 6,15 7.2 7.9 7.85 7.2 6,65 7.4 7.4

TA: temperatura ambiente

Tabela 32 - Andlises de consisténcia (mm) do creme anidnico controle e com diferentes

concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo Too Ti20 Tis0 T1s0
(mg/q) 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40 °C
controle 7.1 7.2 85 7.00 7.15 7.10 7.35 6,10 6,70 5,85 650 7,50
1 7.8 7.4 825 7,20 6,70 7,20 6,75 6,85 7.30 5,50 6,00 6,35
2 7.9 7.1 7.45 7,10 650 700 750 6,25 6,80 6,75 6,40 6,40
3 8,15 7,75 8,0 720 7,25 7,10 7.75 700 7,70 7.10 7,00 6,80
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Figura 58.
Consisténcia do
creme anidnico

controle, em
fungdo dos
tempos e
temperaturas
Figura 59.

Consisténcia do
creme anidnico
com 1,0mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 60.
Consisténcia do
creme anidnico
com 2,0mg/g de
lactoferring,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 61.
Consisténcia do
creme anidnico
com 3,0mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas



5.2.3. Gel de hidroxietilcelulose
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Tabela 33 - Andlises de pH do gel de hidroxietilcelulose controle e com diferentes
concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo to t15 L Teo
(mg/q) TA 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C
controle 6,18 480 525 938 590 600 826 624 6,12 648
1 6,17 4,85 5,00 5,10 6,07 6,10 6,83 6,18 6,21 7,14
2 6,15 5,41 5,41 4,86 5,92 6,20 7,50 6,15 6,47 6,02
3 6,12 5,48 5,43 4,90 6,31 6,05 7,19 6,92 6,44 5,74

TA: temperatura ambiente

Tabela 34 - Andlises de pH do gel de hidroxietilcelulose controle e com diferentes
concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concenfr‘agﬁo Tgo Tl 20 Tl 50 Tl 80
(mg/g) 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C
controle 5,84 - 578 6,17 - 771 7,02 - 687 638 - 5,67
1 5,95 6,50 6,71 6,31 6,05 8,67 7,63 7,16 7,61 7,27 6,15 5,47
2 6,47 6,86 6,33 6,81 6,53 7,54 6,10 6,97 6,40 6,51 6,44 5,79
3 6,13 5,87 5,91 5,71 6,07 5,97 6,93 6,60 6,68 6,34 6,40 5,74
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Figura 62.

pH do gel de
hidroxietilcelul
ose controle,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 63.

pH do gel de
hidroxietilcelul
ose, com
1,0mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 64.

pH do gel de
hidroxietilcelul
ose, com
2,0mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 65.

pH do gel de
hidroxietilcelul
ose, com
3,0mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas
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Tabela 35 - Andlises de densidade (g/mL) do gel de hidroxietilcelulose controle e com
diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo to t15 LE Teo
(mg/qg) TA 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°c 25°C 40 °c
controle 1,0770 10680 1,0351 1,0400 1,0870 1,0730 1,0356 1,0804 1,0920 1,0810
1 1,1234 1,0796 1,0342 11,0605 11,0385 11,0314 11,0756 1,0758 1,0833 1,0839
2 1,0716  1,0724 1,0497 1,0427 11,0056 1,0251 11,0625 1,0791 1,0800 1,0776
3 1,0985 11,0699 11,0641 11,0247 11,0216 11,0199 11,0524 11,0885 1,0758 1,0896

TA: temperatura ambiente

Tabela 36 - Andlises de densidade (g/mL) do gel de hidroxietilcelulose controle e com
diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo Tso T120 T1s0 T1so
(mg/g) 4 °C 25°C 40 °C 4 °C 25°C 40 °cC 4 °C 25°C 40 °cC 4 °C 25°C 40 °cC
controle 1,0534 - 10576 1,0243 10825 1,0251 10633 1,1458 1,0756
1 1,0435 1,0632 1,1083 1,0191 0,9980 1,0445 1,0079 1,0478 1,1033 1,1254 1,0961 1,0834
2 1,0354 1,0733 1,0345 1,0094 0,9871 1,0633 1,0727 1,0669 1,0374 1,0862 1,1081 1,1131
3 1,0241 1,0535 1,0531 1,0370 1,0567 1,0370 1,1042 1,0760 1,0505 1,1094 1,0915 1,1044
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Figura 66.
Densidade do
gel de
hidroxietilcelul
ose controle,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 67.
Densidade do
gel de
hidroxietilcelul
ose, com
1,0mg/g de
lactoferring,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 68.
Densidade do
gel de
hidroxietilcelul
ose, com
2,0mg/g de
lactoferring,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 69.
Densidade do
gel de
hidroxietilcelul
ose, com
3,0mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas
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Tabela 37 - Andlises de consisténcia (mm) do gel de hidroxietilcelulose controle e com
diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo  to t15 T30 Teo
(mg/qg) TA 4 °C 25°C 40 °C 4 °C 25°C 40 °C 4 °C 25°C 40 °cC
controle 46,0 50,5 52,0 53,5 500 60,0 56,0 46,0 - -
1 50,0 49,5 49,0 52,5 50,0 51,0 505 485 450 49,0
2 49,0 51,5 46,5 52,0 47,5 500 51,5 49,0 50,0 49,5
3 49,0 53,0 57,0 550 51,0 495 49,0 50,0 52,0 48,0

TA: temperatura ambiente

Tabela 38 - Andlises de consisténcia (mm) do gel de hidroxietilcelulose controle e com
diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo Too Ti20 Tis0 Tie
(mg/qg) 4°C 25°C 40 °C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40 °C 4 °C 25°C 40 °C
controle 49,5 - 50,0 50,0 - 50,5 56,5 - 45,0 420 - 47.5

1 50,0 44,0 48,5 520 435 495 445 445 43,0 425 450 46,0
2 51,5 48,0 49,5 505 470 50,0 475 445 455 46,5 450 48,0
3 51,5 50,0 52,5 530 505 530 580 450 57,5 50,0 465 475




consisténcia (mm) consisténcia (mm)

consisténcia (mm)

consisténcia (mm)
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Figura 70.
——25°C —8—-40°C 4°C Consisténcia do
gel de

60 hidroxietilcelul

lM“‘ ose controle,

40 em fungdo dos
tempos e
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40 v $ ¢ - lactoferrina,
em fungdo dos

20 tempos e
temperaturas

O Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll 1
0 15 30 60 90 120 150 180
dias
—e— 25°C —m— 40°C 4°C Figura 72.
Consisténcia do
60 gel de hidroxi
J‘<,;*,‘_‘_'h_"i " , etilcelulose,

40 M "\’v" — com 2,0mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos

20 tempos e

0 temperaturas
0 15 30 60 90 120 150 180
dias
Figura 73.
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5.2.4. Gel-creme
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Tabela 39 - Andlises de pH do gel-creme controle e com diferentes concentragdes de
lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo to t15 T30 Teo
(mg/g) TA 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°Cc 25°C 40°cC
controle 640 6,02 6,41 650 635 682 735 645 743 750
1 6,41 602 645 667 647 700 757 6,51 7,10 7.78
2 639 626 648 665 668 700 758 6,70 713 7.80
3 6,43 635 647 659 689 706 765 695 715 7.75

TA: temperatura ambiente

Tabela 40 - Andlises de pH do gel-creme controle e com diferentes concentragdes de
lactoferrina, em fungdo do tempo

CONCC"fI"OgaO Too T120 T1s0 T1s0
(mg/q) 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C
controle 7,03 806 765 705 898 789 773 9,01 800 889 927 8098
1 712 7,61 790 7,45 9,01 8,02 8,10 9,15 8,51 9,01 9,38 9,01
2 754 752 787 762 804 795 8,02 8,42 804 887 8,78 8,89
3 751 768 7,26 800 795 8,01 837 8,37 8,12 8,96 9,02 8,98
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Figura 85.
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Tabela 41 - Andlises de densidade (g/mL) do gel-creme controle e

concentragdes de lactoferrina, em fungdo dos fempos

com diferentes

Concentragdo to t15 T30 Teo
(ma/g) TA 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40 °C
controle 10196 10264 10494 10410 10293 10332 10326 10347 10325 1,0297
1 1,0248 11,0344 11,0268 11,0337 10472 10253 10442 10458 11,0343 1,0372
2 10432 10409 10286 10221 10440 10452 10222 10294 10451 10291
3 1,0309 11,0321 11,0428 10369 10235 11,0343 10476 10434 11,0337 1,0439

TA: temperatura ambiente

Tabela 42 - Andlises de densidade (g/mL) do gel-creme controle e

concentragdes de lactoferrina, em fungdo dos tempos

com diferentes

CO"CG"TI"OGEO Tgo T1zo T15o Tmo
(mg/g) 4 °C 25°C 40°C 4 °C 25°C 40°C 4 °C 25°C 40°C 4 °C 25°C 40 °C
controle 10242 10375 10343 10139 10237 10364 10217 10277 10239 10272 10294 10332
1 10322 10247 10271 10328 10250 10242 10297 10312 10379 10317 10298 10430
2 10243 10233 10124 10227 10197 10451 10330 10211 10371 10290 10342 1,0299
3 10321 10229 10332 10349 10358 10332 10284 10233 10371 10362 10249 10426
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Figura 89.
Densidade do
gel-creme
controle, em
fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 90.
Densidade do
gel-creme, com
1,0 mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 91.
Densidade do
gel-creme, com
2,0 mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 92.
Densidade do
gel-creme, com
3,0mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas
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Tabela 43: Andlises de consisténcia (mm) do gel-creme controle e com diferentes
concentragdes de lactoferrina, em fungdo dos fempos

Concentragdo  to t15 T30 Teo
(mg/qg) TA 4 °C 25°C 40 °C 4°C 25°C 40 °C 4 °C 25°C 40 °C
controle 450 500 52,0 550 595 500 610 640 620 580
1 490 475 510 490 515 535 500 595 615 59,0
2 480 520 520 bB10 530 550 560 605 320 600
3 470 580 450 540 490 530 525 585 630 585

TA: temperatura ambiente

Tabela 44 - Andlises de consisténcia (mm) do gel-creme controle e com diferentes
concentragdes de lactoferrina, em fungdo dos tempos

Concentragdo Too T120 T1s50 T1s0
(mg/qg) 4 °C 25°C 40 °C 4°C 25°C 40 °C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40 °C
controle 625 520 560 490 510 420 505 540 405 490 5B25 395
1 570 470 585 530 500 460 535 480 465 520 460 455
2 585 600 580 495 490 530 505 485 485 490 470 500
3 570 590 525 500 505 500 485 490 485 480 475 470
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Figura 93.
Consisténcia do
gel-creme
controle, em
fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 94.
Consisténcia do
gel-creme, com
1,0 mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 95.
Consisténcia do
gel-creme, com
2,0 mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 96.
Consisténcia do
gel-creme, com
3,0 mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas
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5.3. TESTES DE ESTABILIDADE FISICA DAS FORMULACOES

A estabilidade fisica foi avaliada através da determinagdo da viscosidade e da
caracteristica reoldgica. A tixotropia foi observada através dos reogramas, bem como

foram obtidas as dreas de histerese.

5.3.1. Creme ndo-ionico

Tabela 45 - Andlises de viscosidade (cps) do creme ndo-ionico controle e com
diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo to t15 T30 Teo
(mg/g) TA | 4°c [ 25°c | 40°c | 4°c | 25°Cc [ 40°Cc | 4°c | 25°Cc | 40 °c
controle 55650 52250 47700 42020 52250 51110 49980 52250 45430 39750
1 55650 4202,0 54520 47700 52250 51110 62470 53380 47700 49980
2 52250 51110 46570 53380 48840 46570 54520 39750 48840 62470
3 4657,0 47700 44300 65880 46570 47700 61330 44300 44300 71560

TA: temperatura ambiente

Tabela 46 - Andlises de viscosidade (cps) do creme ndo-idnico controle e com
diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo Too Tiz20 Tis0 T1s0
(mg/g) 4°c | 25°c [40°c | 4°c | 25°c | 40°C | 4°c | 25°Cc [ 40°Cc | 4°c | 25°Cc | 40 °C
controle 53380 44300 53380 46570 47700 69280 47700 46570 71560 36350 39750 73830
1 47700 42020 69280 35210 45430 71560 36350 39750 73830 37480 44300 79510
2 26120 47700 69280 27260 44300 62470 21580 47700 72690 23850 48840 84050
3 46570 46570 70420 38620 40890 64740 27260 46570 70420 31800 51110 77230
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Tabela 47 - Area de histerese (cm?) do creme ndo-idnico controle e com diferentes

concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo to t15 T30 Teo
(mg/g) TA 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C
controle 0,2 333 119 2,3 157 219 2,0 9,3 18,2 2,2
1 0,3 343 124 2,4 158 222 2,0 10,2 19,7 2,3
2 29 125 104 19 07 20,7 3,9 13,9 11,3 4,2
3 09 16 5,7 3,7 04 194 31 3,0 17 13

’

’

’

TA: temperatura ambiente

Tabela 48 - Area de histerese (cm?) do creme ndo-idnico

concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

controle e com diferentes

Concentragdo Too Ti20 T1s50 Tiso
(mg/qg) 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°Cc 25°C 40°C
controle 16,7 9.9 18 11,7 14,2 10 9,4 12,4 05 179 179 09
1 17,1 10,3 2,0 12,6 15,1 11 9,6 12,6 0,7 18,4 18,9 09
2 14,3 14,9 2,8 8,0 5,8 14 115 12,3 1.1 13,7 15,4 1,3
3 1,7 10,6 0,8 10,7 7.7 09 15,7 16,0 0,6 15,6 18,7 14

’
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Figura 101.
Areas de
histerese do
creme hdo-
idnico
controle, em
fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 102.
Areas de
histerese do
creme hdo-
idhico, com 1,0
mg/g de
lactoferring,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 103.
Areas de
histerese do
creme ndo-
ionico, com 2,0
mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 104.
Areas de
histerese do
creme hdo-
idnico, com 3,0
mg/g de
lactoferring,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas
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Tabela 49 - Andlises de viscosidade (cps) do creme anidnico

5.3.2. Creme anionico

107

controle e com diferentes

concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo to t15 T30 Teo
(mg/g) TA | 4°c [ 25°c | 40°Cc | 4°c | 25°Cc [ 40°Cc | 4°c | 25°Cc | 40 °c
controle 1552,7 15527 13227 13802 1552,7 16102 13227 16102 16678 13802
1 18403 17828 18403 15527 17253 16102 17828 17828 17253 18403
2 1897,8 20128 16678 12652 19553 17253 15527 18978 16678 15527
3 1322,7 12652 12077 9776 11502 1207,7 1092,7 12652 - 1150,2

TA: temperatura ambiente

Tabela 50 - Andlises de viscosidade (cps) do creme ani6nico controle e com diferentes
concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo Too Tiz20 Tis0 T1s0
(mg/g) 4° | 25°c [40°c | 4°c | 25°c | 40°Cc | 4°c | 25°Cc [ 40°Cc | 4°c | 25°Cc | 40 °C
controle 1322,7 9776 9776 12652 16102 13227 14377 16678 13802 14952 20128 1437,7
1 9201 20703 10927 20128 11821 16678 20703 18403 17253 22429 17828 18403
2 13227 - 1552,7 1897,8 - 10351 2012,8 - 11502 2127,8 - 12652
3 13227 - 12077 920,1 - 9201 10927 - 12077 12077 - 12652
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Tabela 51 - Area de histerese (cm®) do creme anibnico controle e com diferentes
concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo to t15 T30 Teo
(mg/q) TA 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C
controle 16,3 18,2 5,4 104 10,9 4.0 6,9 13,4 5,4 9.1
1 214 18,1 16 4 10,2 7.0 8,1 15,2 7.6 10,7 15,3
2 15,8 21,8 199 10,9 155 23,3 26,6 16,7 211 28,3
3 8,6 6,0 7.9 2,0 3.8 5,3 35 43 - 47

TA: temperatura ambiente

Tabela 52 - Area de histerese (cm?) do creme anidnico
concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

controle e co

m diferentes

Concentragdo Too T120 Tis0 T1s0
(mg/g) 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°c 25°C 40°cC
controle 3.3 44 4.2 44 7.0 9,2 05 18,3 2,0 5,2 8,5 8,1
1 9,8 210 2,8 20,6 309 12,2 18,1 28,7 10 17,9 28,5 91
2 244 - 8.1 28,4 - 11,2 25,5 - 11,2 12,3 - 24
3 147 - 6,9 5,4 - 6,3 4.4 - 55 7.5 - 5,2
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Figura 143. Reograma do creme anidnico controle, a Figura 144. Reograma do creme anibnico controle, a
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Figura 145. Reograma do creme anidnico controle, a Figura 146. Reograma do creme anibnico controle, a
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Figura 147. Reograma do creme anidnico controle, a Figura 148. Reograma do creme anidnico, com 1mg/g
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Figura 149. Reograma do creme ani6nico, com 1mg/g Figura 150. Reograma do creme anidnico, com 1mg/g
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Figura 151. Reograma do creme anidhico, com 1mg/g Figura 152. Reograma do creme anidnico, com 1mg/g
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Figura 153. Reograma do creme anidhico, com 1mg/g Figura 154. Reograma do creme anidnico, com 1mg/g
de lactoferrina, a 4°C, no tempo trinta de lactoferrina, a 4°C, no tempo cento e oitenta
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Figura 155. Reograma do creme anidhico, com 2mg/g Figura 156. Reograma do creme anidnico, com 2mg/g
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Figura 157. Reograma do creme anidhico, com 2mg/g Figura 158. Reograma do creme anidnico, com 2mg/g

de lactoferring, a 25°C, no tempo sessenta de lactoferrina, a 40°C, no tempo trinta
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Figura 159. Reograma do creme anidnico, com 2mg/g Figura 160. Reograma do creme anidnico, com 2mg/g
de lactoferrina, a 40°C, no fempo cento e oitenta de lactoferrina, a 4°C, no tempo trinta
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Figura 161. Reograma do creme anidhico, com 2mg/g Figura 162. Reograma do creme anidnico, com 3mg/g
de lactoferrina, a 4°C, no tempo cento e oitenta de lactoferring, a 25°C, no tempo zero
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Figura 163. Reograma do creme anidnico, com 3mg/g Figura 164. Reograma do creme anidnico, com 3mg/g
de lactoferring, a 25°C, no tempo trinta de lactoferring, a 25°C, no tempo sessenta
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Figura 165. Reograma do creme anidnico, com 3mg/g Figura 166. Reograma do creme anidnico, com 3mg/g
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Figura 167. Reograma do creme anidnico, com 3mg/g Figura 168. Reograma do creme anidnico, com 3mg/g
de lactoferrina, a 4°C, no tempo frinta de lactoferrina, a 4°C, no tempo cento e oitenta
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Tabela 53 - Andlises de viscosidade (cps) do gel de hidroxietilcelulose controle e com
diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo to t15 T30 Teo
(mg/g) TA | 4°c | 25°c | 40°c | 4°c | 25°c [ 40°c | 4°c | 25°Cc | 40 °c
confrole 32210 32780 28180 28180 29330 23000 25880 31060 4030 1150
1 32780 34510 30480 33930 30480 32780 33930 33930 34510 37960
2 33930 33360 31630 32210 33930 33930 31630 32210 33360 29910
3 29910 24730 21280 25880 30480 28180 28760 27600 24730 25300

TA: temperatura ambiente

Tabela 54 - Andlises de viscosidade (cps) do gel de hidroxietilcelulose controle e com
diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo Too Tiz20 Tis0 T1s0
(mg/g) 4°c | 25°c [40°c | 4°c | 25°c | 40°C | 4°c | 25°Cc [ 40°Cc | 4°c | 25°Cc | 40 °C
controle 27600 - 28180 27030 - 31630 21280 - 34510 30480 - 30480
1 37980 36810 35080 38530 29330 36810 36230 35660 31630 35080 24150 34510
2 32780 33930 30480 32780 31060 30480 31630 32210 29910 29910 31630 29910
3 25880 24150 24150 26450 24730 26450 25300 27030 25300 25300 29330 25300
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Figura 169.
Viscosidade do
gel de
hidroxietilcelul
ose controle,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 170.
Viscosidade do
gel de
hidroxietilcelulo
se, com 1,0mg/g
de lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 171.
Viscosidade do
gel de
hidroxietilcelulo
se, com 2,0mg/g
de lactoferrinag,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 172.
Viscosidade do
gel de
hidroxietilcelulo
se, com 3,0mg/g
de lactoferring,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas
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Tabela 55 - Area de histerese (cm?) do gel de hidroxietilcelulose controle e com
diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concentragdo to t15 T30 Teo
(mg/q) TA 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C
controle 11 3,7 04 01 15 0 0 3,2 0 0
1 2,0 2,0 2,8 0,9 0,3 1,3 15 0,7 0,9 15
2 2,9 14 0,1 13 13 2,8 1,6 2,3 1,2 17
3 2,2 0,8 11 0 15 0,9 0,7 0,8 04 0,2

TA: temperatura ambiente

Tabela 56 - Area de histerese (cm?) do gel de hidroxietilcelulose controle e com
diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo do tempo

Concen‘l‘r‘agao T90 Tl 20 Tl 50 Tl 80
(mg/q) 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C
controle 04 - 0,7 17 - 0,6 0,3 - 17 05 - 0,2
1 2,4 0,4 10 2,1 0,2 1,8 24 1,4 0 0,4 0,4 0,2
2 2,2 1,3 1,3 29 0,2 11 05 2,2 11 0,7 0,2 0,4
3 0,8 0,8 04 0,3 10 0,3 0,4 0,4 05 0,2 0,6 0,3
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Figura 173.
Areas de
histerese do gel
de
hidroxietilcelul
ose controle,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 174.
Areas de
histerese do gel
de
hidroxietilcelulo
se, com 1,0mg/g
de lactoferring,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 175.
Areas de
histerese do gel
de
hidroxietilcelul
ose, com
2,0mg/g de
lactoferrina, em
fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 176.
Areas de
histerese do
gel de
hidroxietilcelul
ose, com
3,0mg/g de
lactoferrina,
em fungdo dos
tempos e
temperaturas
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Figura 177. Reograma do gel de hidroxietilcelulose Figura 178. Reograma do gel de hidroxietilcelulose
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Figura 179. Reograma do gel de hidroxietilcelulose Figura 180. Reograma do gel de hidroxietilcelulose
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Figura 181. Reograma do gel de hidroxietilcelulose Figura 182. Reograma do gel de hidroxietilcelulose
controle, a 40°C, no tempo cento e oitenta controle, a 4°C, no tempo trinta
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Figura 183. Reograma do gel de hidroxietilcelulose Figura 184. Reograma do gel de hidroxietilcelulose
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Figura 185. Reograma do gel de hidroxietilcelulose Figura 186. Reograma do gel de hidroxietilcelulose

com 1mg/g de lactoferrina, a 25°C, no tempo trinta com 1mg/g de lactoferrina, a 25°C, ho tempo cento e
oitenta
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Figura 187. Reograma do gel de hidroxietilcelulose Figura 188. Reograma do gel de hidroxietilcelulose
com 1mg/g de lactoferrina, a 40°C, no tempo trinta com 1mg/g de lactoferrina, a 4°C, no tempo trinta
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Figura 189. Reograma do gel de hidroxietilcelulose Figura 190. Reograma do gel de hidroxietilcelulose

com 1mg/g de lactoferrina, a 4°C, no tempo cento e com 2mg/g de lactoferrina, a 25°C, no tempo zero
oitenta

1600 1600
1400 1400 -
‘LA/ v‘!/)
o 1200+ o
c o 12004
g ]
g 10004 E 10004
< <
3 ©
& 800 S s00d
© o
3 o
T 600 3 6004
2 o
S c
5 4004 g 4004
@ ®
G 200 S 2004
0 T T T o
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000

T T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000

i ’ ) 2
Tensao de Cisalhamento (dina/cm’) Tens3o de Cisalhamento (dina/cm?)

Figura 191. Reograma do gel de hidroxietilcelulose Figura 192. Reograma do gel de hidroxietilcelulose
com 2mg/g de lactoferrina, a 25°C, no tempo trinta com 2mg/g de lactoferrina, a 25°C, no tempo cento e

oitenta
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Figura 193. Reograma do gel de hidroxietilcelulose Figura 194. Reograma do gel de hidroxietilcelulose
com 2mg/g de lactoferrina, a 40°C, no tempo trinta com 2mg/g de lactoferrina, a 40°C, no tempo cento e
oitenta
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Figura 195. Reograma do gel de hidroxietilcelulose Figura 196. Reograma do gel de hidroxietilcelulose

com 2mg/g de lactoferrina, a 4°C, no tempo trinta com 2mg/g de lactoferrina, a 4°C, no tempo cento e

1600

T T T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000

Tensao de Cisalhamento (dina/cmz)

1400

1200

1000

800

600

400

Gradiente de Cisalhamento (s

200 -

0

0

Figura 197. Reograma do gel de hidroxietilcelulose Figura 198. Reograma do gel de hidroxietilcelulose
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Figura 199. Reograma do gel de hidroxietilcelulose Figura 200. Reograma do gel de hidroxietilcelulose
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Figura 201. Reograma do gel de hidroxietilcelulose Figura 202. Reograma do gel de hidroxietilcelulose
com 3mg/g de lactoferrina, a 40°C, no tempo cento e com 3mg/g de lactoferrina, a 4°C, no tempo trinta
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Figura 203. Reograma do gel de hidroxietilcelulose
com 3mg/g de lactoferrina, a 4°C, no tempo cento e
oitenta
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5.3.4. Gel-creme
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Tabela 54 - Andlises de viscosidade (cps) do gel-creme controle e com diferentes
concentragdes de lactoferrina, em fungdo dos fempos

Concentragdo to t15 T30 Teo
(mg/g) TA | 4°c | 25°c [40°c | 4°c | 25°Cc [ 40°c | 4°c | 25°Cc | 40 °c
controle 23560 22430 20130 21850 28180 27600 27030 28760 25300 28180
1 30480 34510 30480 28760 32210 30480 32210 31630 29910 37960
2 30480 26450 28180 28760 29330 28180 27030 31060 31060 2703,0
3 30480 28760 29910 29340 30480 29330 27600 31630 28180 27600

TA: temperatura ambiente

Tabela 55 - Andlises de viscosidade (cps) do gel-creme controle e com diferentes
concentragdes de lactoferrina, em fungdo dos tempos

Concentragdo Too Tiz20 Tis0 T1s0
(mg/g) 4° | 25°c [40°c | 4°c [ 25°c | 40°C | 4°c | 25°C [40°Cc | 4°c | 25°C | 40°C
controle 31630 23560 27030 26450 30480 28180 25300 29910 29330 23000 28760 28760
1 31060 28760 37380 33930 36810 31060 31630 36810 27600 31060 36230 27030
2 31630 29910 25880 28180 27600 24730 28760 27600 24730 28180 27030 23580
3 32780 27600 27030 31060 27600 27030 30480 27600 24730 29910 27030 24150
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Tabela 56 - Area de histerese do gel-creme controle e com diferentes concentracdes
de lactoferrina, em fungdo dos tempos

Concentragdo to t15 T30 Teo
(mg/q) TA 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C
controle 0 04 15 1,2 0 0 0 0,3 0 0,4
1 0 0,3 0 0,2 11 04 0,2 04 0 0
2 0 0,6 0 0 0,4 1,3 14 0] 0] 0
3 0 14 05 0 05 0,7 0.8 0 0 0

TA: temperatura ambiente

Tabela 57 - Area de histerese do gel-creme controle e com diferentes concentragdes
de lactoferrina, em fungdo dos tempos

Concentragdo Too T120 Tis0 T1s0
(mg/g) 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°C 25°C 40°C 4°c 25°C 40°cC
controle 0 0,1 0 0 0 0,3 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0.1 0 0,2 0 0 0.1 0 0,6 0 4.7
2 0 0 0,3 0 0 0 0 0 0 0 41 0
3 0 0 0 0,1 0 0 0 0,3 0 0 0,9 0,2
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Figura 208.
Areas de
histerese do
gel-creme
controle, em
fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 209.
Areas de
histerese do
gel-creme, com
1,0 mg/g de
lactoferrina, em
fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 210.
Areas de
histerese do
gel-creme, com
2,0 mg/g de
lactoferrina, em
fungdo dos
tempos e
temperaturas

Figura 211.
Areas de
histerese do
gel-creme, com
3,0mg/g de
lactoferrina, em
fungdo dos
tempos e
temperaturas
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Figura 212. Reograma do gel-creme controle, a 25°C, Figura 213. Reograma do gel-creme controle, a 25°C,
ho tempo zero no tempo trinta
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Figura 214. Reograma do gel-creme controle, a 25°C, Figura 215. Reograma do gel-creme controle, a 40°C,
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Figura 216. Reograma do gel-creme controle, a 40°C, Figura 217. Reograma do gel-creme controle, a 4°C,
no tempo cento e oitenta no tempo trinta
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Figura 218. Reograma do gel-creme controle, a 4°C, Figura 219. Reograma do gel-creme, com 1mg/g de
no tempo cento e oitenta lactoferrina, a 25°C, no tempo zero
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Figura 220. Reograma do gel-creme, com 1mg/g de Figura 221. Reograma do gel-creme, com 1mg/g de

lactoferrina, a 25°C, no tempo trinta lactoferrina, a 25°C, no tempo cento e oitenta
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Figura 222. Reograma do gel-creme, com 1mg/g de Figura 223. Reograma do gel-creme, com 1mg/g de

lactoferrina, a 40°C, no tempo trinta lactoferrina, a 40°C, no tempo cento e oitenta
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Figura 224. Reograma do gel-creme, com 1lmg/g de Figura 225. Reograma do gel-creme, com 1mg/g de
lactoferrina, a 4°C, no tempo trinta lactoferrina, a 4°C, no tempo cento e oitenta
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Figura 226. Reograma do gel-creme, com 2mg/g de e Figura 227. Reograma do gel-creme, com 2mg/g de e
lactoferrina, a 25°C, no tempo zero lactoferrina, a 25°C, no tempo trinta
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Figura 228. Reograma do gel-creme, com 2mg/g de e Figura 229. Reograma do gel-creme, com 2mg/g de e
lactoferrina, a 25°C, no tempo cento e oitenta lactoferrina, a 40°C, no tempo trinta
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Figura 230. Reograma do gel-creme, com 2mg/g de e Figura 231. Reograma do gel-creme, com 2mg/g de e
lactoferrina, a 40°C, no tempo cento e oitenta lactoferrina, a 4°C, no tempo trinta

Sepigel LF 2,0 mg/g - Geladeira - 180 dias
1600

1400 4

12004

1000+

800

600 -

400

Gradiente de Cisalhamento (S™)

2004

T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Tensao de Cisalhamento (dina/cmz)

Figura 232. Reograma do gel-creme, com 2mg/g de e
lactoferrina, a 4°C, no tempo cento e oitenta
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Figura 233. Reograma do gel-creme, com 3mg/g de Figura 234. Reograma do gel-creme, com 3mg/g de
lactoferrina, a 25°C, no tempo zero lactoferrina, a 25°C, no tempo trinta
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Figura 235. Reograma do gel-creme, com 3mg/g de Figura 236. Reograma do gel-creme, com 3mg/g de

lactoferrina, a 25°C, no tempo cento e oitenta lactoferrina, a 40°C, no tempo trinta
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Figura 237. Reograma do gel-creme, com 3mg/g de Figura 238. Reograma do gel-creme, com 3mg/g de
lactoferrina, a 40°C, no tempo cento e oitenta lactoferrina, a 4°C, no tempo trinta
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Figura 239. Reograma do gel-creme, com 3mg/g de
lactoferrina, a 4°C, no tempo cento e oitenta
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6. DISCUSSAO

Os tempos modernos nos trouxeram tantas facilidades e comodidades que ndo
conseguimos sequer imaginar a vida sem todos estes avangos, sejam tecnoldgicos ou
intelectuais. No entanto, com toda esta paraferndlia disponivel, ainda ndo conseguimos a
tdo sonhada longevidade, muito menos longevidade com qualidade de vida. Ao longo dos
séculos vimos tentando e, nas Ultimas décadas, algumas pesquisas nos tém feito
vislumbrar os incipientes embrides da "juventude eterna”. Medicamentos cada vez mais
eficazes, direcionados e particularizados e cosméticos eficientes, gragas a

investimentos volumosos, certos do retorno rdpido.

Mas, existem adversdrios inteligentes. Os maravilhosos e tenebrosos
microrganismos, que fazem a nossa alegria, mas tfambém nossa tristeza. Sem eles, sem

vida; com eles, com antimicrobianos: briga de gigantes na vida microscépica.

No século passado, a descoberta de substancias antimicrobianas revolucionou a
satde publica mundial, evitou mortes, diminuiu infecgdes e contaminagdes oriundas do
meio ambiente, alimentos, medicamentos e cosméticos. A indlstria cosmética,
preocupada com a possibilidade de fornecer produtos contaminados ao usudrio, se
rendeu aos conservantes (AHEARN; WILSON, 1976; ASHOUR; HEFNATI, 1987; BRUCH,
1972).

Os indices de contaminages microbianas em produtos farmacéuticos e
cosméticos cairam drasticamente; no entanto, os indices de sensibiliza¢ées e reagdes
alérgicas provocadas pelos produtos cresceram, em virtude da incorporagdo de
substancia com finalidade de garantir a qualidade do produto e seguranga do usudrio, o

conservante.

De acordo com Giovanni et al. (2006), a inddstria cosmética utiliza cerca de
13.000 ingredientes, que correspondem a mais de 30.000 diferentes denominagdes
comerciais, o que gerou receita de 55,64 milhdes de euros, em 2003. Recentemente,
outro importante aspecto tem sido considerado: o uso dos produtos cosméticos pode

estar associado a reagdes adversas. Entre as reagées adversas a cosméticos, as de
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aplicagdo tdpica estdo relacionadas a irritabilidade, coceiras, dermatites, entre outras,
enquanto a agdo sistémica pode desencadear dor de cabega, ndusea, tontura, dispnéia e
vémitos. Os efeitos adversos observados foram tabulados de acordo com a classificagdo
de um total de 18 produtos. Dos 1037 casos avaliados, cremes, emulsdes e dleos para a
pele representam 23,6% dos episédios de reagbes adversas. Ainda em relagdo ao
assunto, a literatura é bastante rica e citada freqiientemente conforme atestam entre
outros tantos, os trabalhos de Berne et al. (1996), Meloni e Berardesca (2001), Sosted
et al. (2002), Tissier e Lepagnol (2002), Darbre (2003), Mehta e Reddy (2003),
Lindberg et al. (2004), Darbre et al. (2004), Orton e Wilkinson (2004) e Schnuch et al.
(2004).

Frente a este impasse e a necessidade de busca de novos conservantes que
pudessem somar aqueles recomendados na 23rd Commission Directive of September 3 e
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria, citados na Resolugdo 79, de 28 de agosto
de 2000, pesquisadores tém buscado descobrir outras substdncias com atividade
antimicrobiana, sem causar sensibilizagées no usudrio, sejam extraidas de ativos
vegetais ou de outras fontes, como do homem e dos animais (6ERBERICK et al., 2004;

MANOU et al., 1998).

Durante a fase inicial da pesquisa, visando definir substdncia dotada de
atividade antimicrobiana, a lactoferrina bovina foi escolhida para o desenvolvimento do
trabalho, pois, segundo Jones et al. (1994) e Harmsen et al. (1995) sua atividade
inibitéria é 2,5 vezes maior do que a humana. Para tanto, realizamos o presente estudo
para verificar se sua atividade /n vitro seria eficiente para utilizd-la como conservante

em preparagdes cosméticas e farmacéuticas.

A lactoferrina, descoberta em 1939, vem ganhando notoriedade nas pesquisas,
pois investigagbes tém descrito sua atividade /n vitro frente a diversos microrganismos
e, segundo Leppdld et al. (1999) e Ye et al. (2000), a mesma poderia ter aplicagdo na

inddstria cosmética e alimenticia, como um conservante “natural”.
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A fim de se observar possiveis alteragées na atividade da lactoferrina como
agente antimicrobiano, trés formulagées farmacéuticas semi-sélidas, de uso tépico,
foram estudadas: creme, gel e gel-creme. A definigdo das formulagdes foi baseada nas
concentragdes da dgua e substdncias graxas, nos polimeros natural modificado e

sintético e no cardter ionico e ndo iohico.

Segundo Brannan (1997), a composigdo da formulagdo exerce grande influéncia
na sua estabilidade microbioldgica. Diferentes componentes podem potencializar ou
diminuir a agdo do conservante ou sistema conservante. Portanto, as formulagdes semi-
solidas estudadas foram preparadas com componentes ainda muito utilizados e sem
adigdo de ativo cosmético, pois a escolha de outras substdncias poderia interagir com a
lactoferrina. Esta interacdo, entre a lactoferrina e substdncias rotineiramente
utilizadas no preparo de formulagées farmacéuticas e cosméticas, poderia dificultar a

interpretagdo dos resultados, vez que ainda ndo foi referida na literatura.

As concentragdes dos componentes da formulagdo foram avaliadas em fungdo
de testes preliminares, buscando formulagdes estdveis e com sensorial agradavel,

permitindo uma adequada espalhabilidade.

A incorporagdo da lactoferrina foi realizada a 30°C, para evitar sua possivel
desnaturagdo, o que poderia alterar sua atividade, conforme descrito pelos autores
McCann (2003) ao comprovar que, o seu respectivo hidrolisado, a lactoferricina, ndo
possuia a mesma agdo contra poliovirus; van der Strate et al. (2001) comprovaram sua
menor atividade, sugerindo que a conformagdo estrutural é importante, enquanto que
Nielsen et al. (2004) observaram a interferéncia do aquecimento ha atividade

antioxidante da mesma.

As caracteristicas macroscopicas das formulagdes, cor e odor, ndo foram
alteradas com a incorporagdo da lactoferrina, o que ja era esperado, pois a mesma ndo
apresentava odor perceptivel e, sua coloragdo rosa clara, ndo foi suficiente para
provocar alteragdo, a menos que alguma interagdo entre os componentes da formulagdo

ocorresse.
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Apés a incorporagdo, sem alteragdo das caracteristicas macroscopicas, a
avaliagdo preliminar da estabilidade foi realizada, por centrifugagdo. As formulagdes
apresentaram-se estdveis, possibilitando a continuidade da pesquisa; caso contrdrio, sua
utilizagdo como conservante, inviabilizaria, de imediato, o prosseguimento dos trabalhos.
A auséncia de alteragées no aspecto macroscdpico apés centrifugagdo é um bom
indicador da estabilidade destes sistemas, uma vez que este método evidencia
problemas de estabilidade de emulsées como cremeagdo, coalescéncia e separagdo de

fases.

Em seguida, os demais estudos de estabilidade foram realizados e através de
andlise estatistica, observou-se que pH, densidade e consisténcia de todas as
formulagdes ndo apresentaram diferengas significativas, com a incorporagdo das

diferentes concentragdes de lactoferrina, nas trés temperaturas avaliadas.

A andlise da estabilidade fisica, através de estudos reoldgicos também é
importante, pois, segundo Almeida e Bahia (2003), cada categoria de formulagdo deve
apresentar comportamento reoldgico adequado a sua aplicagdo. Todas as formulagdes
estudadas neste trabalho apresentaram comportamento pseudopldstico, caracterizado
pela diminuigdo da resisténcia do material ao escoamento com o aumento da velocidade

de deformagdo.

Todas as formulagdes mantiveram-se estdveis ao longo do tempo estudado, e os
valores das viscosidades, nas diferentes concentragdes de lactoferrina, ndo
apresentaram alteragées significativas intra-grupos (ambiente, 40 e 4°C). No entanto,
ao se compararem as viscosidades, nas condiges de armazenagem em estufa e
geladeira, notadamente, nos cremes ndo-iohico e anidnico, na presenga de 2,0 e 3,0mg/g
de lactoferrina, foram observadas oscilagdes significativas nos resultados,
provavelmente em fungdo das temperaturas e ndo da lactoferrina, pois, segundo Shaw
(1970) e Stern, Valentovd e Pokorny (2002), a viscosidade é dependente da

temperatura.
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Tixotropia é entendida como diminuigdo da viscosidade dependente do tempo e
¢ representada, quantitativamente, pela drea de histerese formada entre as curvas
ascendente e descendente do reograma (ALMEIDA; BAHIA, 2003; SHAW, 1970). Os
cremes nhdo-i6hico e anidnico, em temperatura ambiente (25°C), apresentaram-se
tixotrépicos e sem alteragbes significativas na drea de histerese, comparando-se
controles e demais concentragdes da lactoferrina. Entretanto, as dreas de histerese,
nas demais condigdes de armazenamento apresentaram oscilagoes significativas, quando
comparadas entre-grupos. As formulagdes do gel de hidroxietilcelulose e gel-creme,
neste trabalho, podem ser consideradas sistemas ndo tixotrépicos, pois suas respectivas
dreas de histerese foram muito pequenas e, se comparadas as concentragdes de
lactoferrina, bem como condigdes de estocagem, ndo foram observadas alteragdes

significativas ao longo do tempo de estudo.

A contagem de microrganismos vidveis em produtos farmacéuticos e cosméticos
necessita de completa neutralizagdo da substdncia ou substdncias presentes que
impegam ou prejudiquem o crescimento dos microrganismos (CURRY, 1993; GUIA..,
1998; ORTH, 1993). Os conservantes, na sua maioria, podem ser quimicamente
neutralizados, no momento da andlise, mediante adi¢cdo ao diluente ou nos meios de
cultura, dos neutralizantes, ou fisicamente, através de dilui¢des sucessivas (BRANNAN,
1997). A inativagdo da lactoferrina foi realizada por meio de diluigdes sucessivas, uma

vez que ndo foi encontrado descrito na literatura, método de neutralizagdo quimica.

O Teste de Eficdcia Conservante estd descrito em diversos compéndios
oficiais; neste trabalho, optou-se pelo método tradicional modificado, com andlises nos
tempos O, 2, 4, 6, 12, 24, 48 e 72 horas, 7, 14, 21 e 28 dias, possibilitando a elaboragdo
da curva de sobreviventes e calcular, se possivel, o valor D (CURRY, 1993; GUIA..., 1998;
ORTH, 1993; USP..., 1990).

O Teste de Eficdcia Conservante foi realizado também em formulacdes
controle, sem a presenga de lactoferrina, uma vez qQue outros componentes ou as
proprias, poderiam prejudicar a sobrevivéncia dos microrganismos, levando a erros na

interpretagdo dos resultados, atribuindo-os equivocadamente a substdncia em estudo.
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Para facilitar o entendimento da discussdo, os resultados estdo agrupados por
microrganismo, o que possibilitou discutir as diferengas e semelhangas encontradas, uma
vez que o delineamento proposto envolveu quatro formulagdes, trés concentragées da

lactoferrina e controle, cinco microrganismos e doze tempos.

A andlise microbioldgica dos resultados mostrou redugdo, em média, de 2 log de
UFC/g, em 2h, o que ndo pode ser atribuido a presenga da lactoferrina, porque a mesma
ndo ocorreu somente na sua presenga, mas fambém nas formulagdes controle, a excegdo
de C albicans, no creme hdo-idnico. Este resultado sugere que os microrganismos
passaram por uma situagdo de estresse ao serem introduzidos nas formulagdes, e ndo
puderam ser recuperados no método de contagem em placa, uma vez que as metodologias
para Teste de Eficdcia Conservante ndo preconizam o enriquecimento da amostra para
recuperagdo dos mesmos. Segundo Brannan (1997), esta passagem pelo enriquecimento
ndo garante a recuperagdo dos microrganismos injuriados, pois o tempo de contato entre
célula microbiana e caldo de enriquecimento poderia ndo ser suficiente para a necessdria

recuperagdo.

A atividade antimicrobiana da lactoferrina frente a Candida albicans foi
observada no creme ndo-i6nico e gel. A presenga das diferentes concentragdes da
lactoferrina, no creme ndo-idnico, alterou o perfil de sobrevivéncia do fungo
leveduriforme, em comparagdo com a formulagdo controle que, ao longo dos tempos de
andlise, ndo apresentou alteragdo significativa no niimero de UFC/g. No entanto, nota-se

que, a partir de 48h, este nimero elevou-se, permanecendo estdvel nos tempos 21 e 28d.

O crescimento fungico, ho creme nhdo-idnico, ndo foi observado a partir dos
tempos 12h (1,0mg/g) e 6h (2,0 e 3,0mg/g). O controle apresentou média de 5,93 UFC/g
e, as demais, 1,18; 0,82 e 0,80, respectivamente, para 1,0; 2,0 e 3,0mg/g de lactoferrina,
mostrando comportamento dose-dependente, corroborando com resultados de Xu et al.
(1999), que afirmaram ser a atividade da apo-lactoferrina dose-dependente, mas ndo

tempo dependente.



139

No gel de hidroxietilcelulose, a partir de 12h, ndo foram observados, em todas
as concentragdes de lactoferrina, microrganismos sobreviventes, a excegdo da
formulagdo controle, que apresentou nimero de sobreviventes estdvel a partir de 2h. A
andlise das diferentes concentragdes de lactoferrina, em fungdo da média do log de
UFC/g, permitiu observar que ndo ocorreram diferengas significativas entre elas, ndo
sendo observado comportamento dose-dependente. Estes resultados ratificam estudos
de Andersson et al. (2000) que demonstraram a grande inibigdo do crescimento da

levedura frente a concentragdes de lactoferrina maiores que 15ug/mL.

Na formula¢do do creme anidnico, o nimero de sobreviventes, nas diferentes
concentragdes de lactoferrina, foi maior do que na formulagdo controle, onde, na
concentragdo 3,0mg/g, foi observada maior média do log de UFC/g, ao longo do periodo
de andlise. No gel-creme, em todas as concentragdes, a Candida albicans apresentou

padrdes de sobrevivéncias semelhantes.

A ineficdcia da lactoferrina frente a C albicans, nas formulagdes do creme
anionico e gel-creme, pode ter sido provocada pela interagdo eletrostdtica entre a
proteina carregada positivamente e a carga anidhica das duas formulagdes, diminuindo ou
impedindo a sua interagdo com o microrganismo (NABULSI; HOLLEY, 2005; VIEJO-
DIAZ et al., 2005).

Além da menor atividade observada e, segundo Schaller et al. (2005), a C
albicans, através de sua agdo proteolitica, pode ter utilizado a proteina como Unica fonte
de nitrogénio, uma vez que a atividade /n vitro também tem sido encontrada. Para
desempenhd-la, a proteinase aspdrtica secretada (SAP), especialmente a SAP2, que
demonstra maior atividade em pH proximo a neutralidade, pode ter hidrolisado a
lactoferrina, bem como ter alterado seu proprio modo de agdo durante tratamentos com
antifungicos. Niimi et al. (1997) citaram a N-acetilglucosaminidase como responsdvel

pela quebra da glicoproteina, fornecendo moléculas de carbono como nutrientes.

A incorporagdo da lactoferrina, em todas as formulagdes e concentragdes

estudadas, ndo alterou significativamente o perfil de sobrevivéncia do Aspergillus niger .
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Entretanto, é importante notar os aumentos de sobreviventes ocorridos em 21d e 28d,
nas concentragdes 1,0 e 3,0mg/g, para creme anidnico e gel-creme, respectivamente. De
fato, poucos estudos até o momento, falam a respeito da atividade antimicrobiana da
lactoferrina frente a fungos filamentosos. Embora ndo tenha havido alteragdes
significativas no log de UFC/g, em fungdo da concentragdo de lactoferrina, a sua
presenga pode ter sido (til como fonte nutricional, pois para se desenvolverem, os
fungos necessitam de peptideos e carboidratos (CALVO, 2002). No entanto, Yamauchi
et al. (2000a), em estudo duplo-cego, observaram melhora do quadro clinico no
tratamento de tinea pedis, utilizando, via oral, 600 ou 2000mg/dia de lactoferrina,
durante 8 semanas, ndo tendo sido notadas diferengas dose-dependentes, entre os dois

grupos.

O comportamento do Staphylococcus aureus foi considerado instdvel, nas
formulagdes controle, pois seu crescimento ndo foi observado em fodos os tempos de
andlise. No creme ndo-idnico, o crescimento foi notado até 14d, nas trés concentragdes;
na formulagdo controle, o declinio da populagdo foi observado até 48h e, a partir de 72h,
o crescimento ndo mais foi observado. Por outro lado, o perfil de sobrevivéncia foi
semelhante nas trés concentragdes de lactoferrina, com médias do log de UFC/g de
4,28; 4,29 e 4,22 para 1,0; 2,0 e 3,0mg/g, respectivamente, e 2,93 para a formulagdo
controle. Importante notar que, as médias do log de UFC/g das formulagdes com

lactoferrina foram maiores, em relagdo ao controle.

Na formulagdo controle do gel de hidroxietilcelulose, o crescimento de S.
aureus, foi observado até 24h; apds este periodo, ndo cresceu mais. A formulagdo
contendo 1,0mg/g apresentou sobreviventes até 4h; nas demais, o crescimento foi
observado até 2h. No gel-creme, os comportamentos da bactéria, nas diversas
formulagées, foram semelhantes até 48h; apds este periodo, os perfis de sobrevivéncia

oscilaram ao longo do tempo de andlise.

Esta situagdo pode ter sido provocada pela diminuigdo da viabilidade da
bactéria, em fungdo do tempo de armazenamento em geladeira, pois as formulagdes do

creme ndo-idhico e gel foram as Ultimas analisadas, e as possiveis condigdes de menor
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oferta de nutrientes, no caso do gel, e nutrientes ndo facilmente acessiveis no gel-

creme, por se tratar de um polimero sintético.

Somente ho creme anidhico, o microrganismo sobreviveu até o final do periodo
de andlise. Os comportamentos ndo apresentaram significativas alteragdes, a excegdo do
tempo 72h, nas concentragdes 2,0 e 3,0mg/g, onde ndo houve crescimento. Nos demais
periodos, as médias dos log de UFC/g foram 5,22; 5,14; 4,90 e 4,98, respectivamente,
para controle, 1,0; 2,0 e 3,0mg/g de lactoferrina. Entretanto, foi possivel notar que a

formulagdo controle apresentou menores oscilagdes, ao longo do periodo.

Ao analisar todas as concentracdes da lactoferrina no creme anidnico, a
excegdo do tempo 72h, contendo 2,0 e 3,0mg/g, ndo se observaram alteragdes
significativas no perfil de sobrevivéncia do S. aureus. Resultado semelhante da
ineficdcia /n vitro da lactoferrina, foi observado por Bhimani, Vendrov e Furmanski
(1999), para verificar a atividade bactericida. Por outro lado, os mesmos autores, em
estudos /n vivo, utilizando ratos com infecgdes provocadas no figado, demonstraram que
a lactoferrina foi eficiente frente ao microrganismo, com atividade mdaxima em doses
didrias de 10mg da apolactoferrina (17% de saturagdo de ferro), sendo dose-

dependente.

A incorporagdo da lactoferrina nas demais formulagdes desafiadas com S.
aureus, exceto o gel, aumentou o tempo de vida dos microrganismos, se comparado com a
formulagdo controle, fato explicado por Bhimani, Vendrov e Furmanski (1999), que
afirmaram ser a lactoferrina, saturada de ferro, um potencializador da viruléncia do

microrganismo.

Embora a lactoferrina bovina seja capaz de inibir a produgdo de -lactamase, o
S. aureus possui diferentes mecanismos de resisténcia frente aos peptideos
antimicrobianos, tais como modificagdo ou bloqueio do dcido teicéico, alteragdo da
membrana citoplasmdtica, produgdo de proteases, entre outros (SAMUELSEN et al.

(2005).
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Segundo Fedtke, Gotz e Peschel (2004), os microrganismos sdo capazes de
modificar sua superficie celular, a fim de reduzir sua carga nhegativa, adquirindo
protegdo contra substancias antimicrobianas catidnicas. O dcido teicdico é composto por
ribitol e/ou grupos glicerolfosfato, que conferem propriedades anidnicas a membrana
celular; a incorporagdo da D-alanina introduz grupos amino carregados positivamente,
levando a uma neutralizagdo parcial desta membrana, dificultando, consegiientemente, a

interagdo eletrostdtica entre o microrganismo e a substancia antimicrobiana.

O crescimento da E£. coli foi observado até 12h, nas formulagées controle, 1,0 e
2,0mg/g, do creme ndo-idnico; apds este periodo, a formagdo de coldnias, ndo foi mais
visualizada, exceto na concentragdo 10mg/g, onde se verificou recuperagdo do
microrganismo em 7, 14 e 21d, perdendo sua viabilidade em 28d. A £. coli, na presenga de
3,0mg/g, ndo foi observada a partir de 6h. Embora o microrganismo ndo tenha se

mantido vidvel, na formulagdo controle, a atividade da lactoferrina foi dose-dependente.

A incorporagdo de 1,0mg/g de lactoferrina, no creme anidnico, ndo interferiu no
perfil de crescimento da bactéria, em relagdo ao controle, as quais apresentaram médias
do log de UFC/g semelhantes. Por outro lado, as concentragées 3,0 e 2,0mg/g
apresentaram maiores médias de sobreviventes, 5,34 e 4,45, respectivamente, quando

comparadas ao controle e 1,0 mg/q.

No controle do gel de hidroxietilcelulose, a bactéria foi observada até 7d. Na
formulagdo contendo 1,0mg/g, de 12h até 14d e 28d, ndo foram detectados
crescimentos microbianos; em 21d, os microrganismos se recuperaram. As que continham
2,0 e 3,0mg/g de lactoferrina, se apresentaram com caracteristicas semelhantes, pois a
sobrevivéncia dos microrganismos persistiu somente até 24h, ndo sendo observada

recuperagdo até o final do periodo.

Na formulagdo gel-creme, as concentragdes 1,0 e 3,0mg/g de lactoferring,
apresentaram maiores médias do log de UFC/g, 5,16 e 5,44, respectivamente, sendo que,

em 2,0mg/g, o microrganismo ndo foi visualizado em 7 e 14d.
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Segundo Naidu et al. (1993), a lactoferrina apresenta diferentes capacidades
de ligagdo com o microrganismo, e sua concentragdo € ponto critico no efeito
antibacteriano, quando estudada em meios de crescimento, pois concentragdes étimas
de lactoferrina podem ou ndo apresentar atividade frente a vdrias espécies. O seu
excesso ho meio pode afetar o equilibrio na interagdo receptor-proteina, reversivel e de
baixa afinidade, fato que pode explicar a recuperagdo do microrganismo nos diferentes
tempos de andlise. Por outro lado, Venkitanarayanan, Zhao e Doyle (1999) sugeriram que

as presengas de cdlcio e magnésio também podem diminuir sua eficdcia.

Nas formulagdes do creme ndo-i6nico, anidhico e gel-creme, os perfis de
sobrevivéncia da 2. aeruginosa foram alterados na presenga de lactoferrina, pois, quanto

maior a concentragdo, maior a média do log de UFC/g de microrganismos.

A P aeruginosa é um patégeno oportunista que vive ubigliiamente, sendo
considerado um grande problema da inddstria farmacéutica e cosmética por se tratar de
um microrganismo de veiculagdo hidrica com facilidade de adaptagdo a ambientes
estressantes (GOLDBERG; PIER, 1996; OLDAK; TRAFNY, 2005). Esta adaptagdo sugere
que os mesmos tém estratégias moduladoras do metabolismo, permitindo sobrevivéncia

em condicoes desfavordveis (ORTH, 1993).

Na presenca de lactoferrina, foi observado que a P. aeruginosa apresentou,
como caracteristica comum, pigmentagdo esverdeada (pioverdina) mais acentuada e
diminuigdo no tamanho da col6nia, nos cremes ndo-idhico, anidnico e gel-creme, o que

segundo Orth (1993), pode ser ocasionada pela privagdo de nutrientes.

A maior produgdo de pioverdina, sintetizada por alguns microrganismos, pode
estar relacionada a privagdo do ferro, considerada como um potente siderdforo,
transportador de baixo peso molecular (BRAUN; KILLMANN, 1999; MEYER, 2000). A
lactoferrina, na captagdo dos ions férricos disponiveis, pode ter estimulado a sua
produgdo, hecessdrio a sobrevivéncia do microrganismo, resultante da privagdo de ferro

(ORTH, 1993).
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Entretanto, notou-se que, houve um acréscimo na média do log de UFC/g de
sobreviventes, por volta de 14d, 7d e 24h, no creme ndo-idnico, idnico e gel-creme,
respectivamente. Tal situagdo, pode ter sido provocada pela ligagdo do ferro a
lactoferrina, inicialmente quelado, bem como retirado dela proépria, pois a mesma
apresentou, segundo o fabricante, um indice de saturagdo, na ordem de 0,115mg/g,
justificando o resultado de maior concentragdo de lactoferrina, maior média do log de
UFC/g de sobreviventes, confirmando os resultados obtidos por Ward, Cunningham e

Conneely (1997).

Entretanto, no gel de hidroxietilcelulose, diferentemente do ocorrido nas
outras formulagdes, a presenga da lactoferrina proporcionou diminuigdo dose-
dependente nas médias dos log de UFC/g de sobreviventes. Este resultado pode ter
ocorrido devido a menor disponibilidade de nutrientes, provocando danos na célula
microbiana suficientes para impedirem o rearranjo do seu metabolismo, favorecendo a

atividade antimicrobiana da lactoferrina.

A excecdo da C albicans, nas formulaces do creme ndo-idnico e gel de
hidroxietilcelulose, a lactoferrina bovina, utilizada neste trabalho, incorporada com
finalidade conservante nas formulagdes semi-sélidas estudadas ndo se mostrou eficiente
para cumprir com as exigéncias das normas oficiais existentes para os critérios de
aceitagdo, muito embora outras condigdes experimentais devam ser estudadas, pois
existem diversas situagbes que modificam sua eficiéncia, segundo dados da literatura,

alguns a sequir apresentados.

A lactoferrina bovina utilizada neste trabalho, de acordo com laudo fornecido
por Agri-Cell Company, apresentava 0,115mg/g de saturagdo de ferro e, segundo
Bhirmani, Vendrov e Furmanski (1999); Clarke et al. (1999) e Tenovuo (2002), a

saturagdo com este ion, pode diminuir sua atividade frente a diversos microrganismos.

De acordo com Vorland et al. (1999b) e Ye et al. (2000), a estabilidade de
ligagdo com o fon é 300 vezes maior em pHs menores do que os utilizados nas

formulagdes e, segundo Murdock e Matthews (2002), além do ferro, a presenca de



145

cations e osmolaridade dos meios de cultura podem interferir na atividade da

lactoferrina.

Em funcdo da diversidade cientifica e dos resultados observados neste
trabalho, em estudos posteriores seria importante, além de avaliar a atividade
antioxidante da lactoferrina, como sugerem Nielsen et al. (2004) e Ye e Singh (2005),
analisar o sinergismo da mesma com outras substdncias antimicrobianas. Alkawash et al.
(1999) observaram, /n vitro, a diminuigdo da CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) da
doxiciclina apés tratamento com lactoferrina. Leitch e Willcox (1999) observaram que a
associagdo entre lactoferrina e lisozima foi importante, pois a primeira delas aumentou a
permeabilidade da membrana celular, facilitando o acesso da lisozima no microrganismo.
van der Strate et al. (2001) e Valenti et al. (2004) observaram o sinergismo entre a
lactoferrina e antiflngicos tradicionais na inibigdo de Candlida sp. Farnaud et al. (2004)
utilizaram a atividade da permeabilizagdo da membrana para aumentar a susceptibilidade

dos microrganismos a antibidticos.

E finalmente, também avaliar o peptideo lactoferricina como conservante em
formulagdes semi-sélidas de uso tdpico, pois, segundo Schibli, Hwang e Vogel (1999), é o
maior responsdvel pela atividade da lactoferrina; Branen e Davidson (2000), afirmaram
que o mesmo ¢é 25 vezes mais efetivo. Aguilera et al. (1999), Branen e Davidson (2000),
Haukland et al. (2001) e Chapple et al. (2004), propuseram, mediante estudos realizados,
que a lactoferrina e a lactoferricina atuam, respectivamente, como bacteriostdtica e
bactericida. Ainda, pensando em termos da relagdo estrutura-atividade, Sallmann et al.
(1999), sugeriram que o tamanho da molécula da lactoferrina pode limitar a sua ligagdo a

membrana externa dos microrganismos.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos com a lactoferrina bovina utilizada como conservante em
formulagdes semi-sdlidas para uso topico, nas condiges experimentais deste trabalho,

permitiram inferir que:

7.1. A lactoferrina bovina ndo pode ser classificada como substdncia dotada de
atividade conservante, pois ndo atendeu ds exigéncias preconizadas em compéndios

oficiais, frente aos microrganismos estudados.

7.2. A lactoferrina, embora ndo tenha atendido as exigéncias oficiais como
conservante, mostrou-se efetiva frente a Candida albicans, nas formulacdes do creme

ndo-idnico e gel de hidroxietilcelulose.

7.3. A lactoferrina ndo provocou alteragdo significativa nas estabilidades fisica e
fisico-quimica das formulagdes estudadas, resultado necessdrio para a busca de novos

conservantes.

7.4. Finalmente, com os resultados obtidos no presente trabalho, seguramente,
mantém-se os caminhos para novas investigagdes cientificas com a lactoferring,
especialmente aqueles visando a associagdes com outros conservantes, buscando

sinergismo entre eles.
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