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RESUMO

O aumento da expectativa de vida tem provocado grande demanda por produtos que auxiliem
na prevencdo do envelhecimento da pele. O &cido hialurénico (AH) estd sendo muito utilizado em
formulacdes antienvelhecimento por se acreditar que ele possa atenuar os efeitos que o tempo produz
na pele. Porém, para o desenvolvimento de um cosmético, é necessario avaliar o risco potencial dos
ingredientes que comp8em a formulacdo, que devem estar em concentracdo que apresente margem de
seguranca adequada, sendo importante a realizacdo de teste de absorcdo, estudo do potencial de risco
irritativo e testes de mutagenicidade. O objetivo deste estudo foi desenvolver um gel de acido
hialurénico com alta massa molecular e incorporar &cido hialurénico de massas moleculares menores,
realizar o controle microbioldgico dos géis, avaliar a toxicidade dérmica aguda e a citotoxicidade,
determinar o comportamento reolégico das formulacoes, analisar seu perfil de liberacdo, permeacéo e
retencdo cuténea in vitro. Foi preparado como gel base, a mistura de agua e AH de alta massa
molecular e, posteriormente, neste gel formado foram incorporados os AHs de menores massas
moleculares. O controle de qualidade microbioldgico foi realizado de acordo com a Farmacopeia
Brasileira (2010), a avaliacdo da toxicidade dérmica aguda foi realizada utilizando-se 25 ratos wistar,
que foram divididos em 5 grupos com 5 animais em que cada grupo recebeu a aplicacdo de um dos géis
para posterior analise dos resultados. Para a avaliagdo da citotoxicidade utilizou-se o método
colorimétrico  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazoilium (MTT) descrito por
MOSMANN, utilizando-se linhagens celulares de HepG2 (Human Epidermoide Cancer Cells) e
HaCaT. As amostras tiveram seu comportamento reolégico avaliado em redmetro HAAKE. O estudo
de liberacdo, permeacdo e retencdo cutanea foram realizados utilizando células de Franz modificadas.
As amostras tiveram o controle microbioldgico analisado e apresentaram crescimento de bactérias,
fungos e leveduras inferior a 10 UFC/g e auséncia de patdgenos, valores dentro do recomendado pela
Farmacopeia Brasileira. O resultado da toxicidade dérmica provou que os géis ndo apresentaram

irritacdo dérmica, podendo ser considerados seguros, pois 0s animais ndo apresentaram qualquer tipo
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de reacdo eritematosa ou edemosa. Para os resultados do MTT ndo houve diferencas significativas
entre os valores dos grupos teste e do controle negativo (p < 0,05), indicando auséncia de atividade
citotoxica para as linhagens celulares HepG2 e HaCaT com os acidos hialurbnicos com massas
moleculares de 5 kDa, 11 kDa e 39 kDa, o que mostrou a seguranga do ativo. Os géis apresentaram
comportamento reol6gico viscoelastico, ndo-Newtoniano e pseudoplastico. Por ndo apresentarem
tixotropia, este produto apresenta dificuldade na espalhabilidade, sendo adequado para incorporacéo
em formulagdes de aplicacBes em areas pequenas do corpo, como a face. O estudo da permeagdo
cuténea in vitro dos géis evidenciou o ndo favorecimento da passagem do &cido hialurénico para a fase
receptora, que ficou retido no estrato corneo, epiderme e derme. Para uma formulagdo
antienvelhecimento estes resultados sdo favoraveis, uma vez que se deseja que o ativo nao penetre na
circulacdo sanguinea e sim fique retido. A massa molecular do acido hialurénico interferiu na retencao
do ativo, sendo que guanto menor a massa molecular maior a quantidade de ativo retido. Portanto, de
acordo com os objetivos propostos e os resultados obtidos, o acido hialurénico ndo apresentou irritacdo
dérmica e citotoxicidade, podendo ser considerado seguro para incorporacdo em formulacGes
cosméticas e, também, apresentou resultados satisfatérios para o estudo de retencdo cutanea, ficando

retido na pele, podendo colaborar no controle da hidratacdo da derme e no tonus da pele.

Palavras chave: acido hialurénico, citotoxicidade, toxicidade dérmica, permeagao e retencéo cutanea.
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ABSTRACT

Increased life expectancy has caused a great demand for products that help in the prevention of skin
aging. Hyaluronic acid is being used in anti-aging formulations because it is expected that it can
decrease the effects of time in the skin. However, for the development of a cosmetic it is necessary to
evaluate the potential risk of the ingredients in the formulation that should be with adequate
concentration to provide a margin of safety, being important to carry out absorption test, studies of the
potential risk of irritating the skin and mutagenicity tests. The aim of this study was to develop a gel of
hyaluronic acid with high molecular weight and incorporate hyaluronic acid with small molecular
weights in it, analyze the microbiological control of the gels, evaluate the acute dermal toxicity and
cytotoxicity, determine rheological characteristics, analyze the release profile, skin permeation and
retention in vitro. It was prepared like gel base, the mixture of water and AH of high molecular weight,
and after was incorporate AH of smaller molecular weight. The quality control microbiological was
accomplished in agreement with Brazilian Pharmacopoeia (2010), the evaluate the acute dermal
toxicity was made with 25 rat wistar, that were divided in 5 groups with 5 animals in each group
received the application from one of the gels for subsequent analyzes of the results. For the evaluation
of the cytotoxicity was used the method colorimeter 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil tetrazoilium
bromide (MTT) described by MOSMANN (1983), being used cellular lineages of HepG2 (Human
Epidermoide Cancer Cells) and HaCaT. The samples had its behavior rheological characteristics. The
analyze the release profile, skin permeation and retention were accomplished using cells of Franz
modified. The microbiological was in agreement with the specifications of Brazilian Pharmacopoeia
(2010). The result of dermal toxicity proved that the gels caused no skin irritation and can be
considered safe. The results of MTT showed no cytotoxicity to the HepG2 and HaCaT cells. The gels
are non-Newtonian fluids with yield stress being classified as viscoelastic and pseudoplastic. Due to
non-thixotropic behavior this product shows a certain difficulty in spread on the skin and is suitable for
incorporation into formulations to be applied in small areas of the body, such as, the face. The study of
in vitro skin permeation of the gels showed that the hyaluronic acid was not able to permeate the skin,
however, it was observed that the active was retained in the stratum corneum, dermis and epidermis.
These results are favorable to a cosmetic product since it is desirable that the active do not permeates
the skin, and do not reach the bloodstream, but it should be retained on it, as was observed. The
molecular weight of hyaluronic acid interfered in active retention, the hyaluronic acid with small
molecular weight had amount bigger of the active retained than the hyaluronic acid with big molecular

weight. Therefore, in accordance with the proposed objectives and the results can be verified that the
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methodology used in this study proved to be adequate and acceptable, hyaluronic acid is not
cytotoxicity and does not cause skin irritation, so it can be considered safe for incorporation into
cosmetic formulations. The active also showed satisfactory results for the study of cutaneous retention,
remaining retained in the skin and, probably, it could collaborate in controlling the hydration of the

dermis and skin tone.

Keywords: hyaluronic acid, cytotoxicity, dermal toxicity, skin permeation and retention.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento é um processo que deve ser vivido com qualidade. Hoje, um grande
nimero de pessoas chega aos 80 anos e conforme aumenta a expectativa de vida, aumenta a
preocupacdo com o envelhecimento da pele, o que leva os individuos a procurarem produtos

que possam diminuir os efeitos do tempo (SOUZA & ANTUNES JUNIOR, 2009).

O &cido hialurénico (AH) tem sido muito utilizado em formula¢des antienvelhecimento
por se acreditar que ele atenue os efeitos que o tempo possa produzir & pele (CHONG et al.,

2005).

Por ser constituinte de tecido conectivo da matriz extracelular de animais, o AH liga-se
a agua, promovendo a elasticidade e tonicidade dos tecidos, fornecendo suplemento
viscoelastico para a matriz extracelular do tecido conectivo (LAURENT et al., 1992; MANNA

et al., 1999).

Apesar de ndo desejavel, constituintes de uma formulacdo podem provocar eventos
adversos, sendo necessarias avaliagdes do risco potencial dos componentes que a compdem. A
determinacdo do potencial toxico € o primeiro passo na analise de risco de um produto e
consiste de uma serie de estudos de toxicidade. A avaliacdo de seguranca deve preceder a
colocacdo do cosmético no mercado, uma vez que é de livre acesso ao consumidor

(ROMANOWSKI & SCHUELLER, 1996; BRASIL, 2003).

Um cosmético precisa apresentar seguranca ao usuario, que pode ser estabelecida

quando os componentes da formulacdo estdo em concentragdo que apresente margem de

Paula Cressoni Martini
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seguranca adequada, sendo importante a realizacdo de teste de absor¢do, que permite estimar a
margem de seguranga, estudo do potencial de risco irritativo e testes de mutagenicidade

(BRASIL, 2003).

Para 0 estudo de permeacdo cutanea, a epiderme, camada da pele que é formada pela
camada basal, espinhosa, granulosa, licida e cérnea (estrato cdrneo), sendo o estrato corneo

uma das principais barreiras a penetragdo de compostos ativos (BARRY, 1983).

Por apresentar unidades de dissacarideos repetidos, N-acetilglicosamina (GlcNac) e
4cido D-glicurdnico (GIcUA), o AH pode ser encontrado em diferentes massas moleculares. E
estimado que o nimero de repeticdes de dissacarideos possa atingir de 10.000 a 30.000
unidades e, se cada dissacarideo pesar aproximadamente 400 daltons, o &cido hialurdnico pode
atingir massas molares de 10° a 10’ Da (LEE & SPICER, 2000; CHONG et al., 2005). Assim,
sd0 necessarios estudos de liberacéo, permeacéo e retencdo cutanea com as diferentes massas

moleculares de AH para o preparo de formas de aplicagdo topica.

O teste de liberacéo in vitro é importante para o desenvolvimento de produtos e, apesar
de inicialmente ter sido desenvolvido para formas farmacéuticas sélidas, vem sendo aplicado
também para formas ndo sélidas, como geis. O teste de liberacdo in vitro apresenta relevancia
no controle de qualidade, é util para identificar varidveis criticas na producédo, escolher entre

diferentes formulagdes, otimiza-las e fazer avaliagdes de risco (ELIAS & FRIEND, 1975).

Para estudos de permeacdo e retencdo cutanea, a pele humana é frequentemente
substituida, devido a pouca disponibilidade deste tipo de material, pela pele de animais de
experimentacdo (SCHMOOK et al., 2001). Estudos mostram que a pele de porco é o modelo

mais satisfatorio para substituicdo da pele humana. No Brasil, € 0 modelo de membrana mais

Paula Cressoni Martini
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utilizado devido a disponibilidade e, também, por ser subproduto da industria alimenticia

(RIGG & BARRY, 1990; SCHMOOK et al., 2001).

Ensaios in vitro de permeacdo e retencdo cutanea sdo importantes estudos de
administracdo tépica, objetivando a caracterizacdo do perfil de permeacao e retencdo do ativo
durante o desenvolvimento de uma formulagdo (BARRY, 1983).

A permeacdo do composto ativo contido em um produto cosmético deve transpor
alguns obstaculos como, por exemplo, 0 estrato corneo. Porém, em se tratando de preparagdes
cosmeticas se deseja que 0 composto ativo ndo permeie a circulagdo sistémica, mas sim fique
retido na pele, sendo necessarios testes de retencdo cutanea para comprovar sua eficacia

antienvelhecimento (PRISTA et al., 1995; LEONARDI et al., 2004).

Os fatos citados e a preocupacdo estética visando uma aparéncia jovem tém motivado
demasiadamente a pesquisa e o desenvolvimento de novas formulacGes cosméticas que

precisam apresentar seguranca (BARATA, 2003).

O AH, por ser um constituinte da matriz extracelular, tem como fungdo manter a
elasticidade, hidratacdo, sustentacédo e estrutura da pele. Com o aumento da idade a quantidade
de AH diminui, contribuindo para o aparecimento de rugas, assim o AH representa um
componente importante de produtos topicos para prevenir o envelhecimento (MANNA et al.,
1999). Portanto, o presente trabalho realizou estudos com AH de diferentes massas
moleculares, para avaliar a seguranca e permeacao cutanea, uma vez que, existem no mercado

produtos a base de AH sem identificacdo da massa molecular.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2. 1. Pele

A pele, 6rgdo de revestimento e envoltério do corpo, delimita 0 meio interno e externo
do corpo. Apresenta area total de 2.500 cm? (no nascimento) a 18.000 — 25.000 cm’ (no
adulto), formando o maior 6rgdo do organismo humano que atinge 16% do peso corporal
(HARRIS, 2003).

Um importante indicador funcional da pele é o pH, que se apresenta entre 4,6 —5,8. O
pH levemente &cido da superficie cutanea € devido a producdo de acido latico, que contribui
para acdo bactericida e fungicida, e as secrecfes cutaneas apresentam capacidade tamponante
(LEONARDI et al., 2004).

A pele é complexa, formada por diferentes estruturas (Figura 1). E constituida por uma
porcao epitelial, a epiderme, e uma porcdo conjuntiva, a derme, abaixo da qual se encontra a
hipoderme ou tecido subcutdneo, que ndo faz parte da pele, apenas serve de unido com 0s

Orgaos subjacentes JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).
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Figura 1: llustracdo da pele humana e subdivisdes morfoldgicas (estrato corneo, epiderme e
derme)

Fonte: PRACA, 2010

2.1.1 Estrutura da pele

2.1.1.1 Epiderme

A epiderme é a camada mais externa, compacta e impermeavel, apresenta poros dos
foliculos polissebaceos originarios da derme e apéndices da epiderme, ndo contém rede
vascular, sendo nutrida pela permeacdo de nutrientes oriundos da derme por capilaridade
(HARRIS, 2003).

Possui espessura de 0,07 a 0,12 mm, com espessamento nas palmas das méos e plantas
dos pés. E constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, que apresenta
quatro populacées de células, os queratinocitos, os melandcitos, as células de Langerhans e as

células de Merkel (GARTNER & HIATT, 2003), sendo os queratindcitos as células mais
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abundantes (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Pela citomorfose devido & migracdo da
camada basal para a epiderme, podem ser identificadas cinco regides morfolégicas distintas:
camada cdrnea, camada granulosa, camada espinhosa, camada basal e camada lGcida
(GARTNER & HIATT, 2003, LEONARDI et al., 2004).

Sua principal funcdo é ser barreira protetora do meio externo, impedindo a entrada de
substancias ao organismo e retendo o conteldo interno (agua, eletrolitos e nutrientes).

Também produz queratina, responsavel pela impermeabilidade cutanea (HARRIS, 2003).

2.1.1.2 Derme

A derme, camada intermediaria, localiza-se abaixo da epiderme, possui espessura que
varia de acordo com a regido observada. E constituida por tecido conjuntivo, fibras de
colagenos, fibras elasticas, substancias amorfas, vasos, nervos, masculo eretor do pelo e
anexos cutaneos. Possui duas camadas distintas: a papilar, superficial, e a reticular, mais
profunda (BENY, 2000; CORAZZA, 2001; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

Apresenta celulas residentes (fibroblastos, macréfagos, histiocitos e mastocitos) e
migratérias (leucdcitos e plasmaécitos), elementos extracelulares (substancias intersticial e
fibrosa), e os anexos cutaneos: glandula sebacea, foliculo piloso e mdsculos, sendo que as
glandulas sudoriparas e sebaceas constituem uma das melhores vias de penetracdo para oS

medicamentos (PRISTA et al., 1992, PRISTA et al., 1995, PEYREFITTE et al., 1998).

2.1.1.3 Hipoderme
A hipoderme, camada mais profunda, de espessura variavel (SAMPAIO & RIVITTI,
2001), é formada por tecido conjuntivo frouxo, que une de maneira pouco firme a derme aos

6rgaos subjacentes. E constituida de tecido conectivo gorduroso, chamado tecido adiposo, que
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é servido por nervos e vasos sanguineos. E a camada responsavel pelo deslizamento da pele
sobre as estruturas nas quais se apdia. Dependendo da regido e do grau de nutricdo do
organismo, a hipoderme podera ter uma camada varidvel de tecido adiposo que, quando
desenvolvido, constitui o paniculo adiposo, que modela o corpo (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

Este tecido esta envolvido na regulacdo da temperatura e termo isolamento, provisao

de energia, protecdo, suporte e deposito nutricional (HARRIS, 2003).

2.2. Envelhecimento

O organismo humano passa pelas fases do crescimento e desenvolvimento, desde sua
concepgdo até a morte. Como todos os 6rgdos, a pele envelhece e mudancas ocorridas sdo de
facil percepcéo visual (PEYREFITTE et al., 1998).

O envelhecimento tem sido definido pelo acimulo de modificagdes moleculares no
organismo, pode ser provocado por fatores intrinsecos e extrinsecos (GIACOMONI, 2007).

O envelhecimento causado por fatores intrinsecos ou naturais se inicia por volta dos 35
anos: a pele vai se tronando palida, fina, fragil e inelastica; sua resposta imunoldgica é
diminuida, assim como a termorregulacdo, sudorese, cicatrizacdo de feridas, renovacao
epitelial, espessura dérmica e capacidade metabolica. Ocorre a perda de vasos sanguineos,
colageno, gorduras, fibras elasticas, diminuicdo da densidade do foliculo piloso e ductos
glandulares, fatores que ocasionam o aparecimento de rugas. Os tratamentos tOpicos nao
podem evitar o envelhecimento intrinseco, mas podem reduzir e até retardar seus efeitos, com

produtos cosméticos (SOUZA & ANTUNES JUNIOR, 2009).
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O envelhecimento extrinseco consiste na exposi¢cdo da pele a agressdes como a
radiacdo ultravioleta, aos produtos quimicos, ao tabagismo, a poluicdo e ao calor. Estes
agentes sdo causadores de modificacbes moleculares e induzem alteracdes das propriedades
morfoldgicas e biofisicas da pele. Suas consequéncias sdo a degeneracdo das fibras elasticas
(elastose), atrofia da derme com perda de colageno, pigmentacdo irregular
(hiperpigmentacdo), ressecamento, telangiectasias (vasos capilares), rugas profundas,
mudancas na textura da pele e formagcdo de comedbes (BEITNER, 2003; SOUZA &
ANTUNES JUNIOR, 2009).

O envelhecimento intrinseco € intensificado pelo envelhecimento extrinseco, o que
provoca caracteristicas diferentes em areas da pele expostas a radiacdo ultravioleta, sendo o
sol o principal fator de degradacdo da pele (ENJELKE et al., 1997; JENKINS, 2002).

A senescéncia é um fator de preocupacdo, uma vez que nos os Ultimos cem anos, a
populacéo brasileira idosa dobrou, passando de 4% em 1900 para 9% no ano de 2000. Assim,
conforme aumenta a expectativa de vida aumenta-se a preocupacdo com o envelhecimento.
Por este motivo, produtos que reduzem os efeitos do tempo tém sido, cada vez mais

procurados, tais como o acido hialurénico (SOUZA & ANTUNES JUNIOR, 2009).

2.3. Acido hialurénico

O &cido hialurénico (AH) pertence a classe dos glicosaminoglicanos, devido as suas
similaridades estruturais. E um polissacarideo linear longo de alta massa molecular e consiste
de unidades de dissacarideos repetidos, constituidos por unidades alternadas de N-
acetilglicosamina (GlcNac) e acido D-glicurdnico (GIcUA), unidas por liga¢des do tipo (1-3) e

(1-4), como mostra a Figura 2, os glicosaminoglicanos, sdo carregados negativamente. Porém,
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diferenciam-se dos glicosaminoglicanos por ndo serem sulfatados e sim carboxilados, ndo
estando ligados covalentemente a proteina e ndo sdo limitados a tecidos animais

(ARMSTRONG et al., 1997; CHONG et al., 2005). A Figura 2 representa a estrutura do AH.

GOO™

H H
OH H
H OH

Figura 2: Estrutura do acido hialurdnico (acido D-glicurdnico e N-acetil-glicosamina).

E estimado que o numero de repeticdes de dissacarideos possa atingir de 10.000 a
30.000 unidades e, sendo que cada dissacarideo pesa aproximadamente 400 daltons, o &cido
hialurénico pode atingir massas molares de 10° a 10’ Da (KOBAYASH]I et al., 1994).

A enzima hialuronato sintase é responsavel pela sintese de AH no interior da
membrana plasmatica como um polimero linear (YAMADA & KAWASAKI, 2005).

Estudos mostram que o AH € uma estrutura enovelada, com um pouco de
polidispersidade e rigidez; é altamente hidrofilica, forma solugdes muito viscosas mesmo em
baixas concentraces, 0 que pode levar a formacdo de géis (KOBAYASHI et al.,, 1994,
HARDINGHAM, 2004).

Este acido, quando em solucdo, tem capacidade de absorver agua, o que limita sua
flexibilidade. Isso ocorre devido a estrutura helicoidal, mantida por pontes de hidrogénio entre
as moléculas do solvente e os grupos carboxila e N-acetil (CHONG & BLANK, 1998).

Devido a esta estrutura, pequenas moléculas como &gua, eletrélitos e nutrientes podem

se difundir, enquanto moléculas grandes, como as proteinas, sdo excluidas pelo tamanho do
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raio hidrodindmico que apresenta em solucéo, e a presenca de cargas negativas contribuem
para que o acido hialurénico crie um ambiente altamente hidratado (MESA et al., 2002).

Isto significa que pequenas moléculas s&o atraidas, formando uma capa ao redor do
polimero, mas na presenca de &gua, move-se integralmente e a proteina ndo consegue
ultrapassar esta capa. O raio hidrodinamico pode ser medido no espalhamento de luz (MESA
et al., 2002).

Como é encontrado em tecido animal, sua extracdo pode ocorrer pelo fluido sinovial,
pele, tenddes, corpo vitreo dos olhos, corddo umbilical e crista de galo. Porém, o produto
precisara passar por processo de purificacdo para retirada de mucopolissacarideos e proteinas e
reducdo de sua massa molecular. Para minimizar o problema de purificagdo, desenvolveu-se a
producdo de AH por via fermentativa, em geral usando micro-organismos do género
Streptococcus sob condicGes controlaveis (BERTOLAMI et al., 1992; MANNA et al., 1999).

Constituinte de tecido conectivo da matriz extracelular de animais, 0 AH liga-se a agua
promovendo elasticidade, tonicidade dos tecidos, hidratacdo da derme e do tdnus da pele e,
preserva as fibras de colageno das celulas. Ajuda, tambem, a proteger os tecidos subcutaneos
por evitar a difusdo de certas substéncias (toxinas e bacterias). As propriedades lubrificantes
do acido hialurdnico promovem uma suavidade e maciez na aparéncia da pele
(ARMSTRONG et al., 1997; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

Por ser ndo-imunogénico, aplica-se dermatologicamente no aumento de tecidos moles,
fornecendo suplemento viscoelstico para a matriz extracelular do tecido conectivo, o que
acarreta melhora em problemas de pele como rugas e cicatrizes (MANNA et al., 1999).

O AH serve, ainda, como lubrificante, amortecedor e protetor para as células nos

fluidos das articulagdes. Representa 10% do peso vitreo do olho (KIM et al., 1996).
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Existem estudos com outras propriedades associadas ao AH, que sugerem atuacao
como sistema de liberacdo controlada de farmacos e antigenos para imunoterapia, liberacdo de
agentes quimioterapicos, aplicagdes em lentes de contato, copolimero com propriedades
antitrombdticas (AEBISCHER et al., 2001, XU et al., 2008).

Atualmente, é uma das substancias mais utilizadas na dermatologia e medicina estética,
pois, com o envelhecimento, ocorre diminuicdo do nivel de &cido hialurdnico na pele, levando
a seu ressecamento, 0 que pode ocasionar a formagdo de rugas. Portanto, o AH previne a
desidratacdo cuténea, proporcionando maciez e elasticidade a pele (BERTOLAMI et al.,
1992; SOUZA & ANTUNES JUNIOR, 2009).

Porém, estudos apontam que o acido hialurdnico ndo penetra na pele (em camadas
mais profundas), mas forma uma pelicula superficial, ndo oleosa, que ajuda a manter a

hidratacdo (BATISTUZZO et al., 2000).

2.4. Permeacdo cutéanea

Durante as Gltimas décadas foram realizados trabalhos no sentido de esclarecer a
permeabilidade cutédnea nas camadas da pele. Para ocorrer a permeacdo, as substancias
contidas num produto cosmético devem transpor alguns obstaculos como, por exemplo, a
camada mais superficial da epiderme, o estrato corneo. Depois de atravessa-lo, ndo ha outra
barreira a difusdo nas camadas seguintes, se a molécula ndo for retida ou metabolizada no
caminho (PRISTA et al., 1995; LEONARDI & CAMPOS, 1997).

Para sofrer particdo e se difundir passivamente pela interface veiculo/estrato corneo, o
ativo precisa ser previamente solubilizado (ANSEL et al., 2000).

A permeac&o cutanea pode ocorrer atraves de trés vias, conforme mostra a Figura 3.

Paula Cressoni Martini



Revisdo da Literatura 26
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Figura 3: Vias de penetracdo de compostos ativos atraves do estrato corneo.

Fonte: adaptado de MARTINS & VEIGA, 2002

e Via transcelular ou por difusdo através das células: penetracdo ocorre atraves dos
cornedcitos e matriz intercelular;

« Via intercelular ou por difusdo entre células: penetracdo ocorre entre 0s cornedcitos e
pela matriz lipidica;

¢ Via transanexal ou por difusdo através dos foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e
sebaceas, e anexos pilosebaceos (ANSEL et al., 2000).

O estudo da permeacdo cuténea tornou-se essencial para a selegdo da formulagéo,

avaliando a permeac¢do do composto ativo e pode ser realizado por técnicas in vitro (SASSON,

2006).

2.4.1 Fatores que influenciam a permeacéo cutanea
O mecanismo de permeacdo dos compostos ativos é muito complexo, dependendo de

fatores diferentes. A permeabilidade pode sofrer alteracdes se a integridade da pele estiver
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alterada, dependendo da quantidade de foliculos pilosos, espessura da queratina, grau de
hidratacdo e local de aplicacdo (BARATA, 2003). A natureza das substancias, como
viscosidade, tamanho das particulas, solubilidade, também podem causar alteracdes na
permeabilidade (LEONARDI et al., 2004). Assim como, o veiculo e o excipiente podem
interferir na permeabilidade da formulacdo através do pH e solubilidade que devem ser
compativel com o composto ativo, pela liberacdo do ativo do veiculo, e lipossolubilidade

(BARATA, 2003).

2.5. Seguranca de Cosmeéticos

Segundo a legislacdo vigente, cosméticos, produtos de higiene e perfumes sao
definidos como preparagdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas, usadas
externamente nas diversas partes do corpo, com o objetivo de limpar, perfumar, alterar

aparéncia e/ou corrigir odores e/ou manter em bom estado (BRASIL, 2000).

Apesar de ndo desejavel, podem ocorrer eventos adversas aos cosméticos, sendo
necessarias avaliagdes do risco potencial que resulta do conhecimento dos ingredientes que
compdem a formulacdo. Assim, a avaliacdo de seguranga de cosmético, a probabilidade que
um produto ndo provoque risco de lesdo em condicdes de uso previsiveis, precede a colocacao
do produto cosmético no mercado (BRASIL, 2003).

Devido a existéncia de numerosas formulacGes, as preparacdes a serem desenvolvidas
precisam se destacar como, por exemplo, pela seguranca, biocompatibilidade e funcionalidade,
sendo importante a realizacdo de testes que comprovem a seguranca do produto, que deve

estar livre de dano (SPARACIO, 1996).
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Dano é o prejuizo a saude em funcdo de uma substéncia, o risco é a probabilidade da
ocorréncia de dano. Portanto, entende-se por seguranca de cosméticos a probabilidade que um
produto ndo provoque risco de lesdo, ou seja, ndo provoque danos em condigdes de uso
previsiveis (BRASIL, 2003).

Os riscos dos cosméticos sdo avaliados por diferentes abordagens, como condi¢Bes de
uso (aplicacdo regular e prolongada, aplicacdo ocasional, ou aplicacdo regular por tempo
limitado) e &rea de contato (especifica e limitada, extensa, mucosas, area dos olhos e cabelo).
Porém, é preciso entender que ndo existe seguranca total em nenhuma substancia quimica
(ROMANOWSKI & SCHUELLER, 1996; BRASIL, 2003).

Devido a auséncia de risco e, dadas as dificuldades para estabelecer conceitos de uso
previsivel, durante o preparo do produto é preciso reduzir os possiveis danos ao usuario, ou
seja: formular o produto com ingredientes referenciados (que constam em Compéndios e
Legislacdo); deixar margem de seguranca entre o nivel de risco e o de uso do produto;
informar o usuario de maneira clara, evitando o uso indevido do produto; e seguir as Boas

Préticas de Fabricacdo e Controle (BRASIL, 2003).

2.5.1 Controle de qualidade microbiolégico

Os cosmeéticos pertencem ao grupo dos produtos ndo estéreis, 0s quais se admite, desde
que limitada, a presenca de carga microbiana, tendo em vista as caracteristicas de sua
utilizacdo (PINTO et al., 2010). A avaliacdo da qualidade microbiolégica de cosméticos
consiste na determinacdo da carga microbiana viavel e na comprovacao da auséncia de micro-
organismos patogénicos, considerados de risco para o usuario (OHARA, 2001; F. Bras.,

2010).
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O controle de qualidade microbiana de produtos ndo estéreis, inclui produtos de uso
topico, assegura que a carga microbiana presente no produto, seja no aspecto qualitativo ou
quantitativo, ndo comprometa a qualidade final ou a segurancga do usuario. Cargas microbianas
elevadas podem comprometer a estabilidade do produto, podendo causar perda da eficacia
terapéutica por degradacdo do principio ativo ou por alteracbes de parametros fisicos
fundamental para atividade. Enguanto que, para a seguranca do consumidor, micro-
organismos saprofitos presentes podem se portar como agentes infecciosos oportunistas e a
presenca de cepas reconhecidamente patogénicas representam potencial de risco de aquisi¢éo
de quadro clinico infeccioso (PINTO et al., 2010).

Cada vez mais ha necessidade em manter a qualidade dos produtos, os micro-
organismos estéo distribuidos na natureza, crescem na presenca de umidade e nutrientes, e sdo
dispersos através do ar e vetores, como 0s seres humanos e animais (HERNANDEZ, 1993;
EGUCHI, 2001).

Proteger os produtos da contaminagdo por bacteérias, fungos e leveduras desde a fase do
seu desenvolvimento até o uso pelo consumidor, chegando ao final do prazo de validade, é
uma tarefa que requer bastante empenho (SIQUEIRA, 2004).

Medicamentos e cosméticos necessitam de um controle rigido em seu preparo e
manipulacdo, por serem altamente suscetiveis a contaminacdo microbiana. Produtos
contaminados sofrem alteragcOes, tornando-se ineficazes pela perda de suas propriedades e,
comprometem a seguranca do usuério final (EGUCHI, 2001; PINTO et. al., 2010).

Portanto, o controle de qualidade microbiologico é um teste de extrema importancia a
ser realizado em cosméticos, uma vez que a qualidade microbioldgica das formulagdes € fator

primordial para se alcancar eficiéncia e seguranca do produto (BRASIL, 2004).
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2.5.2 Testes de Toxicidade em Cosmeticos
Uma das responsabilidades dos formuladores € assegurar que 0 cosmetico seja seguro
nas condicdes normais ou previsiveis de uso. A determinagédo do potencial toxico € o primeiro
passo na analise de risco de um produto e consiste de uma série de estudos de toxicidade.
Assim, é importante compreender o funcionamento dos testes de seguranca (LACHAPELLE,

1994; ROMANOWSKI et al., 1996).

Existem alguns métodos para avaliar a seguranca dos cosméticos que podem ser
realizadas in vivo, com animais, enquanto testes que adotam novas alternativas, sem utilizacao

de animais, sdo os testes in vitro (BAKER & BRUNER, 1997).

2.5.2.1 Testes in vivo
Testes in vivo investigam o potencial toxicolégico do produto quando aplicado em um

animal por uma via de exposicdo que pode ser oral, inalatdria ou tépica (BRASIL, 2004).

Nao se deve realizar um ensaio in vivo na existéncia de método cientifico in vitro
valido, satisfatério, razoavel e disponivel para obtencdo do resultado desejado (BAKER &

BRUNER, 1997).

2.5.2.1.1 Testes de toxicidade aguda dérmica

A toxicidade aguda dérmica € aquela produzida por dose Unica e excessiva de um
produto aplicado sobre a pele. Os efeitos da toxicidade dérmica podem causar lesdes na pele,
sensibilizagdes (dérmicas), efeitos carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos (BRASIL,

2003).
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Para realizar os testes utilizam-se cobaias, divididas em dois grupos, sendo um grupo
tratado com placebo e o outro grupo tratado com o produto em teste. Aplica-se o produto no
dorso do animal, uma unica vez. Em seguida, oclui-se o local com uma gaze e, ap0s 4 horas
retira-se o produto. Procede-se a graduacdo da lesdo (eritema e edema), ap0s a aplicacéo,
seguindo a escala de Draize. Se ndo forem observadas lesbes, a substancia pode ser

considerada ndo téxica (BAKER & BRUNER, 1997; BRASIL, 2003).

2.5.2.2 Testes in vitro

Na década de 80, iniciou-se a pesquisa por desenvolvimento de modelos experimentais
alternativos para a area cosmética, que se baseiam em métodos in vitro que utilizam culturas
celulares (de pele, de tumores e fibroblastos) ou modelos matematicos e em seres humanos.
Ensaios de citotoxicidade sdo usados para estudos de toxicidade in vitro (BAKER &

BRUNER, 1997; BRASIL, 2003).

2.5.2.2.1 Citotoxicidade pelo método MTT

Ensaios de citotoxicidade sdo amplamente usados para estudos in vitro. O MTT ou 3-
(4,5 dimethyl thiazole-2yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide € um ensaio de viabilidade
celular para determinar a toxicidade apds exposicdo a determinadas substancias, mas é
limitado, uma vez que o MTT pode ser reduzido por alguns reagentes (TULLY et al, 2000;
FOTAKIS & TIMBRELL, 2005).

A citotoxicidade € avaliada através da coloracdo com o corante MTT. O MTT é
convertido em um formazan insoltvel e roxo por clivagem do anel de tetrazélio por succinato

desidrogenase dentro da mitocéndria. O produto formado é impermeavel a membrana celular e
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ird se acumular nas células saudaveis (MOSSMANN, 1983). A quantidade dos cristais
formados pode ser determinado por espectrofotometria e serve como uma estimativa para o
naimero de mitocondrias, conseguindo calcular o nimero de células vivas na amostra. Assim,
observa-se a porcentagem de morte celular e a 1Csg, concentragcdo do produto que inibe 50%

do crescimento celular (DENIZOT & LANG, 1986).

2.6. Reologia

O termo reologia vem do grego rheos que significa escoamento e logos que significa
conhecimento, portanto é o estudo do escoamento ou deformagdo do produto e fluidez dos
materiais quando submetido a uma tensdo (LACHMAN et al., 2001; CHIEN, 2005).

As andlises reoldgicas sdo importantes para cosméticos e produtos farmacéuticos desde
sua elaboracdo, desenvolvimento e avaliagdo. Devem ser consideradas na fabricacéo,
estocagem e aplicacdo de produtos de uso tépico (AULTON, 2005; CORREA et al., 2005).

Os modelos reoldgicos podem ser denominados de Newtonianos e 0S nao
Newtonianos. O fluxo ndo Newtoniano é caracterizado pelas formulagbes que possuem
particulas assimétricas, como a maioria dos produtos cosméticos e farmacéuticos, que sao
representados por trés tipos de curvas: plastica, pseudoplastica e dilatante (ANSEL et. al.,
2000).

Durante o desenvolvimento de um produto, o comportamento reoldgico ira caracterizar
a facilidade com que o material saira do frasco ou manterd a forma no frasco, ou como sera o
comportamento ao aplicar o produto sobre a pele e se 0o produto mantera suas propriedades

durante o prazo de validade (LACHMAN et al., 2001), sendo propriedades a serem
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consideradas na fabricacdo, estocagem e aplicacdo de produtos de uso tépico (LEONARDI &
MAIA CAMPQOS, 2001).

Estudos com o comportamento reoldgico de formulagdes de uso topico estdo cada vez
mais frequentes em pesquisas, devido a estabilidade fisica de uma formulacéo ser fundamental

para o controle de qualidade, aceitacdo pelo consumidor e eficacia (CORREA et. al., 2005).

2.6.1 Reologia de polimeros

Polimeros sdo materiais constituidos de moléculas longas de alta massa molecular
compostas por muitas unidades de repeticdo denominadas “meros’. A elevada massa
molecular das macromoléculas faz com que adquiram varias conformacdes, 0 que leva ao
emaranhado e ndo emaranhado entre elas (CANEVAROLO JR., 2002; ANSEL et al., 2007).

Em um estado sem tensbes, as cadeias poliméricas estardo em uma conformacao
aleatoria ou enovelada. Quando h& a aplicacdo de uma tensdo, o polimero € deformado ocorre
o alinhamento das cadeias que ficam mais retilineas, e o sistema se torna mais ordenado.
Retirada a tensdo, a cadeia do polimero tende a retornar ao seu estado de equilibrio
termodindmico voltando a ficar emaranhada (NAVARRO, 1997; LUCAS et al., 2001).

O emaranhado é um processo dinamico, pois as macromoléculas estdo em continuo
movimento. O tempo de relaxamento do material apds a aplicacdo de uma tensdo ou
deformacdo é determinado pela intensidade e duracdo dos emaranhados, uma vez que as
macromoléculas sempre tenderdo voltar ao seu estado de equilibrio (CALLISTER, 2002).

Desse modo, ensaios oscilatérios sdo de fundamental importancia no estudo do

comportamento reoldgico de polimeros (CANEVAROLO JR, 2002).

Paula Cressoni Martini



OBJETIVOS




Objetivos 35

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver geis de &cido hialurénico com diferentes massas moleculares, realizar o
controle microbiolégico das formulages, aléem de avaliar a seguranga, determinar suas
caracteristicas reoldgicas, assim como analisar seu perfil de liberacdo, permeacdo e retencdo

cutanea in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
O presente estudo teve por objetivos:

+ Desenvolver um gel de acido hialurénico com alta massa molecular e incorporar acidos
hialurénicos com massas moleculares menores (5 kDa, 11 kDa e 39 kDa);

e Realizar o controle de qualidade microbiologico dos quatro géis de &cido hialurénico com
diferentes massas moleculares e determinar o numero total de micro-organismos e
pesquisa de patdgenos, como Salmonella sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa;

e Avaliar a seguranca dos géis de acido hialurénico de diferentes massas moleculares
desenvolvidos através do teste de toxicidade dérmica aguda;

e Avaliar a seguranca pela determinagdo da citotoxicidade do &cido hialurénico com
diferentes massas moleculares, em cultura de células HepG2 (competente em metabolizar
compostos xenobidticos) e queratindcitos (incompetente em metabolizar compostos

Xenobioticos), utilizando o ensaio de MTT;
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e Analisar os parametros reoldgicos dos géis de &cido hialurénico com diferentes massas

moleculares;

e Auvaliar o perfil de liberacdo in vitro do &cido hialurénico, empregando modelo de

membrana sintético;

e Avaliar a permeacdo e retencdo cuténea in vitro do &cido hialurénico, empregando

modelo de membrana animal (pele de orelha de porco).



MATERIAL E METODOS
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 MATERIAS PRIMAS, REAGENTES E SOLVENTES

v 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT, SIGMA®),

v’ &cido glicurdnico (SIGMA®),

v &cido hialurénico MM 5 kDa, 11kDa, 39 kDa e superior a 39 kDa (Mapric®) que foram
cedidos pela empresa Termofrio de Séo Carlos-SP

v 4cido sulfdrico (EABRA®),

v 4gar bismuto sulfito (HIMEDIA®),

v’ égar cetrimida (HIMEDIA®),

v 4gar Mac Conkey (DIFCO®),

v’ 4gar nutriente (HIMED®),

v’ &gar Sabouraud (ACUMEDIA®),

v’ égar verde brilhante (ACUMEDIA®),

v 4gar Vogel Johnson (ACUMEDIA®),

v 4gar XLD (HIMEDIA®),

v élcool isopropilico (Merck®),

v antibiéticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL) (Sigma®),

v"aqua (agua destilada),

v caldo caseina-soja (OXOID®),

v caldo lactosado (MERCK®),
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v caldo selenito cistina (ACUMEDIA®),

v caldo tetrationato (OXOID®),

v carbazol (SIGMA®),

v dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich®),
v" membrana de 0,45 um de poro (Millipore),
v etanol (Merck, Chemis),

v fita adesiva (Scotch - 3M®),

v"hidroxido de sodio (NaOH),

v' meio de cultura MEM (Cultilab®),
v"membranas de celulose para tubos de dilise de 76 mm (Sigma-Aldrich®),
v"metanol (Merck, Chemis),

v PBS (phosphate buffer saline),

v soro fetal bovino (Cultilab®),

v tampado fosfato pH 7,4,

v tetraborato dissédico (VETEC®),

v tripsina (Gibco®).

4.1.2 EQUIPAMENTOS

v’ agitador (Minishaker JK, MS1),

v’ agitador de tubos (Phoenix AP56),
v autoclave vertical (Phoenix, AV 5C),
v balanga analitica (Bel Enginneering)

v balanca analitica (Gehaka®),
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v banho de ultrassom (Unique Ultrasonic Clear) (QUIMIS, Q-335D),

v' camara de fluxo laminar (VECO®),

v’ centrifuga (Eppendorf 5810 R),

v contador de coldnias (Phoenix®),

v'equipamento de permeacdo Microette (Hanson Research),

v espectrofotdbmetro no UV/VIS,

v estufa de ar circulante (Marconi®),

v estufa de CO; (Shel Lab),

v estufa para cultura bacteriolégica (Fanem-Orion®),

v estufa para cultura bacterioldgica (Quimis®),

v’ leitor de placas (Bio-rad Model 550),

v peagbmetro digital (Quimis®),

v' pipetadores automaticos com volume variavel de 10-100 pL, 100-1000 uL, 500-5000 pL
(Eppendorf®),

v redbmetro (Haake RS-1), sensor do tipo cone-placa (C35/2°Ti).

4.1.3 ACESSORIOS E VIDRARIAS

v baldo volumétrico,

v bico de bunsen,

v’ bisturi,

v camaras de Neubauer,

v garrafas de cultura celular de 25 e 75 cm? (TPP),
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v

laminas de microscopia,

laminulas de microscopia,

placas de 96 pocos para cultura celular (estéreis) (TPP),
tesoura,

tubos de 15 mL estéreis (TPP).

4.1.4 MATERIAL BIOLOGICO

v células HepG2 e HaCaT que foram cedidas pela Professora Dra Luisa L. Villa (Instituto
Ludwig) e Professora Dra Ana Paula de M. Loureiro (Universidade de S&o Paulo),

v" membrana biolégica (pele de orelha de porco dermatomizada 500 um), adquiridas do
Frigorifico Olho D’ 4gua da cidade de | pué no estado de Séo Paulo.

v ratos wistar fémeas, com peso de aproximadamente 160 g, fornecidos pelo Biotério do
Centro Universitario Herminio Ometto — UNIARARAS, mantidos a temperatura de
aproximadamente 20° C com fotoperiodo de 12 horas claro/escuro.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo de géis de acido hialurénico

Foi preparado como gel base, a mistura de agua e AH de alta massa molecular, sendo

pesado primeiramente o acido hialurénico e a agua destilada adicionada aos poucos, com

agitacdo constante até que todo o AH fosse solubilizado. Apds completa solubilizacdo e
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formacdo do gel, foi incorporado um dos AH de menores massas moleculares. Os produtos

desenvolvidos estdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Formulag6es desenvolvidas com quatro AH de massas moleculares diferentes.

MM do AH Gell Gel2 Gel3 Gel4d

5 kDa 3% - - -

11 kDa - 3% - -

39 kDa - - 3% -
Alta MM 3% 3% 3% 3%

Agua destilada gsp  100% 100% 100% 100%

Legenda: MM — massa molecular, AH — &cido hialurénico.
Os géis tiveram as caracteristicas organolépticas avaliadas para a verificacdo do estado
em que se encontravam as amostras. Para a avaliacdo macroscépica observou-se a cor, odor e
aspecto, assim como alteragdes como precipitacao e turvacdo (BRASIL, 2004).
O pH foi verificado através da dispersdao da amostra em agua recém-destilada na
proporcédo de 1:10 em temperatura ambiente, utilizando-se peagdmetro digital para os quatro

géis preparados (DAVIS, 1977).

4.2.2 Controle de qualidade microbioldgico

Para a pesquisa de micro-organismos viaveis foram transferidos 1 g do gel para 9 mL
de solucdo tampéo fosfato pH 7,2 (1:10). A mistura foi homogeneizada. Foram pipetados 1
mL da amostra e colocados em placas de Petri. O meio de cultura estéril, cerca de 20 mL, foi

vertido, fundido e resfriado a temperatura compativel com a fisiologia celular (45-48° C) sobre
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a amostra, que foi homogeneizada com movimentos em 8 ou S e esperada a solidificagdo em
temperatura ambiente. A técnica foi realizada em triplicata. Para bactérias, foi usado o meio de
cultura &gar nutriente e para fungos e leveduras foi utilizado o meio de cultura agar
Sabouraud.

As placas foram incubadas em estufa a 35° C por 2 dias para a pesquisa de bactérias e a
25° C por 7 dias para a pesquisa de fungos e leveduras. Apos este periodo, foi realizada a
contagem do nimero de colbnias e calculado o nimero de unidades formadoras de col6nia
(UFC/g), abrangendo o crescimento em superficie, em profundidade e no interior do gel (F.
Bras., 2010).

Para pesquisa de Salmonella e E. coli, foi transferido 1 g da amostra para o caldo de
enriquecimento que foi incubado a 35° C durante 24 a 48 h. Apds incubacdo, foram
transferidos 1 mL do caldo para tubo com caldo tetrationato, tubo com caldo selenito cistina e
placa com o meio Mac Conkey e incubados em estufa a 35° C por 24 a 48 h. Apds incubacao,
a amostra foi semeada do caldo tetrationato e do caldo selenito cistina para 3 tubos com agar
verde brilhante, 3 placas com &gar xilose-lisina-desoxicolato (XLD) e 3 placas com agar
bismuto sulfito que foram incubados a 35° C por 24 h. Observou-se o crescimento e as
caracteristicas das colonias (F. Bras., 2010; PINTO et al., 2010).

Para a pesquisa de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, 1 g da amostra
foi transferido para o caldo caseina-soja e incubado em estufa a 35° C por 24 horas. Apos este
periodo, as amostras foram semeadas no agar VVogel Johnson e sal de manitol, para a pesquisa
de Staphylococcus aureus e no agar cetrimida, para a pesquisa de Pseudomonas aeruginosa,
as placas foram incubadas a 35° C por 24 horas. Apds este periodo observou-se o crescimento

de colbnias (F. Bras., 2010; PINTO et al., 2010).
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O controle de qualidade microbiolégico foi realizado com os géis preparados sete dias
antes da anélise, para garantir a confiabilidade do resultado. O método realizado foi o pour

plate por proporcionar crescimento de micro-organismos aerobios e anaerobios.

4.2.3 Avaliagdo da toxicidade dérmica aguda

O teste de avaliacdo da toxicidade dérmica aguda desenvolvido neste projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e Mérito Cientifico do Centro Universitério
Herminio Ometto - Uniararas, protocolo n® 077/2010 (anexo 1).

Os animais utilizados foram ratos wistar fémeas, idade ao redor de 40 dias, com peso
aproximado de 160 g. Os animais foram adaptados ao biotério de experimentagdo por 5 dias
antes do inicio dos ensaios biolégicos. O manuseio dos animais foi realizado dentro dos
principios éticos, zelando para que ndo sofressem dores ou vivenciassem angustia durante o
periodo experimental (OECD, 2002). Os animais foram mantidos em livre acesso a
alimentacdo e a agua, ambiente com temperatura de 20 + 1° C, umidade monitorada e
fotoperiodo de 12 horas claro/escuro.

O teste de avaliacdo da toxicidade dérmica aguda foi realizado baseado no Guia de
Avaliacdo de Seguranca de Produtos Cosméticos (BRASIL, 2003a), que consistiu na aplicacao
Unica do produto testado, para avaliar se as diferentes massas moleculares do &cido
hialurénico, assim como sua elevada concentracdo pudessem apresentar riscos irritativos e
alergénicos.

Foram utilizados 25 animais, nos quais se realizou a tricotomia, por depilacdo manual
do dorso, para aplicacdo dos géis 24 horas antes do ensaio. Os animais foram divididos em 5

grupos com 5 individuos cada, sendo que o grupo 1 recebeu aplicagdo topica de dgua destilada
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como base, 0 grupo 2 recebeu aplicacdo topica do gel de &cido hialurbnico de alta massa
molecular, o grupo 3 recebeu aplicacdo topica do gel de acido hialurdnico de alta massa
molecular com acido hialurénico de massa molecular 5 kDa, o grupo 4 recebeu aplicacdo
topica do gel de acido hialurnico de alta massa molecular com acido hialurdnico de massa
molecular 11 kDa e o grupo 5 recebeu aplicacdo topica do gel de acido hialurdnico de alta
massa molecular com &cido hialurénico de massa molecular 39 kDa.

Uma dose de 0,5 g das amostras foi aplicada sobre a pele tricomizada do animal, em
uma éarea pré determinada de 3 cm®. Ap6s a aplicacio das amostras, foi colocado sobre o local
uma gaze oclusiva (compressa de gaze presa por fita crepe) que foi mantido por 4 horas. Ao
final do periodo de exposicao, a gaze foi retirada e a regido lavada com agua destilada, para
eliminar os residuos da amostra testada, de modo a ndo alterar a resposta existente ou a
integridade da epiderme (BRASIL, 2003a).

A observacdo dos sintomas de irritacdo cutanea (edema e eritema) nos animais e
anotacdo das respostas foi efetuada apds sessenta minutos, 24 e 72 horas apds retirar as
compressas. Um periodo de observagdo mais longo (7 dias apos a aplicacdo da amostra) foi
realizado para verificar o carater reversivel ou irreversivel da resposta.

As lesbes foram classificadas de acordo com o sistema empregado pelo Federal
Hazardous Substances Act of the USA, criado por DRAIZE et al. (1944).

Valores de graduacdes foram atribuidos as respostas obtidas no teste de irritacdo
priméria da pele. O Quadro 1 atribui pontuacéo para cada tipo de resposta observada (PINTO

et al., 2010)
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Quadro 1: Valores atribuidos as respostas obtidas no teste de toxicidade dérmica aguda

Respostas da pele vValor
Formacéo de Eritema e Escaras

Sem eritema 0
Eritema muito leve 1
Eritema bem definido 2
Eritema moderado a severo 3
Severo eritema (vermelho beterraba) e leve formacdo de 4
escara (injurias em profundidade)

Formacéo de Edema

Sem edema 0
Edema muito leve (pouco perceptivel) 1
Edema leve (bordas de area bem definidas, elevagcdo bem 2
definida)

Edema moderado (elevagédo de = 1 mm) 3
Edema severo (elevagdo > 1mm ao redor da &rea exposta) 4

Fonte: PINTO et al., 2010

De acordo com o valor obtido, as substancias sdo classificadas de acordo com o

Quadro 2 (PINTO et al., 2010):
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Quadro 2: Avaliacdo do indice de irritacao

3/8 = Indice de irritagio Avaliacdo

0,000 Sem irritacéo

0,04 —0,99 Irritacdo pouco perceptivel
1,00 -1,99 Irritacdo leve

2,00 -2,99 Irritacdo branda

3,00 -5,99 Irritacdo moderada

6,00 —8,00 Irritacdo severa

Fonte: PINTO et al., 2010

4.2.4 Avaliacdo da atividade citotdxica pelo método MTT

Para 0 experimento, foram utilizadas linhagens celulares de HepG2 (hepatoma humano
com capacidade de metabolizagdo de xenobidticos), e HaCaT (queratindcitos humanos
metabolicamente incompetentes) que foram cultivadas e mantidas em meio de cultura MEM,
suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1% de solucdo de antibi6tico (penicilina 1000
Ul/mL contendo estreptomicina 250 mg/mL e 1% de L-glutamina 200 mM), e deixadas em
estufa a 37° C contendo 5% CO,. A monitoracdo do crescimento celular foi realizada com
auxilio de microscépio invertido (MORGAN, 1998).

Para 0 processo de quantificagdo foram colocados em eppendorf 10 uL de células
(HepG2 ou HaCaT) e 90 uL de liquido de Lazarus, corante utilizado para facilitar a contagem
das células. Retirou-se entdo uma aliquota de 10 pL, colocada na camara de Neubauer para a

sua quantificacdo. Foram plaqueadas, entdo, 1x10° células de linhagens tumorais e
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queratinocitos em microplacas de 96 pocgos para cada linhagem. Apos plagueamento, foram
incubadas por 24 h em estufa a 37° C contendo 5% CO,.

Ao fim da incubacdo de 24 h, dividiu-se a placa para que fosse possivel colocar 12
pocos com controle negativo, 12 pogos com controle positivo e no restante dos pocos fossem
colocados diferentes concentracdes da amostra. Usou-se como controle negativo o meio de
cultura MEM, suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de solucdo de antibiotico
(penicilina 1000 Ul/mL contendo estreptomicina 250 mg/mL e 1% de L-glutamina 200 mM).
Para o controle positivo usou-se uma solugdo a 10% de dimetilsulfoxido (DMSO), pois esta
substancia é sabidamente toxica para as celulas (YU & QUINN, 1998). As linhagens foram
tratadas com concentracGes decrescentes da amostra (200; 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 mg/mL).
Ap0s o tratamento, as placas foram incubadas por 24 h em estufa a 37° C contendo 5% CO,.

Para a avaliacdo da citotoxicidade, utilizou-se o método colorimétrico 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolium (MTT) descrito por MOSMANN (1983).

Apos o periodo de incubacdo, adicionaram-se aos pogos de cultivo celular, 100 uL de
MTT na concentracdo de 1 mg/mL que foram incubadas por mais 3 horas em estufa
umidificada contendo 5% de CO, a 37° C.

ApoOs este periodo, acrescentou-se alcool isopropilico e as placas foram agitadas
durante 5 minutos. Em seguida, a absorvancia correspondente a cada amostra foi medida no
leitor de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) a 560 nm. A absorvancia obtida das
celulas controle, ndo-tratadas, foi considerada como 100% de viabilidade celular
(MOSMANN, 1983).

Os experimentos foram realizados em triplicatas e a anélise estatistica foi feita pelo

teste ANOVA (BRASIL, 2004).
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4.2.5 Reologia

As amostras tiveram seu comportamento reoldgico avaliado em redmetro HAAKE
modelo RHEOSTRESS RS-1 utilizando o sensor do tipo cone-placa (C35/2 °Ti) e os dados
analisados pelo software Rheowin 3.5 (RIBEIRO et al., 2004; ISAAC et al., 2008).

Os géis foram submetidos a analise do comportamento reoldégico completo, no qual
foram determinadas as propriedades de fluxo, a tixotropia e a area de histerese, com tensdo de
cisalhamento de 0-100 Pa por um periodo de 120 segundos para curva ascendente e 120
segundos para a curva descendente, obtendo dados a cada segundo, na temperatura de 32° C
(RIBEIRO et al., 2004; ISAAC et al., 2008).

A rampa de tensdo com limite de escoamento foi analisada usando uma tenséo de
cisalhamento de 0,0-10 Pa, por 300 segundos, com dados a cada segundo, a 32° C e a
varredura de tensdo foi realizada mantendo a frequéncia constante (1Hz) e tensdo variando de
0ab50Pa, a32°C.

Para a varredura de frequéncia, foi mantida a tensdo constante (0,5 Pa) e a frequéncia
variando de 0,1 a 100 Hz, a 32° C. A fluéncia e relaxagcdo (ou Creep and recovery), foram
analisadas com tenséo de fluéncia de 1 Pa por 100 segundos e relaxacdo por mais 100

segundos a 32° C (RIBEIRO et al., 2004; ISAAC et al., 2008).

4.2.6 Estudo da liberacdo, permeacao e retencéo cutanea in vitro

4.2.6.1 Escolha da solucéo receptora
O AH foi solubilizado em diferentes solventes e sistemas solventes para escolha do
melhor solubilizante, que constituiria a solucdo receptora. Para isso, foram usados a agua, o

tampéo fosfato pH 7,2, o metanol puro e o metanol a 50%.
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A solucdo receptora escolhida foi o tampédo fosfato pH 7,2 preparada segundo a

Farmacopeia Brasileira (2010). O pH foi ajustado com solucéo de hidréxido de sodio a 1 N.

4.2.6.2 Método de quantificacao

O método de quantificacdo do &cido hialurénico foi realizado segundo a Farmacopeia
Portuguesa (2000). As amostras foram preparadas, reagidas com carbazol e medidas em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 530 nm.

A linearidade do método foi realizada, utilizando-se seis concentrac@es diferentes: 65,
52, 39, 26, 13 e 6,5 pg/mL. Segundo a legislacéo vigente, linearidade € a capacidade do
método analitico, de comprovar que o resultado obtido é diretamente proporcional a
concentragdo do analito, dentro de um intervalo especifico, sendo determinada a analise de no
minimo 5 concentragdes diferentes e o coeficiente de correlacédo seja igual ou maior que 0,99
(BRASIL, 2003b).

Foram elaboradas curvas analiticas utilizando como diluente o tampdo fosfato e a
mistura a 50% de metanol:agua. Para garantir a linearidade do método repetiu-se 7 vezes a

metodologia para cada diluente utilizado.

4.2.6.3 Estudo de liberacéo in vitro

Para o estudo de liberacdo, foram utilizadas células de Franz modificadas, com uso de

equipamento com seis células de difusdo, como ilustram as Figuras 4 e 5.
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AMOSTRA

Figura 4: Célula de difusdo do tipo Franz utilizada em testes in vitro de permeacao

cutanea (modificado de www.hansonresearch.com).

-0

Figura 5: Fotografia do sistema de difusdo do tipo Franz formado por seis células

A solucéo receptora foi mantida a 37° C com banho termostatizado de agua circulante e
constante agitacdo a 300 rpm. As membranas sintéticas de celulose foram previamente
tratadas com agua destilada fervida para depois serem colocadas sobre a célula de difuséo,
mantendo-as em contato com o meio receptor e aproximadamente 200 mg de amostras do gel

foram adicionadas (SHAH et al., 1999).

O teste foi realizado em quadriplicata para os géis utilizados neste estudo. O meio

receptor foi coletado apés 1, 2, 4, 6, 8 e 12 horas e tiveram as concentragdes determinadas.
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4.2.6.4 Estudo da permeacéo e retencéo cutanea in vitro

Foram usadas membranas bioldgicas obtidas da regido externa da pele da orelha de
porcos, jovens e albinos, logo apds o abate.

As orelhas foram selecionadas (descartou-se as partes com lesdes, aranhdes e
manchas), lavadas (retirado o excesso de agua com papel absorvente), cortado o excesso de
pelos, dissecadas (com pinca e bisturi) e posteriormente dermatomizadas com espessura de

aproximadamente 500 um (SCCP, 2006), como ilustraa Figura 6.

Figura 6: Pele do porco sendo preparada para ser utilizada no teste de permeacao cutanea.

As peles dermatomizadas foram acondicionadas em filme plastico, papel aluminio e
mantidas em congelador até 0 momento do uso, ndo ultrapassando um periodo de 30 dias
(BILLICH et al., 2004).

Para o estudo da permeacao, o sistema de difusdo utilizado, assim como as condicGes,
foram as mesmas do teste de liberacdo. Os fragmentos da pele de porco dermatomizados
foram colocados sobre as células de difusdo, com a epiderme voltada para o compartimento
doador e a derme em contato com a solugdo receptora, tendo o cuidado para ndo formar
bolhas, e colocou-se 200 mg do gel sobre o estrato corneo. O meio receptor foi coletado apds
2, 4 e 8 horas e a concentracdo determinada. O experimento foi realizado em quadruplicata

(SCCP, 2006).
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4.2.6.5 Estudo da retencao no estrato corneo in vitro

Apdbs a permeacgdo cutanea, as peles foram retiradas da célula de difusdo, o excesso de
gel foi removido com agua destilada, e secou-se com papel absorvente. As peles foram, entéo,
submetidas ao procedimento de tape stripping.

Fixou-se a pele em suporte de isopor para que a area de exposicdo fosse submetida a
extracdo do estrato corneo, em que 12 fitas adesivas foram pressionadas e puxadas sobre a
pele, a primeira fita foi desprezada para retirar o excesso do produto e as fitas restantes foram
transferidas para tubos contendo 2 mL de metanol e 2 mL de agua destilada. Os tubos foram
agitados em vortex por 1 minuto e ap6s foram sonicados por 15 minutos em banho de
ultrassom para rompimento das células (HADGRAFT, 2004).

Determinou-se a concentracdo de AH no sobrenadante. O experimento foi realizado em

quadriplicata.

4.2.6.6 Estudo da retencéo da epiderme e derme in vitro

Apos a retirada do estrato corneo, a area da pele exposta a permeacao foi delimitada,
recortada e picada com bisturi e tesoura. Os fragmentos foram recolhidos em tubos contendo 2
mL de metanol e 2 mL de agua destilada e, entdo, submetidos a sonicacdo por 30 minutos em

banho de ultrassom, para rompimento das células (HADGRAFT, 2004).

Determinou-se a concentragdo de AH no sobrenadante que foi retido na derme e

epiderme. O experimento foi realizado em quadriplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparo dos geis de acido hialurdnico

O AH, quando em solugdo aquosa, tem capacidade de intumescimento, caracteristica
de substancias poliméricas. Assim, a mistura do acido hialurénico de alta massa molecular e a
agua, como era esperado, resultou na formacdo do gel base. Nesta mistura, foram
incorporados, individualmente outros trés acidos hialurdnicos com massas moleculares
menores, obtendo-se Gel 1 (pela incorporacdo de AH de 5 kDa), Gel 2 (pela incorporacédo de
AH de 11 kDa) e Gel 3 (pela incorporacdo de AH de 39 kDa), sem que apresentasse mudancas
aparentes a formulagéo.

A interacdo entre as moléculas de &gua e o grupo carboxila e N-acetila conferiram ao
polimero a capacidade de retencdo de agua e certa rigidez, limitando sua flexibilidade

(HARDINGHAM, 2004). As caracteristicas organolépticas dos géis estdo na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas organolépticas dos quatro géis preparados.

Gel 1 Gel 2 Gel 3 Gel 4
pH 6,5 6,5 6,5 6,5
Coloracao Amarelado Amarelado Incolor Incolor
Odor Inodoro Inodoro Inodoro Inodoro
Aparéncia Gel sem Gel sem Gel sem Gel sem

evidéncias de
contaminacgéo

apos 7 dias.

evidéncias de
contaminagao

apos 7 dias.

evidéncias de
contaminacao

apos 7 dias.

evidéncias de
contaminacgéo

apos 7 dias.
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Os géis preparados apresentaram pH 6,5, ndo sendo preciso sua correcao, pois 0S

valores estdo compativeis com o pH cutaneo, podendo estar entre 5,5 e 6,5.

5.2 Controle de qualidade microbioldgico

Foram considerados dois aspectos para a definicdo de limites microbianos, quanto a
seguranca para 0 usuario e quanto a tolerdncia quantitativa da carga microbiana saprofitica,
para manter a integridade do produto (PINTO et al., 2010).

Segundo as recomendacdes oficiais de limite de contaminacdo microbiana para
produtos cosméticos, como géis, as amostras encontraram-se dentro dos parametros
preconizados para cosméticos do tipo Il, sendo aprovado para o controle microbiologico (F.
Bras., 2010; BRASIL, 1999).

A Tabela 3 apresenta os resultados da avaliagdo microbiolégica dos quatro géis
estudados e, como pode ser observados todos estdo dentro dos limites preconizados pela
literatura para a contagem de micro-organismos Viaveis e para a pesquisa de patdgenos (F.

Bras., 2010).
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Tabela 3: Resultado do controle de qualidade microbiolégico dos quatro géis de AH com

diferentes massas moleculares

Micro-organismos Gell Gel 2 Gel 3 Gel 4 Recomendado*
Bactéria (UFC/g) <10 <10 <10 <10 <10°
Fungos/ Leveduras (UFC/g) <10 <10 <10 <10 <10?
Salmonella sp. Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Escherichia coli Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
P.aeruginosa Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

S. aureus Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

*Recomendado pela F. Bras., 2010.

5.3 Avaliacdo da toxicidade dérmica aguda

Uma das responsabilidades dos formuladores é assegurar que 0 cosmético seja seguro
nas condicGes normais ou previsiveis de uso. A avaliacdo de seguranca precede a colocagdo do
produto cosmético no mercado (BAKER & BRUNER, 1997; BRASIL, 2003).

Durante o teste de toxicidade em cosméticos é importante observar a formacgao de
edema, eritema e escaras (PINTO et al., 2010). Neste caso, os valores de graduaces foram
atribuidos as respostas obtidas no teste de irritacdo primaria da pele (PINTO et al., 2010).

Os valores obtidos foram iguais a zero, pois nenhum dos animais tratados, tanto no
grupo tratado apenas com agua destilada, quanto nos grupos tratados com acido hialurdnico
com diferentes massas moleculares apresentaram sinal de eritema e/ou edema no local da

aplicacdo, como pode ser observado nas Figuras 7 a 11.
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Figura 7: a) Dorso do rato apos a depilagdo manual e b) dorso do rato que recebeu

aplicacdo de agua destilada ap6s 72 horas

Figura 8: a) Dorso do rato ap6s a depilagdo manual e b) dorso do rato que recebeu

aplicacéo do Gel 1 ap6s 72 horas

Figura 9: a) Dorso do rato apos a depilagdo manual e b) dorso do rato que recebeu

aplicacdo do Gel 2 apds 72 horas
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Figura 10: a) Dorso do rato apos a depilagdo manual e b) dorso do rato que recebeu

aplicacdo do Gel 3 apds 72 horas

Figura 11: a) Dorso do rato apés a depilacdo manual e b) dorso do rato que recebeu

aplicacdo do Gel 4 apds 72 horas

A pele dos animais permaneceram integras apds 60 minutos, 24 horas, 72 horas e 7
dias das aplicacOes e analises. Apos estes periodos nenhum dos animais possuia qualquer tipo
de reagdo eritematosa ou edematosa, o que significa que as amostras ndo possuem efeito
irritante tardio. Dessa forma, os géis de acido hialurénico ndo apresentaram irritacdo dérmica,
sendo considerados seguros, e podendo ser aplicados até mesmo em area sensivel, como a
face.

O teste de aplicacdo tdpica Unica é importante para se ter informacdes a respeito do
produto, conseguindo detectar irritantes fortes e moderados em que uma Unica aplicacdo é

suficiente para causar uma resposta (PINTO et al., 2010).
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5.4 Avaliacdo da atividade citotoxica pelo método MTT

A avaliagdo da citotoxicidade pode ser usada para prever a toxicidade em humanos e
para selecdo dos produtos quimicos (SCHEERS et al., 2001).

Para o teste foi utilizado o método colorimétrico 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil
brometo de tetrazolio (MTT) descrito por MOSMANN (1983), que consiste em medir
indiretamente a viabilidade celular pela atividade enzimatica mitocondrial das células vivas. E
uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-
H-brometo de tetrazélio (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente viaveis.

A medida da citotoxicidade do acido hialurénico com diferentes massas moleculares (5
kDa, 11 kDa e 39 kDa) foi realizada pela viabilidade celular calculada em relagdo ao controle
de células, correspondente a 100%. A Figura 12 representa as curvas de viabilidade celular
realizadas utilizando a linhagem HepG2 e a Figura 13 representa as curvas de viabilidade

celular realizadas utilizando a linhagem HaCaT.
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#® AH MM 5 kDa
|
AH MM 11 kDa

A
AH MM 39 kDa

Figura 12: Curvas de viabilidade celular realizada para os acidos hialurénicos com massas

moleculares de 5 kDa, 11 kDa e 39 kDa utilizando a linhagem HepG2.

& AH MM 5 kDa
|
AH MM 11 kDa

A
AH MM 39 kDa

Figura 13: Curva de viabilidade celular realizada para o &cido hialurénico com massas

molecular de 5 kDa, 11 kDa e 39 kDa utilizando a linhagem HaCaT.
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Os pogos contendo controle negativo e 0s pogos contendo as diferentes concentracfes
da amostra foram levados para leitura em leitor de placas e suas absorvancias foram
comparadas. Apos leitura e comparacdo dos valores das absorvancias dos pogos teste e dos
pocos controle foi evidenciado que ndo houve diferencas significativas entre os valores dos
grupos teste e do controle negativo (p < 0,05), indicando auséncia de atividade citotoxica para
as linhagens celulares HepG2 e HaCaT nas doses testadas.

Este resultado mostra a seguranca do ativo para utilizacdo em cosméticos, uma vez que
a avaliacdo da citotoxicidade pode ser utilizada como uma forma preliminar de estudar a
toxicidade do ativo para o ser humano. A auséncia de toxicidade do ativo pode ser devido ao

fato de que o AH é um dos principais glicosaminoglicanos da derme.

5.5 Comportamento reolégico

Para a determinacdo do comportamento reoldgico foram plotadas as médias dos

valores obtidos, em triplicata, para todas as curvas e reogramas.

5.5.1 Curvas de fluxo

As curvas de fluxo para as amostras analisadas neste trabalho séo apresentadas pela
Figura 19. Os quatro géis de acido hialurdnico apresentaram comportamento ndo-Newtoniano.
De acordo com a Lei de Newton, ndo-Newtoniano € todo fluido cuja relacdo entre a tensdo de
cisalhamento e a taxa de cisalhamento ndo é constante, considerando a temperatura e a pressao

constante (SCHRAMM, 2006).
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O valor de cedéncia representa a minima tensdo necessaria para que o produto escorra
ou flua. Assim, pode-se afirmar que os géis 2, 3 e 4 apresentaram uma pequena resisténcia
para iniciar o fluxo, mas ao atingir a tensdo de 0,5 Pa, os produtos fluem. Do ponto de vista
pratico, durante o espalhamento do produto na pele, eles podem apresentar pequena
dificuldade na extrusédo e na espalhabilidade até que seja atingido o valor de cedéncia.

Os géis apresentaram comportamento anti-tixotropico, pois foi possivel verificar a
presenca de area de histerese entre as curvas de subida (0-100 s™) e descida (100-0 s™), sendo
que os valores de tensdo de cisalhamento exibidos pelos geis na curva de descida foram

superiores ao da curva de subida (SCHRAMM, 2006).

600
500 —
=
&
o
= 400 - o
£ 5 1
= 5 — = 1(0-100s™)
< D -1
S 300 — o1 (100-0s™)
é { =& 2 (0-100s™)
S 20047 2 (100-0s")
2 Ej' —e—3(0-100s™)
s b )
= 100 o —0—3(100-0s™)
_E‘ 4 (0-100s™)
4 (100-0s™)
0-r T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Taxa de cisalhamento (1/s)

Figura 19: Curvas de fluxo dos quatro géis de acido hialurénico.
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A tabela 4 mostra os valores de tixotropia, esses valores representam o tempo que o
sistema permanece desorganizado apos o cisalhamento. Esse tempo parece estar relacionado

com a liberacgdo do ativo.

Tabela 4: Valores de tixotropia para os géis de AH

Géis Valores de tixotropia
1 -2086,5
2 -823,5
3 -966,0
4 -721,9

5.5.2 Limite de escoamento

O ensaio para avaliacdo do limite de escoamento permite a avaliacdo do yield stress, ou
seja, a tensdo necessaria para que a amostra comece a fluir. Neste caso, observa-se pela Figura
20 que todos 0s géis necessitam de tensdo proximo a 0,05 Pa para que comecem a se
deformar. Entretanto, o gel 1 que, de acordo com as curvas de fluxo, foi o que apresentou

maior viscosidade, foi a formulacdo que sofreu menor deformagéo em comparagéo as outras.
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Figura 20: a) Limite de escoamento dos quatro géis de acido hialurénico, b) Limite de

escoamento dos quatro géis de acido hialurénico em menor escala.

5.5.3 Varredura de tenséo

A varredura de tensdao é um ensaio preliminar que permite avaliar a faixa de tensdo em
que a amostra esta em condicdo de analise adequada, ou seja, que ndo sofre deformacdes em
sua estrutura, apresentando seu comportamento real (BARRY & WARBURTON, 1968).

Pela Figura 21 observou-se que esta formulagdo apresenta um comportamento linear na
faixa de tensdo variando entre 0,1 e 10 Pa. Portanto, nas analises posteriores a este ensaio que
foram efetuadas, a tensdo escolhida para os estudos foi de 1 Pa, ou seja, valor de tensdo dentro

da faixa linear de viscoelasticidade.
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Figura 21: Varredura de tenséo dos quatro geis de &cido hialurdnico.

5.5.4 Varredura de frequéncia

No ensaio de varredura de frequéncia, conforme ilustra a Figura 22, as amostras
apresentaram valores de G' maiores que G'’, com excecdo do Gel 1, entretanto, com o
aumento do cisalhamento ocorreu uma inversao na caracteristica desta formulacéo, tornando-
se mais elastica do que viscosa, umavez que G’ torna-se maior que G”, como as outras.

Como G’ é maior que G’’, pode-se afirmar que as formulacfes sdo estaveis, pois
apresentaram modulo elastico (ou de armazenamento) maior que 0 modulo viscoso (ou de

perda) como pode ser observado na Figura 22.
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Figura 22: a) Varredura de frequéncia dos quatro géis de acido hialurénico, b) Varredura de

frequéncia dos quatro géis de &cido hialurénico em menor escala.
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5.5.5 Fluéncia e relaxagdo

No ensaio de fluéncia e relaxacdo, Figura 23, 0s géis apresentaram comportamento
viscoelastico, sendo descrito pelo modelo matematico de formulagdes com apenas uma
unidade viscoelastica, isso significa que esta formulacdo quando cessado o cisalhamento tem
mais facilidade de recuperacdo, o que é comprovado pela auséncia anti-tixotropia nas curvas
de fluxo dos géis. A pequena recuperacdo observada na relaxacdo deste teste é devido a
pequena diferenca entre os valores dos mddulos elasticos e viscosos destas formulacdes, que
apesar de serem mais elasticas apresentam modulos viscosos com valores muito semelhantes,

conforme Tabela 5.

0,75 -
0,70 -
0,65 -
0,60
0,55 -
0,50
0,45 -
0,40 -
0,35
0,30 -
0,25 -
0,20 -
0,15 -
0,10 -
0,05 p
0,00 : : : : : : :
0 50 100 150 200

Complianca (1/Pa)

Tempo ()

Figura 23: Fluéncia e relaxacdo dos quatro géis de acido hialurdnico.
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Tabela 5: Valores de complianca (J) e porcentagem de recuperacgao apresentados pelos

géis no teste de fluéncia e relaxacao.

Gel Jem100s Jem200s 9% de recuperacao

1 0,313 0,310 99,04
2 0,653 0,647 99,08
3 0,679 0,677 99,7
4 0,491 0,489 99,6

5.6 Estudo da liberacéo, permeacéao e retencédo cuténea in vitro

5.6.1 Escolha da solucgéo receptora

Para 0 estudo da liberacdo, permeacdo e retencdo cutinea in vitro foi necessario
realizar testes prévios de solubilidade do acido hialurénico para a escolha da solugédo
receptora.

O é&cido hialurénico mostrou-se sollvel no tampdo fosfato, sendo, portanto, a solucao
receptora de escolha. Para o preparo do tampdo os sais foram solubilizados em agua destilada

e o pH foi ajustado para 7,4 (F. Bras., 2010).

5.6.2 Método de quantificacdo

O método classico para a quantificacdo do acido hialurénico é por colometria pelo
método do carbazol (F. Portuguesa, 2000). Para os ensaios de liberacdo e de permeacao
cuténea, elaborou-se curva analitica do AH em tampéo pH 7,2 e para o0 ensaio de retencdo no
estrato corneo e epiderme e derme, elaborou-se a curva analitica em metanol:dgua (1:1).

A quantificagdo do acido hialurdnico mostrou linearidade na faixa de concentragéo

utilizada de: 65, 52, 39, 26, 13 e 6,5 ug/mL. A Figura 24 representa a curva analitica de &cido
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hialurénico usando como solvente o tampdo fosfato que apresentou equacéo da reta y = 0,006x

- 0,002 e coeficiente de correlagcdo de 0,998.

Figura 24: Curva analitica do acido hialurénico usando como solvente o tampéo fosfato

A Figura 25 mostra a curva analitica de &cido hialurénico usando como solvente a
mistura metanol:agua (1:1) que apresentou equacao da reta y = 0,008x — 0,000 e coeficiente de

correlacdo de 0,999.

Figura 25: Curva analitica do &cido hialurénico usando como solvente a mistura

metanol:agua (1:1)
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5.6.3 Estudo de liberacéo in vitro

O sistema de difuséo utilizado constou de seis células de difusdo, que consistem de um
compartimento doador, onde se adiciona a formulacdo, e um compartimento receptor, onde se
coleta a solucéo receptora a ser analisada.

O produto foi colocado sobre a membrana sintética de celulose e a passagem do acido
hialurénico, pela membrana para o compartimento receptor, foi monitorado pela analise da
amostra do liquido receptor coletado nos diferentes tempos. Os quatro géis foram analisados,
nos tempos 1, 2, 4, 6, 8 e 12 horas.

O gel contendo apenas acido hialurdnico com alta massa molecular ndo foi identificado
no liquido receptor AH em nenhum dos tempos. Portanto, os valores encontrados de liberacéo
de AH para os géis 1, 2 e 3 serdo considerados como liberados apenas os AH de menores
massas moleculares.

Para os géis 1, 2 e 3 foi possivel identificar no liquido receptor a presenca de AH. A
quantificacdo do AH nos géis 1, 2 e 3 pode ser observada na Tabela 6 que descreve as

concentracdes liberadas nos seis tempos analisados.
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Tabela 6: Valores e porcentagens das concentracdes (ug/mL) liberadas de AH dos géis

Tempo da Gel 1 Gel 2 Gel 3
analise Concentragdo (ung/mL)  Concentragdo (ug/mL)  Concentragdo (ng/mL)
(horas) % liberada % liberada % liberada

1 1,38 6,0 13,83
0,129 0,561 1,299
2 3,16 11,5 30,27
0,295 1,075 2,829
4 5,33 25,75 52,5
0,498 2,406 4,906
6 8,5 40,58 89,97
0,794 3,792 8,408
8 18,5 57,67 120,77
1,729 5,389 11,287
12 20,5 59,38 139,67
1,916 5,549 13,053

O grafico de quantidade de composto ativo no meio receptor em fungdo do tempo
fornece o perfil de liberacdo e o fluxo de passagem do ativo para a solucdo receptora é
representado pela inclinacdo da curva, ou seja, pelo coeficiente angular da equacdo (SHAH et
al., 1989).

A avaliacdo do modelo cinético de liberacdo mais adequado foi realizada a partir de
trés graficos. A Figura 26 representa 0 modelo de cinética de zero ordem, em que a
dissolugéo ocorre em velocidade constante, sendo independente da concentragdo do composto
ativo, utilizando a concentracdo em funcdo do tempo. A Figura 27 representa 0 modelo de

cinética de primeira ordem, através da relacdo logaritmica da porcentagem de ativo retido em
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funcdo do tempo. A Figura 28 representa a aplicacdo da equacéo de Higuchi, que relaciona a
quantidade de substéncias liberadas em funcéo da raiz quadrada do tempo.
As Figuras 26 a 28 apresentam a comparacgéo de cinéticas de liberacdo, com a intengéo

de verificar o modelo cinético de liberagdo dos diferentes sistemas e qual foi 0 mais adequado.

Figura 26: Modelo de cinética de liberagdo de zero ordem

Figura 27: Modelo de cinética de liberacdo de primeira ordem
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Figura 28: Modelo de cinética de liberacdo com aplicacdo da equacdo de Higuchi

Pode-se observar que o modelo cinético de liberacdo mais adequado para o gel 1 foi o
de zero ordem. Este modelo sugere que a velocidade de liberacdo ocorre em uma velocidade
constante, sendo independente da concentragéo do ativo.

O modelo cinético de liberacdo mais adequado para o gel 2 e 3 foi 0 de Higuchi, que
descreve a difusdo de substancias contidas nos sistemas matriciais, relacionando a quantidade
de substancia liberada com a raiz quadrada do tempo.

Um ponto que pode estar exercendo influencia e deve ser futuramente investigado é a

possivel modificacdo na estrutura dos géis, em funcéo da mistura de AH.

5.6.4 Estudo da permeacédo e retencéo cutanea in vitro
A pele de orelha de porco foi selecionada para esta pesquisa por ser de facil aquisigéo,
histologicamente e bioquimicamente semelhante & pele humana, e com caracteristicas de

permeabilidade cutaneas semelhantes (ANDEGA et al., 2001).
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O teste de permeacdo cutanea permite avaliar a quantidade de ativo que permeou a
pele, podendo ser absorvido na corrente sanguinea. O estudo foi realizado para os quatro geéis
e nenhum teve a capacidade de permear a pele do porco. Este resultado era esperado devido ao
alto peso molecular do AH, sendo a principal resisténcia a passagem de compostos através da
pele ser causada pela estrutura compacta do estrato corneo. Em produtos dermatoldgicos é
desejavel que o farmaco administrado tenha pequeno fluxo e, alta retentividade nas
membranas (ARMSTRONG et al., 1997; HANDGRAFT, 2004).

A camada cornea que ficou exposta a permeacdo sofreu o processo de tape-stripping
para verificar o quanto do ativo ficou retido no estrato corneo e a pele restante (epiderme sem
estrato cérneo e derme) foi cortada em pedacgos bem pequenos e submetida a extracdo do ativo

retido, com o uso de solvente adequado. Os valores encontrados estdo na Tabela 7.

Tabela 7: Valores de AH retido no estrato corneo e na epiderme/derme para os géis de AH

Tempo (h) 2 4 8

Gel 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

REC (ng/mL) 7,33 6,33 2,83 275|103 750 6,33 537|126 9,16 7,83 6,375

RDE(ug/ml) O O O O [533 487 337 250|675 6,33 575 4,375

Legenda: REC - retido estrato corneo, RDE —retido derme e epiderme.

Para uma formulacdo antienvelhecimento os resultados sdo favoraveis, uma vez que
em formulagdes dermatoldgicas ndo se deseja que o ativo atinja a circulagdo sanguinea,
embora seja importante que penetre além da superficie da pele, ou seja, atinja o estrato cérneo,

a epiderme e a derme.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os objetivos propostos e os resultados obtidos pode-se verificar que a
metodologia empregada neste estudo mostrou-se adequada e de facil execucao.

Atraveés dos resultados obtidos pode-se observar que a mistura do acido hialurdnico e a
agua, como era esperado, resultou na formacdo de gel consistente, sendo possivel o
desenvolvimento do gel de AH de alta massa molecular, incorporado de AH de menores
massas moleculares.

As amostras analisadas microbiolégicamente encontram-se dentro do limite permitido
para a contagem de micro-organismos Vviaveis e ausentes para a pesquisa de patdgenos.

O resultado da determinacdo do potencial toxico provou que os géis de acido
hialurdnico ndo apresentaram irritacdo dérmica, podendo ser considerados seguros. Os
resultados do MTT indicaram auséncia de atividade citotoxica para as linhagens celulares
HepG2 e HaCaT nas doses testadas, ndo sendo evidenciadas diferencas significativas entre os
valores dos grupos teste e do controle negativo. Estes resultados sdo promissores e permitem
que o produto seja aprovado em testes de seguranca.

Os géis analisados apresentaram comportamento reoldgico viscoeldstico, ndo-
Newtoniano, plastico e comportamento anti-tixotropico, pois foi possivel verificar a presenca
de area de histerese.

O estudo da permeagdo cutanea in vitro dos géis evidenciou o ndo favorecimento da
passagem do &cido hialurdnico para a fase receptora, porém, verificou-se a retengdo no estrato
cdrneo, derme e epiderme. Para uma formulacdo antienvelhecimento, estes resultados sdo
favoraveis, uma vez que ndo se deseja que o farmaco penetre na circulagdo sanguinea e sim

fique retido no estrato corneo, na epiderme e derme.
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