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RESUMO

O objetivo foi verificar as alteracdes no estrato corneo
em modelos alternativos de membrana apos a aplicacio
de ativos hidratantes envolvendo métodos biofisicos. O
modelo de biomembrana utilizado foi a muda de pele de
Crotalus durissus e os ativos hidratantes foram: uréia,
silicio orgénico, extrato vegetal de /mperata cylindrica,
reacio de xilitol e glicose e componentes de NMF. Os
resultados da avaliacdo das alteracdes do modelo por
meio de Espectroscopia Raman com Transformada de
Fourier sugerem que os ativos hidratantes confirmam
seguranca necessaria, pois ndo alteraram de forma
acentuada a estrutura do estrato cérneo. Utilizando-se
Calorimetria Exploratéria Diferencial pode-se indicar
que a solucao de silicio orgénico e o gel hidrofilico com
uréia apresentaram melhor poder hidratante.
Palavras-chave: Estrato cérneo. Hidratagdo. Métodos
biofisicos. Crotalus durissus. FT-Raman, DSC.

INTRODUCAO

A pele humana atua como excelente barreira,
controlando a perda de 4dgua e de outros constituintes do
meio interno e prevenindo, simultancamente, a entrada de
substancias do meio externo. O grau de hidratagdo da pele
favorece o papel do estrato cérneo como barreira, com o
passar dos anos, a capacidade de hidratagdo da pele diminui
devido a constante exposi¢ao a agentes que a agridem, a
deficiéncia do metabolismo, ao envelhecimento das fibras
de colageno e elastina e a deficiéncia da irrigacdo sangiiinea
periférica, dentre outros (Barry, 1983).
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Visando melhorar o aspecto da pele, utilizam-se
cosméticos hidratantes que aumentam a capacidade de
reten¢do de agua do estrato corneo (Loden, 2003a; Lopes
et al., 2008; Baby et al., 2008).

Dentre esses ativos hidratantes, podemos citarauréia,
a qual vem sendo muito empregada em produtos cosméticos
com fungdo de agente hidratante e também muito prescrita
por médicos dermatologistas para tratamento de doengas
de pele (Prestes et al., 2009); o silicio organico, hialuronato
de dimetilsianol, o qual atua como hidratante bioldgico,
regenerando o sistema de auto-hidratagdo e protegendo as
fibras elasticas, pois com o envelhecimento, o teor de silicio
no ser humano diminui, acarretando em desestrutura¢do do
tecido conjuntivo; o extrato vegetal Imperata cylindrica
atuando como hidratante da pele devido a um componente
osmoregulador celular (Werner, 2007); os derivados de
agiicar os quais estdo sendo amplamente explorados e
ja patenteados com o apelo de estimular as glicosidases
favorecendo o aumento dos lipideos, promovendo melhora
na fungdo da barreira cutanea (Bruno, 2004); e por Gltimo
os constituintes do NMF (Natural Moisturizing Factor),
substancias umectantes, cuja fung¢ao é prevenir a evaporacao
hidrica por ligagcdo molecular com a agua (Loden, 2003a).

Em estudos in vitro, a membrana preferencial de
escolha é o estrato corneo humano, geralmente obtido
em cirurgias ou autopsias. Todavia, devido a dificuldade
de obtengdo e armazenamento, o uso deste material é
limitado. Isso leva a busca de um modelo de biomembrana
alternativo. A pele de cobra representa uma barreira similar
ao estrato corneo humano. As amostras podem ser obtidas
sem o sacrificio de animais de experimentagdo, ja que a pele
de cobra ¢ substituida aproximadamente a cada 2-3 meses
no animal adulto, fornecendo material em abundancia. Esta
membrana ¢ de facil armazenamento e ndo sofre degradagao
microbioldgica. Trata-se de um estrato corneo puro, nao-
viavel e desprovido de foliculos pilosos (Lacerda, 2003).

A estrutura da pele de cobra ¢ formada por trés
camadas distintas. A pele mais externa (camada ) ¢
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composta basicamente por [-queratina. Logo abaixo,
localiza-se a camada intermediaria, similar ao estrato
corneo humano, composta de 3 a 5 camadas de células
achatadas e extremamente finas, circundadas por lipideos
intercelulares. Esta camada atua como principal barreira a
permeabilidade da dgua. A parte mais interna (camada o)
¢ composta por a-queratina (Lacerda, 2003; Baby et al.,
2006a).

Espectroscopia Raman com transformada de Fourier
(FT-Raman) e Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)
sdo técnicas comprovadamente seguras que, utilizadas em
conjunto, fornecem resultados precisos e confiaveis (Lopes,
2003). A espectroscopia Raman ¢ uma técnica baseada
nos modos vibracionais das ligagdes quimicas de uma
molécula, ¢ utilizada na quantificacdo de droga em sistemas
semi-solidos ou sdlidos, na caracterizagdo da influéncia de
modificadores de penetragdo cutanea no estrato coérneo, na
realizagdo do monitoramento ndo-invasivo da penetracdo
da droga na membrana, entre outros.

A Calorimetria Exploratoria Diferencial ¢ usada
na industria farmacéutica e de polimeros para caracterizar
o comportamento térmico dos componentes do farmaco
(Baby et al.,, 2006a; Baby et al., 2006b). Este método
¢ amplamente utilizado para a avaliagdo de mudangas
estruturais do estrato corneo permitindo a avaliagdo dos
efeitos que compostos aplicados sobre a pele exercem
sobre a sua estrutura (Leopold & Lippold, 1995).

O objetivo deste trabalho foi avaliagdo in vitro da
interagdo de substancias ativas hidratantes, tais como uréia,
silicio organico (DMSH®), extrato vegetal de 1. cylindrica
(Moist 24%), reagdo de xilitol e glicose (Aquaxyl®) e
componentes de NMF (Hidrovital®), em modelo de
biomembrana alternativa, estrato corneo de C. durissus,
por espectroscopia Raman com transformada de Fourier e
Calorimetria Exploratoria Diferencial.

MATERIAL E METODOS

As preparacdes desenvolvidas apresentaram o0s
seguintes componentes: carbdmero 940; glicerina; sistema
conservante composto de fenoxietanol e parabenos;
trictanolamina; agua deionizada; uréia; silicio organico
(Polytechno Industrias Quimicas Ltda); extrato vegetal
de I cylindrica (Croda do Brasil); composto de Xilitol
+ Glucose (Chemyunion); componentes do NMF (Vital
Especialidades Dermocosméticas Ltda); mudas de pele
de cobra C. durissus (departamento de Herpetologia do
Instituto Butantd).

Foram preparados solugdes e géis hidrofilicos
contendo os diferentes ativos hidratantes. As solugdes
foram preparadas em baldes volumétricos de 100 mL.
Pesaram-se aproximadamente 61,5 mg de cada hidratante,
separadamente, ¢ completou-se o volume com agua
destilada livre de gas carbonico. O gel hidrofilico foi
preparado hidratando-se lentamente o carbomero 940 com
agua destilada, agitando com bastdo de vidro e, em seguida,
com agitador mecanico. Posteriormente adicionou-se a
glicerina, o sistema conservante composto de fenoxietanol
¢ parabenos ¢ 4% de cada hidratante, separadamente,
homogeneizando com espatula. Por tltimo, acrescentou-se
a trietanolamina em para pH 5,0 — 7,0. A composicao quali/
quantitativa (% p/p) esta descrita na Tabela 1.
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Tabela 1. Composi¢ao quali/quantitativa (% p/p) das formulagdes.

(% p/p) Gel base
Gl G2 G3 G4 G5 G6
Nome comercial

Componente

Nome quimico  INCI

Carbomero carbomer Carbopol®940 04 04 04 04 04 04
Glicerina

Sistema glycerin Glicerina 50 50 50 50 50 5,0
conservante phenoxyethanol Fenoben® 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15

(and) methylparaben
(and) ethylparaben
(and) butylparaben
(and) propylparaben
(and) isobutylparaben
Trietanolamina  triethanolamine Trietanolamina qsp qsp gsp qsp gsp gsp
pH pH pH pH pH pH
50 50 50 50 50 50
70 70 70 70 70 70
Agua
deionizada aqua gsp gsp qsp qgsp Qsp gsp
100 100 100 100 100 100
Uréia urea Uréia - 4 - - - -
Silicio
organico dimethylsilanol
hyaluronate DMSH® - - 4 - - -
Extrato vegetal
de Imperata
cylindrica -
Composto de
Xilitol + Glucose xylitylglucoside (and) Aquaxyl®
anhydroxylitol (and)
xylitol

Moist® 24 - - - 4 - -

Componentes

de NMF sodium lactate (and) Hidrovital® - - - - - 4
glycerin (and)
lactic acid (and)
propylene glycol (and)
urea (and)
glucose (and)
sacarose (and)
fructose (and)
lactose (and)
hydrolyzed
collagen (and)
sodium chloride (and)
potassium
chloride (and)
preservative

Apds o preparo das solugdes, como o dos géis,
mediram-se seus valores de pH. O peagometro Hanna
Instruments foi calibrado utilizando solugdes padrao de pH
4,0 e 7,0. Realizou-se dilui¢ao 1:10 das solugdes e dos géis
em calices de 10 mL, utilizando agua deionizada com pH
7.0.

As amostras das biomembranas foram preparadas
utilizando  porgdes ventrais de membrana de muda de
C. durissus, que foram recortadas com tesoura e lavadas
com 4gua destilada corrente a temperatura ambiente.
Permaneceram imersas em agua em placas de Petri por 1
h para re-hidratagdo. Apds este periodo, foram secas entre
folhas de papel de filtro quantitativo, sob leve compressao,
e deixadas a temperatura ambiente por trinta minutos. Em
seguida, foi realizada a técnica de fape-stripping com fita
Transpore™, uma unica vez (Baby et al., 2006a; 2006b).

Posteriormente, as biomembranas foram transferidas
para placas de Petri onde permaneceram em contato
(imersas) com as solu¢des ou os géis por 2 h, separadamente.
Decorrido o tempo indicado, as amostras foram retiradas,
lavadas com agua destilada, secas entre folhas de papel de
filtro quantitativo, sob leve compressdo, e permaneceram
armazenadas em dissecador at¢ o momento do uso. As
membranas foram utilizadas para os experimentos com
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espectroscopia de Raman com transformagdo de Fourier
(FT-Raman) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
(Baby et al., 2006a; Baby et al., 2006b).

Espectroscopia Raman com transformada de Fourier
(FT-Raman)

Na analise com espectrometro Raman FT Raman -
BRUKER RFS 100/S, software OPUS, as amostras tratadas
foram acondicionadas no compartimento destinado a
analise. As condigdes do experimento foram as seguintes
(Baby et al., 2006b):

- poténcia do laser— 250 mW;

- resolugdo — 4 cm;

- abertura — 10 mm;

- numero de varreduras — 128;

- modo de preparo das amostras — uma camada

com espelho e sem laminula.

Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Na técnica do DSC, as amostras da pele de muda
de cobra de aproximadamente 2,5mg de massa seca
foram seladas hermeticamente em cadinho de aluminio.
As amostras foram submetidas as condigdes descritas a
seguir utilizando—se o equipamento DSC 10 — Differential
Scanning Calorimeter — TA Instruments (Baby et al.,
2006a):

- temperatura inicial—25,00°C;

- rampa de resfriamento—20,00°C.min™! até 0°C;

- isoterma—5 min;

- rampa de aquecimento—10,0°C.min™" até 200°C;

- rampa de resfriamento—20,00°C.min™" até 0°C;

- isoterma —5 min;

- rampa de reaquecimento— 10,00°C.min™" até 200 °C;

- temperatura final—25,00°C.

As temperaturas de transicdo foram determinadas
considerando-se os valores maximos endotérmicos dos
picos observados nas curvas de aquecimento. As curvas de
aquecimento foram construidas plotando-se os valores de
fluxos de calor, que foram normalizados usando-se a massa
da amostra (W/g) por temperatura.

RESULTADOS

Espectroscopia Raman com transformada de Fourier
(FT-Raman)

Os resultados obtidos por FT- raman encontram-se
nas Figuras 1 e 2.

Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Os resultados obtidos por calorimetria exploratoria
diferencial encontram-se nas Figuras 3 a 6.
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Figura 1. Espectro FT-Raman das solugdes a 4% dos ativos
hidratantes. Sendo S1 — solug@o controle; S2 — solugdo de uréia;
S3 — solug@o de silicio organico; S4 — solucdo de extrato vegetal
de 1. cylindrica; S5 — solugdo de composto de Xilitol + Glucose;
S6 — solug@o de componentes de NMF.
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Figura 2. Espectro FT-Raman dos géis a 4% dos ativos hidratantes.
Sendo G1 — gel controle; G2 — gel de uréia; G3 — gel de silicio
organico; G4 — gel de extrato vegetal de /. cylindrica; G5 — gel
de composto de Xilitol + Glucose; G6 — gel de componentes de
NMF.
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Figura 3. Curva DSC da primeira corrida da solugdo Sl
(controle).
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Figura 4. Curva DSC da segunda corrida da solugdo Sl
(controle).
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Figura 5. Curva DSC da primeira corrida do gel G1 (controle).
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Figura 6. Curva DSC da segunda corrida do gel G1 (controle).

A Tabela 2 apresenta a entalpia e a temperaturas de
pico das solugdes e géis contendo diferentes ativos a 4%,
observada durante a primeira corrida.

56

Tabela 2. Entalpia e temperaturas de pico das solucdes e géis
contendo diferentes ativos a 4%.

Amostra Entalpia (J/g) T. (°C)
S1 193,2 74,45
S2 225,2 71,71
S3 2413 83,05
sS4 160,2 77,09
S5 207,7 68,31
S6 191,7 71,83
G1 246,7 87,26
G2 261,4 83,75
G3 144,0 79,13
G4 162,8 68,09
G5 205,3 66,96
G6 195,3 70,69

Legenda: S1 — solugdo controle; S2 — solu¢do de uréia; S3 — solugdo de silicio organico; S4 —
solugdo de extrato vegetal de 1. cylindrica; S5 — solugdo de composto de Xilitol + Glucose; S6 —
solu¢ao de componentes de NMF, G1 — gel controle; G2 — gel de uréia; G3 — gel de silicio organico;
G4 — gel de extrato vegetal de Imperata cylindrica; G5 — gel de composto de Xilitol + Glucose;
G6 — gel de componentes de NMF.

DISCUSSAO

Espectroscopia Raman com transformada de Fourier
(FT-Raman)

Willians et al. (1992) utilizaram a espectroscopia
Raman com transformada de Fourier para estudar a estrutura
do estrato cérneo verificando o espectro vibracional e
comparando-o com o espectro obtido com a espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier.

Em nossos experimentos, as amostras apresentaram
espectros FT-Raman de boa defini¢do, principalmente na
regido relativa a vibragdes de estiramento C-H assimétrico
e simétrico, como exemplo, dos grupos CH, e CH, que
absorvem na regido de 3100-2700 cm™ e estdo relacionados
aos lipideos. Na Figura 1 observamos que a amostra S2
(solucdo de uréia) apresentou maior intensidade, seguida
das amostras S5 (solug@o de composto de Xilitol + Glucose)
e S6 (solucdo de componentes de NMF); as amostras
S3 (solucdo de silicio organico) e S4 (solucdo de extrato
vegetal de I. cylindrica) apresentaram intensidades menores
que S1 (solug@o controle). Na Figura 2, as amostras G3 (gel
de silicio organico) ¢ G4 (gel extrato vegetal de Imperata
cylindrica) apresentaram intensidades iguais e maiores que
as demais, seguidas da amostra G5 (gel de composto de
Xilitol + Glucose); a amostra G2 (gel de uréia) apresentou
intensidade semelhante a de G1 (gel controle) e a amostra
G6 (gel de componentes de NMF) apresentou a menor
intensidade.

Em estruturas helicoidais uma forte banda Raman
para amida I ocorre proximo de 1652 cm™ (Akhtar et al.,
1997). Outras bandas evidentes em espectros de estrato
corneo humano e que sao facilmente reconhecidos utilizando
o FT-Raman, sdo as bandas que aparecem em torno de 1438
cm’! e estdo relacionadas com a deformagdo angular do
CH,. Ao analisarmos a Figura 1, verificamos a presenca de
bandas fortes nas amostras S5 (solugao de xilitol + glucose)
e S2 (solugdo de uréia), seguida da amostra S6 (solucao
de componentes de NMF); a amostra S4 (extrato vegetal
de I cylindrica) apresentou resultado semelhante ao de
S1 (solugdo controle) e a amostra S3 (solucdo de silicio
organico) teve intensidade menor que este. No caso da
Figura 2, as bandas com maior intensidade correspondem
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as amostras G3 (gel de silicio organico), G4 (extrato
vegetal de 1. cylindrica) e G5 (gel de xilitol + glucose),
seguidas da amostra G2 (gel de uréia) e a amostra G6 (gel
de componentes de NMF) teve a menor intensidade.

Os efeitos da hidratacdo do tecido nos espectros
FT-Raman s3o minimos, ¢ causam poucas mudangas na
intensidade das bandas das moléculas ou na posicdo de
nimero de onda das bandas espectrais. Segundo Willians
et al. (1992), a variagdo dos espectros inter e intramostras
¢ minima. A diferenca entre a intensidade das bandas de
diferentes doadores ¢ esperada devido ao contetido lipidico
do estrato corneo.

Assim, as bandas encontradas nos espectros FT-
Raman das amostras de muda de pele de cobra corroboram
com a literatura e podemos sugerir que os ativos hidratantes
estudados confirmam segurancga, ja que ndo provocam
alteragdes significativas na estrutura conformacional do
estrato corneo.

Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

O estudo do estrato corneo utilizando DSC vem
evoluindo ao longo dos anos. Van Duzee (1975) utilizou
esta técnica para estudar as propriedades termo-estruturais
dos lipideos e proteinas do estrato corneo humano.

Golden et al. (1987) estudou o estrato corneo
utilizando a calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
e espectroscopia infravermelho. Estas técnicas eram
anteriormente usadas para estudos de transi¢ao de lipideos
e proteinas em uma variedade de sistemas biologicos
e sintéticos, fornecendo informagdes independentes,
porém complementares, sobre a estrutura das cadeias de
hidrocarboneto dos lipideos.

J& Moghimi et al. (1996) estudaram um modelo
de matriz lamelar para os lipideos do estrato cdrneo,
caracterizando-o e comparando-o com a estrutura
intercelular do estrato corneo humano, propondo que
este modelo seja utilizado para estudos de interagdo entre
promotores, farmacos e os lipideos intercelulares.

A técnica DSC tem sido utilizada para estudar as
transi¢des térmicas em estrato corneo de mamiferos.
Tipicamente, as transigdes térmicas (T ,) ocorrem a 35-

42°C, 60-77°C, 70-90°C e 95-120°C e referem-se a TI,
T2, T3 e T4, respectivamente (Al-Saidan, et al., 1998). Tl,
T2 e T3 sdo atribuidas a mudancas de fase nas bicamadas
lipidicas intercelulares e T4 ¢ associada a desnaturagdo de
proteinas. No estrato corneo humano, uma quinta transi¢ao
a 51-55°C foi encontrada e atribuida a ligagdo covalente
de lipideos ao envelope de queratindcitos (Cornwell et al.,
1996).

As transigdes no perfil térmico obtido com o DSC
refletem a fusdo dos dominios estruturais que resultam em
mudangas na capacidade de calor e fornecem informagdes
a nivel macroscopico. Utilizando este método, quando a
amostra ¢ submetida a aquecimento, a taxa de calor que
flui por ela ¢ proporcional a sua capacidade de calor. Este
gréfico nos fornece dois dados importantes: a temperatura
de pico (Tpim) eaentalpia. ATpico corresponde & maxima taxa
de evolugao do aquecimento detectado; isso ndo representa
a taxa maxima de mudang¢a, nem o fim do processo
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endotérmico (Dodd et al., 1987). A entalpia representa a
quantidade de calor necessaria para que haja a evaporacao
da agua presente na amostra e/ou a fusdo da sua estrutura
cristalina. Pode-se dizer que quanto maior a entalpia, mais
elevada ¢ a quantidade de 4gua presente na amostra.

Segundo Caspers et al. (2001), o estrato corneo ¢
uma barreira que separa as células viaveis da epiderme do
meio externo. Esta camada ¢ recoberta por uma camada
de células mais interna do estrato cdrneo, que contém
aproximadamente 75% de agua. As células mais externas
do estrato corneo ficam em contato com o meio ambiente e
sdo menos hidratadas, dependendo amplamente da umidade
relativa do ambiente. Assim, hd um visivel gradiente hidrico
no estrato corneo. Pode-se sugerir que quanto mais elevada
a T . , mais profunda ¢ a camada da pele em que a dgua

pico
encontra-se.

Durante a varredura DSC podemos observar duas
transigoes térmicas. A transigdo térmica da primeira corrida
deve-se, principalmente, a evaporagdo da agua presente
na membrana, enquanto a que ocorre na segunda corrida
¢ devida, principalmente, a fusdo da estrutura cristalina do
estrato corneo. Tanto as amostras tratadas com as solugdes
como as que ficaram em contato com os géis apresentaram
curvas DSC semelhantes as apresentadas nas Figuras 3, 4,
5e6.

Considerando que medidas termodindmicas estdo
sujeitas a um erro de 10%, segundo Tabela 2, podemos
sugerir que em todas as amostras, tratadas com solugéo ou
gel, a 4gua encontra-se em uma camada com profundidade
semelhante, ja que as T . variam em uma mesma faixa.
Portanto, ndo ocorrem afterag:oes na biomembrana, apos a
aplicacao dos ativos, permitindo maior hidratacdo cutanea.

Comparando as entalpias das solucdes a 4%, as
amostras S2 (solugdo de uréia), S3 (solugdo de silicio
organico) e S5 (solugdo de xilitol + glucose) apresentaram
maior conteido de agua, em relagdo ao controle, apos a
aplicagdo das respectivas solugdes. A membrana S4 (solucao
de extrato vegetal de /. cylindrica) teve seu conteudo de dgua
reduzido e a amostra S6 (solugdo de componentes de NMF)
apresentou aproximadamente o mesmo conteido hidrico
do controle. Neste caso, pode-se sugerir que a solugdo de
silicio organico apresenta melhor poder hidratante.

Comparando as entalpias dos géis a 4%, somente a
amostra G2 (gel de uréia) aumentou o conteudo hidrico da
membrana. Todos os outros géis utilizados diminuiram a
quantidade de agua presente na amostra. Sugere-se que esta
reducdo pode ser devida a maior afinidade dos principios
ativos com componentes da formulacdo do gel base do
que com a estrutura da membrana e devido a natureza
higroscopica destes compostos.

Os resultados encontrados corroboram com Léden
(2003b), que revisou a eficacia de substancias hidratantes.
Foi verificado comportamento semelhante, pois alguns
produtos levaram a altera¢des na pele, como eczemas, ao
invés de melhorar a sua hidratagao.

Os ativos hidratantes confirmam seguranca, pois nao
alteraram de forma acentuada a estrutura do estrato corneo
de acordo com espectro FT-Raman. Os ativos hidratantes,
quando presentes no gel, ndo aumentaram a permeabilidade
hidrica do estrato cérneo. A solugéo de silicio organico e o
gel de uréia apresentaram melhor poder hidratante.
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ABSTRACT

Study of the interaction of moisturizers with a Crotalus
durissus biomembrane by differential scanning
calorimetry and RAMAN spectroscopy

The objective of this research was to use biophysical
techniques to investigate the alterations induced in a
biomembrane model of the stratum corneum by the
application of moisturizers. The biomembrane was
obtained from the skin shed by the rattlesnake Crotalus
durissus and the active moisturizing compounds were:
urea, dimethylsilanol hyaluronate, Imperata cylindrical
plant extract, carbohydrates and natural moisturizing
factors (NMF components). Results from FT-Raman
spectroscopy suggested that the moisturizers were
safe, since they did not promote modifications in
the structure of the stratum corneum. Differential
scanning calorimetry results indicated that the solution
containing the organic silicon compound and the gel
with urea showed the best hydrating effects on the
stratum corneum.

Keywords: Stratum corneum. Hydration. Biophysical
techniques. Crotalus durissus. FT-Raman, DSC.
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