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RESUMO

Foi realizado o estudo da aplicagao de lipases (E.C. 3.1.1.3) em cosméticos
de limpeza facial para peles oleosas. Foram avaliadas as propriedades da enzima
em meio aquoso e na base cosmética e a seguranga da aplicagao desta enzima
na pele. Foi escolhida a enzima Palatase®20.000, (Novozymes Latin América,
Araucaria, PR) por ter uso recomendado em alimentos e ser qualificada como
GRAS (Generally Recognized as Safe). Foram realizados estudos para investigar
o comportamento cinético e de estabilidade da lipase em meio aquoso, usando o
método titulométrico para dosagem da atividade enzimatica e tributirina como
substrato. A enzima apresentou atividade maxima (170 U/mg) em pH 7,5 e faixa
de temperatura para a maxima atividade de 45°C a 50 °C. A enzima foi bastante
estavel (96% de atividade residual) quando incubada na sua forma liquida a 40°C
e 50°C por até 15 dias de armazenamento. A atividade da Palatase no gel base foi
maior do que em meio de tampao (179,6 U/mg e 148,5 U/mg, respectivamente).
Entretanto, quando incubada a 40 e 50°C no gel base, a atividade residual foi
reduzida para 25%. Para avaliagdo dos efeitos fisiolégicos da aplicagao do produto
contendo a lipase foi desenvolvido um novo método para avaliacdo “in vitro” do
potencial de alteragdo histologica da pele, utilizando técnicas histolégicas e
analises microscopicas, além da realizagdo de testes de citotoxicidade utilizando
cultivo celular. Os resultados indicaram que a Palatase € um ativo promissor para
a industria cosmeética, levando-se em consideracido suas atividades frente a
matérias-primas cosméticas e aos testes preliminares de seguranca. A Palatase
nao desencadeou alteragdes histologicas quando realizado uma aplicagéo unica
(por 3 h de 2mg da solugdo enzimatica a 5% por cm? de pele de orelha de porco
domeéstico). Entretanto, a concentracdo maxima de gel base contendo 2% de
Palatase e de Palatase pura sem que ocorra nenhuma morte celular dos
fibroblastos da derme é de respectivamente 0,17 e 0,78 % (v/v). Este trabalho
representa um avango na Enzimologia aplicada a cosméticos, tanto do ponto de
vista de aplicacdo de lipases nas formulagdes, como do desenvolvimento de

técnicas de avaliagédo de seus efeitos na pele.
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ABSTRACT

The objective of this dissertation was to study the application of lipases
(E.C. 3.1.1.3) in cosmetics for cleaning of facial skin. The properties of the enzyme
were evaluated in aqueous media and in a cosmetic base. In addition, the safety of
application of the enzyme on skin was evaluated. The lipase preparation chosen
for this work was Palatase®20.000, (Novozymes Latin America, Araucaria, PR),
based on the fact that this preparation is recommended for use in foods and has
been classified as GRAS (Generally Recognized as Safe). The kinetics and
stability of the enzyme in aqueous media were studied using the titrimetric method
for activity determination, with tributyrin as the substrate. The optimal pH for
enzyme activity was 7.5 while the enzyme had high activity between 45°C and
50°C.The enzyme had a good thermal stability, retaining 96% of its original activity
after incubation in its liquid form at 45 and 50°C for up to 15 days. The activity of
Palatase in a gel cosmetic base was higher than in buffered aqueous medium
(179.6 U/mg and 148.5 U/mg, respectively). However, when the enzyme was
incubated for 15 days in the cosmetic gel base at 40 and 50°C, the residual activity
was only 25%. In order to evaluate the physiological effects of application of the
lipase-containing gel, a method was developed for in vitro evaluation of the
potential for histological alteration of skin, using histological techniques and
microscopic analyses. Tests for cytotoxicity were also undertaken, using cell
cultures. The results of the study indicate that Palatase is a promising active
ingredient for the cosmetic industry, taking into account its activity against and the
preliminary safety tests. Palatase did not trigger histological changes after a single
application (3 h, 2 mg of enzyme solution per 5%/cm? of domestic pig ear skin).
However, the maximum allowable concentrations of gel-base containing either 2%
Palatase or pure Palatase are 0.17 or 0.78 % (v/v), if fibroblast death is to be
avoided completely. The present work represents an advance in the application of
enzymes in cosmetics, not only from the point of view of the application of lipases
in formulations, but also from the point of view of the development of techniques for

the evaluation of these formulations on skin.



1. INTRODUGAO

A utilizacdo da Biotecnologia na industria cosmética é uma tendéncia que
cresce cada vez mais. A industria cosmética se defronta com duas premissas
essenciais, que andam, porém, em direcdes opostas: a busca incessante por
inovagao e a agilidade de sua implantacéo, de maneira a garantir manutencgao da
industria no cenario mercadoldégico como pioneira e deste modo, conquistar a
credibilidade de seus consumidores. Uma vez que tanto os consumidores quanto
0s Orgaos regulatérios estdo cada vez mais exigentes, faz-se necessario um
estudo detalhado dos novos ativos para comprovacao da sua eficacia e segurancga
quando aplicados em produtos cosméticos.

Os estudos de aplicagbes de enzimas em produtos cosméticos sao
escassamente reportados na literatura, sendo constituidos na maioria por patentes
que praticamente ndo mostram resultados, e por alguns trabalhos que nao tém
qualquer embasamento cientifico, € que nem mesmo constam na literatura
cientifica especializada. Entretanto, existem evidéncias que enzimas podem atuar
de modo benéfico em alguns casos, especialmente as hidrolases, dentre as quais
as proteases, que hidrolisam ligagbes peptidicas e podem ser utilizadas em
produtos cosméticos destinados a remocgdo de camadas superficiais da pele
(peelings) e as lipases, capazes de hidrolisar gorduras, com uso indicado em
formulagcbes de xampus e sabonetes de limpeza de peles oleosas, dentre outros

usos.



Dentro deste contexto, o presente trabalho pretendeu realizar testes
preliminares que pudessem auxiliar no desenvolvimento de aplicagdes de enzimas
lipoliticas em produtos cosméticos, tanto sob os aspectos de atividade e
estabilidade da enzima na formulacdo cosmética, como sob os aspectos de
eficacia e segurancga de sua aplicagdo. Para tanto, foi elaborada uma plataforma
de testes com o intuito de apontar evidéncias que pudessem demonstrar de forma

cientifica a viabilidade de aplicacdo de lipases para fins cosméticos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. LIPASES

As lipases [triacilglicerol éster hidrolases, (E.C. 3.1.1.3)], ao lado de
esterases e proteases, sdo enzimas bastante estudadas e que possuem inumeras
aplicagdes industriais, variando desde aplicacbes em detergentes até a resolugéo
de misturas racémicas para a produgdo de farmacos quirais, com grande
importancia na industria farmacéutica (Lin et al., 2007; Chaubey et al., 2006;
Fernandez et al., 2006; Garcia et al., 1999; Pandey et al., 1999; Krieger et al.,
1997; Watanabe et al., 1995).

As lipases pertencem a um grupo especial de esterases e sao classificadas
como serina hidrolases, constituidas pela triade catalitica G-X4-S-X2-G, onde G=
glicina; S= serina; X1= histidina e X,= acido glutdmico ou aspartico. A massa molar
das lipases se encontra normalmente entre 30 kDa a 69 kDa. Atuam sobre
substratos insoluveis em agua, em interfaces de lipideo/agua, hidrolisando,
acilglicerdis preferencialmente de cadeia longa (acima de 10 atomos de carbono).
Além desses compostos, considerados seus substratos naturais, atuam sobre uma
grande diversidade de outros substratos naturais ou sintéticos e s&do também
capazes de catalisar reagcbes de sintese, em ambientes aquo-restritos. As
esterases (E.C. 3.1.1.1), por sua vez, também s&o hidrolases, enzimas largamente
distribuidas na natureza, mas sua atividade enzimatica esta restrita a hidrélise de
ligacbes ésteres em substratos soluveis em agua (Wilson et al., 2006; Fernandes

et al., 2004; Fernandes, 2002; Bornscheuer e Kazlauskas, 2002; Bandmann et al.,



2000; Alvarez-Macarie, 1999; Dharmsthiti e Luchai, 1999; Nagao et al., 1996;
Jaeger et al., 1994; Shimada et al., 1993).

A diferenciagcdo entre lipases e esterases, entretanto, ainda nao esta
completamente definida. As lipases tém sido definidas, nos trabalhos mais
recentes, simplesmente como carboxilesterases que hidrolisam acilgliceréis de
cadeia longa, ou seja, com cadeia acila com mais de 10 atomos de carbono.
Enzimas que apresentam a capacidade de hidrolisar apenas acilgliceréis de
cadeias com menos de 10 carbonos sao tidas como esterases (Kang et al., 2006;
Cajal et al., 2000 a, b; Jaeger, et al., 1999; Verger, 1997; Egloff et al., 1995;
Jaeger et al., 1994).

A diferenciacdo entre lipases e esterases também tem sido feita pela
especificidade preferencial das duas enzimas. Os substratos naturais para lipases
sdo Oleos e gorduras que contém ligagdes ésteres triplices, enquanto esterases
atuam sobre ligagdes éster unicas, liberando acidos graxos de baixa massa molar.
Deve-se enfatizar, entretanto, que a maioria das lipases pode hidrolisar os
substratos de esterases, enquanto o inverso ndo € verdadeiro (Tomic, S., 2006;
Bornscheuer et al. 2002; Nini et al., 2001; Sharma et. al., 2001; Jaeger et al., 1999;
Bier, 1955; Brockman, 1984).

Com relacdo a estrutura das lipases, estudos por difracdo de raios-X
mostram que as estruturas tridimensionais das lipases apresentam um padrao
conformacional comum, denominado de conformagéo o/p hidrolase, composto de
uma sequéncia de a-hélices e folhas pB-pregueadas. O mecanismo catalitico para a

hidrolise de um éster por lipases (Figura 1) segue o modelo proposto para a



quimotripsina, uma protease, devido a semelhanca estrutural entre o sitio ativo de
lipases e proteases. A histidina da “tampa hidrofobica” aumenta a nucleofilicidade
do grupo hidroxila da serina do sitio ativo catalitico. O oxigénio da hidroxila
serinica provoca um ataque nucleofilico no carbono carbonilico da ligagao éster da
cadeia do substrato, formando um intermediario tetraédrico. O intermediario
tetraédrico expulsa o ion alcéxido, e a partir da transferéncia de um préton de
moléculas de dgua um dos produtos, o alcool, é formado. O ion hidroxido formado
na etapa anterior ataca novamente o carbono carbonilico do residuo acido,
originando outro intermediario tetraédrico (acil enzima). Este complexo por sua vez
libera o acido carboxilico e a enzima é regenerada (Bornscheuer et al., 2002;
Carjal et al., 2000 a,b; Bornscheuer e Kazlauskas, 1999; Jaerger e Reetz, 1998;

Jaeger et al., 1994).
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Figura 1. Mecanismo catalitico de lipases. Fonte: Jaeger et al. (1994).

A utilizacdo de lipases como catalisadores em nivel industrial apresenta
diversas vantagens relativamente a catalise quimica e aos biocatalisadores em
geral. Dentre elas, pode-se citar a elevada especificidade; a diminuicdo de riscos
para a saude, quando utilizadas na industria alimentar; os baixos niveis de
ocorréncia de reacdes laterais e as condi¢cdes reacionais brandas, que permitem
um menor consumo energético e evitam a degradagdo ou decomposigdo de
produtos e reagentes. Entretanto, sua atividade catalitica, como para todas as
enzimas, € frequentemente muito sensivel a condigdes experimentais, como
variagdes bruscas de temperatura, de pH e de forgca i6nica. Contudo, um estudo

otimizado na obtencdo de condigdes apropriadas, possibilita a catalise de forma



eficiente. Além disso, um dos métodos que pode melhorar o desempenho das
enzimas em biocatalise € a imobilizacdo dos biocatalisadores sobre suportes
sélidos ou por encapsulamento (Wilson et al., 2006; Krieger et al. 2004; Watanabe
et al., 1995).

As lipases apresentam uma grande diversidade de propriedades moleculares
(massas molares e pontos isoelétricos) e fisico-quimicas, como o pH e
temperaturas 6timas para a atividade, estabilidade frente ao pH e a temperatura e
especificidade frente a varios substratos. Estas propriedades, entretanto, podem
variar significativamente, dependendo da origem, ou mesmo entre isoformas
produzidas por um mesmo microrganismo (Wilson et al., 2006; Hasan et al., 2006;
Sharma et al., 2001; Frost e Moss, 1987; lwai e Tsujisaka, 1984).

Lipases microbianas de modo geral apresentam atividade maxima em pH
entre 6 e 8. Lipases com atividade maxima em valores acidos de pH tém sido
muito pouco freqientemente encontradas. Entre as excec¢des de lipases com alta
atividade em pH acido, a maioria € produzida por fungos do género Aspergillus,
com alta atividade entre pH 2,5 e 5. Entre lipases produzidas por leveduras ha
apenas duas exceg¢des que apresentam atividade maxima em pH acido: a lipase
de Ophiostoma piceae, em pH 5 e a de Kurtzmanomyces sp. I-11, com atividade
maxima na faixa impressionante de pH entre 1,9 e 7,2 (Mahadick et al, 2002; Van
Heerden et al., 2002; Namboodiri e Chattopadhyaya, 2000; Gao e Breuil, 1998).

A temperatura para a atividade maxima varia muito entre lipases
microbianas. Entre lipases fungicas, a grande maioria é ativa na faixa de 37 a 40
‘C. As lipases de Penicillium aurantiogriseum e de Rhizomucor miehei constituem

excecdes, com atividade a 60 e 65 C, respectivamente. Lipases de leveduras e



bactérias, entretanto, frequientemente apresentam atividade em temperaturas mais
elevadas (entre 40 e 70 °C), sendo inclusive encontrados exemplos com atividade
acima de 70 °C, como as de Bacillus thermoleovorans, Bacillus sp. H-27, B.
stearothermophilus, B. thermocatenulatus e Kurtzmanomyces sp. [|-11, com
atividade a 75 °C e Pyrobaculum calidifontis VA1 e Archaeoglobus. fulgidus, com
atividade a 90 e 80 °C, respectivamente (Niu et al.,, 2006; Lima et al., 2004 b;
Kambourova et al., 2003; Cho et al., 2000; Imamura e Kitaura, 2000; Manco et al.,
1994; Uvarani et al., 1998).

A termoestabilidade é uma das caracteristicas requeridas de enzimas com
potencial para aplicagcao industrial como lipases, uma vez que muitos processos
industriais usam temperaturas em torno de 50 °C. Lipases microbianas tém sido
estudadas com relagdo a termoestabilidade. Entretanto, ndo ha padronizagéo nas
metodologias, tornando dificil a comparagéo e o estabelecimento de regras gerais.
O que se observa € que a estabilidade destas enzimas varia entre os géneros, as
espécies e até entre isoformas produzidas por uma mesma cepa. Ha varios
exemplos de lipases estaveis em temperaturas acima de 70 °C, como as lipases
de Bacillus circulans, Pseudomonas cepacia, Sulfolobus solfataricus, Aspergilus
fulgidus, Candida rugosa LIP4, Kurtzmanomyces sp. |-11, A. niger e A. carneus
(Niu et al., 2006; Saxena et al., 2003; Lee et al., 2001; Mahadik et al., 2002; Manco
et al., 1994).

A enzima Palatase L 20.000, utilizada no presente projeto, € produzida por
fermentacdo submersa de microrganismo geneticamente modificado (Aspergillus
oryzae), é purificada, e comercializada pela Novozymes. A. oryzae € um

microrganismo GRAS reconhecido pelo FDA (Food and Drugs Administration)



como por nao levar risco a saude humana. Esta enzima possui sua atividade 6tima
em pH e em temperatura de 7,5 e 40 °C, respectivamente, e é utilizada na
industria de alimentos para desenvolvimento de aromas em queijo

(http://www.novozymes.com.br).

As lipases de A.oryzae sao utilizadas também na industria de detergentes,
sendo que estas ndo apresentam evidéncias de irritacdo ocular, sensibilidade na
pele, potencial mutagénico e ndo sao patogénicas. Por este motivo as lipases
deste microorganismo podem ser aplicadas com segurangca em produtos de
consumo sem qualquer precaucao especial de uso ou de impacto no meio

ambiente (Greenough et al.,1996).

2.2 APLICACOES DE LIPASES NA INDUSTRIA

2.2.1. Aplicagoes Gerais

Desde o inicio do século XX, as enzimas lipoliticas sao utilizadas no
processamento industrial de gorduras e outros lipideos, sendo que suas
aplicagdes industriais estdo relacionadas especialmente com o emprego em
detergentes. Além disso, sdo aplicadas nas industrias alimenticias, papeleira e
oleoquimica; na sintese de farmacos e produtos de quimica fina; na produgao de
cosmeéticos, recuperacdo e manutencdo do meio ambiente e na resolugdo de
misturas racémicas. As razdes para o enorme potencial biotecnoldgico das lipases

microbianas incluem o fato de que elas sédo estaveis em solventes organicos, néo
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requerem cofatores, possuem ampla especificidade de substrato e exibem alta
enantiosseletividade. Alguns exemplos de alta enantioseletividade, sao as lipases
oriundas da bactéria Burkholderia cepacia, das leveduras Candida antarctica e C.
cylindracea, que sao utilizadas na industria para a resolugdo de misturas
racémicas (Tomic, 2006; Isaksson et al., 2006; Gultekin et al., 2004).

A utilizacdo de lipases na industria farmacéutica deve-se principalmente a
enantiosseletividade exibida por muitas destas enzimas. A catalise
enantiosseletiva permite a obtencdo de produtos opticamente puros, o que é
extremamente vantajoso, j4 que em muitos casos normalmente apenas um dos
enantibmeros apresenta atividade terapéutica. Como exemplo, pode-se citar o
acido 2-fenil-propandico, utilizado na sintese de drogas antinflamatérias néo
esterdides (Ibuprofeno e Naxopreno) e que pode ser obtido através da reagao de
transesterificacado ou de hidrélise do éster correspondente catalisadas por lipases.
Um outro exemplo trata-se da utilizagdo da lipase de C. antarctica em uma
resolucdo racémica dos derivados do acido tiotetrdnico, para a obtencido do
composto (R)-triolactomicina, que possui um atomo de carbono quaternario quiral
em C5, com elevado excesso enantiomérico, (Isaksson et al., 2006; Toyama et al.,
2006; Pandey et al., 1999). Outro exemplo € a resolugdo racémica de alcoois,
realizada na Bend Research Inc. (USA) com a lipase de C. cylindracea, com vistas
a obtencao de prostaglandinas e compostos esterdides (Gultekin et al., 2004).

As lipases sdo utilizadas na industria de detergentes para facilitar o
rompimento de ligagdes presentes nos triacilglicerdis e, consequentemente
solubilizar gorduras aderidas ao tecido. Alguns exemplos de enzimas utilizadas em

detergentes sdo a Lipolase® (Novozymes), obtida do fungo Thermomyces



11

lanuginosa e expressa em A. oryzae; a Lumafast® (Genencor, USA) e a Lipomax®

(Gist-Brocades, Holanda), lipases bacterianas oriundas de Pseudomonas
mendocina e P. alcaligenes (Jaeger e Reetz, 1998).

Na industria de alimentos, as lipases sao intensamente utilizadas,
principalmente na hidrélise da gordura do leite, na intensificagcdo do sabor dos
queijos e na aceleragao do processo de maturagao, na fabricagdo de derivados de
queijo e na hidrélise de gorduras e Oleos (Hasan et al., 2006; Bornscheuer e
Kazlauskas, 1999).

Na industria de papel e polpa, os componentes hidrofébicos denominados
“Pitch” (triglicerideos e ceras encontradas na madeira), causam sérios problemas
na manufatura do papel, tais como reducdo da produgao, aumento do custo de
manutencio e operacao e reducao da qualidade. Enzimas tém sido utilizadas para
remover estes componentes da polpa, sendo que lipases de C. rugosa,
empregadas em uma industria japonesa, chegam a hidrolisar 90% dos
triglicerideos encontrados na madeira (Kontkanen et al., 2006; Jaeger e Reetz,
1998).

O uso de lipases na industria oleoquimica, ou seja, em processos que
envolvem reagdes de alcdlise, aciddlise, hidrélise e glicerdlise, economiza energia
e minimiza degradacbes térmicas de produtos e reagentes. As reagdes de
hidrolise na industria geralmente sdo realizadas quimicamente, em condigdes
drasticas, através de tratamento com vapor a altas temperaturas (240 a 260 °C) e
elevadas pressdes. Mediante estas condi¢des, os acidos graxos instaurados se
decompdem e se polimerizam, formando muitas vezes produtos indesejados.

Quando se realiza a hidrdlise catalisada por lipases, o processo fica isento de tais
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problemas; mas, devido ao elevado custo destas enzimas, a hidrélise lipolitica
ainda é menos econdbmica do que a convencional. O processo torna-se
economicamente viavel para casos especificos, como produtos de quimica fina,
pois possuem um alto valor agregado (Hasan, et al., 2006; Lima e Angnes, 1999;
Patel et al. 1996).

Na area ambiental, as lipases podem ser utilizadas para remocao de doleos
presentes nas aguas residuais de fabricas, restaurantes ou residéncias, ou
provenientes de industrias de refinagdo de 6leos e que poluem solos e agua. Além
disso, também podem ser utilizadas na remogao de depdsitos de gorduras que se
formam em sistemas de tubulagdo de agua quente, bebidas e alimentos liquidos.
A aplicagcdo de microrganismos produtores de lipases na degradagdo de
hidrocarbonetos derivados do petréleo é sugerida como uma alternativa de

biorremediagao (Hasan, et al., 2006; Pandey et al., 1999; Reetz, 1998).

2.2.2. Aplicagoes de lipases (e outras enzimas) em produtos cosméticos

Na industria cosmética, campo de atuacado deste projeto, a utilizagcdo das
enzimas vem se intensificando, ndo apenas na sintese de matérias-primas que
sao utilizadas em cosméticos, mas também como ingredientes ativos nas
formulagdes cosméticas. As lipases, pela sua atividade bioldgica, que é a hidrélise
de triacilglicerdis, potencialmente possuem uma grande area de aplicagao,

principalmente no tratamento da pele e cabelos oleosos, através da sua utilizagao
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em produtos para limpeza, como géis e xampus, assim como ativos que auxiliam
no tratamento de celulite, através da lipdlise dos adipécitos.

Algumas patentes que utilizam enzimas na industria farmacéutica e
cosmética ja foram depositadas. As enzimas mais utilizadas nas patentes sao as
proteases, lipases, oxidases e melanases, tanto para clareamento da pele, como
para remocado das camadas superficiais da pele. Por exemplo, a patente U.S.
6514506 B1, descreve uma composicdo clareadora contendo um extrato
enzimatico (contendo melanase) para a retirada de manchas na pele. Este extrato
enzimatico pode ser derivado de Aspergillus fumigatus ou de Saccharomyces
cerevisiae e possui uma agao duas vezes maior que o acido kéjico (amplamente
utilizado pelas farmacias de manipulacao no efeito de clareamento de manchas da
pele); a patente WO 2006/018048 A1 relata a estabilidade de sistemas de
liberagdo enzimaticos aquosos (como ciclodextrinas) e ndo aquosos em produtos
cosméticos contendo lipases, proteases e oxidases. Estes sistemas de liberagao
mantém estas enzimas estaveis em produtos para hidratagcado da pele, controle da
oleosidade (lipase), esfoliantes (proteases) e cremes para clarear a pele
(oxidades). A patente U.S 20030026794 A1, descreve um método de tratamento
da pele contendo enzimas seletivas (proteases) que removem uma camada
especifica da pele. Uma outra patente (U.S 5578296 A) relata a decomposicéo da
melanina utilizando cultura de Basidiomicetos (macrofungos), que pode ser
utilizada em produtos cosméticos para clareamento de manchas (Guth e Lentner,
2006; Fein et al.,2003; Mori et al., 2002; Mammone et al., 2003; Kashimo et al.,

1996).
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Pode-se ainda citar a patente WO 0076458 A3, que descreve a aplicagao
de lipase, protease e peroxidase em produtos cosméticos com intensa agao na
pele, especificamente efeito regenerativos. Outra patente de interesse é a
CN1316500-A, que descreve um sabonete alcalino com lipase para limpeza da
pele com as principais vantagens de nao ser irritante, custo mais baixo e baixa
concentragao de detergente na formulagdo. Além disto, a patente JP2004244355-
A descreve uma formulacdo cosmética para prevenir e tratar a obesidade
localizada contendo cafeina e lipase. A patente EP 0710478 B1 descreve uma
composicao topica contendo lipases e ativos precursores para o tratamento da
pele (Garrido e Quimibel, 2004; Xinmin e YU, 2001; Golz-Berner e Zastrow, 2000;
De Salvert et al.,1997).

Além das patentes citadas acima, podemos relacionar alguns produtos
cosméticos que estdo no mercado e que possuem enzimas na sua composi¢cao
(Tabela 1). Verifica-se que a enzima mais utilizada € a protease, cuja finalidade
biolégica é a hidrolise de proteinas. Quando utilizada em cosméticos, pode
promover a remogao superficial das camadas da pele (“peeling”). Em seguida,
aparece a utilizagdo de glicose-oxidases (EC 1.1.3.4.), que biologicamente tém a
funcdo de catalisar a reagao de oxidagao da (3)-D-glicose em D-acido glucénico e
peroxido de hidrogénio. E altamente especifica para (B)-D-glicose e ndo atua na
(a)-D-glicose. Em Cosmetologia, a glicose-oxidase é adicionada para promover a
esfoliacdo da pele através da formagado de um poliidroxiacido (acido glucénico) e,
em cabelos combate a caspa através da esfoliagdo e da brilho aos fios. Neste
caso, conjuntamente € utilizada também a lactoperoxidase (EC1.11.1.7.), que

catalisa a reacdo de oxidagdo do peroxido de hidrogénio formado pela glicose-
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oxidase. Além disso, em cosméticos, a glicose-oxidase é utilizada como anti-

radical livre na pele (http://www.gnpd.com/).

Tabela 1. Produtos cosméticos de mercado que possuem enzimas na sua

Composicao.
FABRICANTE PRODUTOS / FABRICANTE = ENZIMA ADICIONADA FINALIDADE
Burt's Bees Lemon Poppy seed Facial Glicose oxidase e “peeling” e anti radicais
Cleanser® lactoperoxidase livres
Burt's Bees Shea Butter Hand Repair Glicose oxidase e “peeling” e anti radicais
Creme® lactoperoxidase livres
Cosmetique Asia Green Papayna Soap® Papaina Ajuda a eliminar as
células mortas as pele
Carica Herbal Health Deep Clean Face and Body Papaina Ajuda a eliminar as

Products
Burt's Bees

Avalon Natural
Products
Laboratorium
Kosmetyczne
Kabeno

Avon

Soap®
Herbal Treatment Shampoo®

Alba Hawaiian Passion Fruit
Body Wash®
Peeling Enzymatyczny
Exfoliating Cream®
Cleanse Soap C®

Dramatic Soother Facial
Mask®

Fonte: http://www.gnpd.com/

Glicose oxidase e
lactoperoxidase
Bromelaina

Enzimas queratoliticas
Dextran solidified

protease
Protease

2.3. COSMETOLOGIA E FISIOLOGIA DA PELE

células mortas as pele
“peeling” e anti radicais
livres
Ajuda a eliminar as
células mortas as pele
Ajuda a eliminar as
células mortas as pele
Ajuda a eliminar as
células mortas as pele
Ajuda a eliminar as
células mortas as pele

Devido a importancia dos materiais secretados pela pele neste trabalho, a

seguir serdo descritos alguns topicos relevantes para o entendimento dos

mecanismos de acdo de um produto cosmético.

Por definicdo, cosméticos sdo preparagdes constituidas por substancias

naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano, com

objetivo exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e

ou corrigir odores corporais e ou protegé-los ou manté-los em bom estado. A
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funcdo de um cosmético na derme nao é terapéutica, mas sim profilatica, ou seja,
ajuda a manter a homeostase (o equilibrio) da pele. Os cosméticos, portanto, sdo
limitados a aplicagao tépica, na pele integra e nunca lesada, como hidratante da
pele, corretores de imperfeigdes visiveis, ou produtos para limpeza e desinfeccao

da pele (http://anvisa.gov.br; De Polo, 1998).

A pele é o principal 6érgao do corpo humano de comunicagdo com o exterior
(meio ambiente), que serve como protegao para o organismo. A pele forma uma
eficiente barreira permeavel, que é constantemente renovada através de um
processo biolégico chamado queratinizacdo. E o maior 6rgdo do corpo humano e
compreende aproximadamente 5% do seu peso total. O seu nivel de registro de
grande precisdo dos sintomas de dores, tato, calor e frio, alertam o organismo
para elaborar uma resposta correspondente (De Pdlo, 1998; Rubin e Viglioglia,
1989).

Além das fungdes de protegdo contra agressdes fisicas, a temperatura e
radiacédo ultravioleta a pele tem a funcdo de prevenir a penetracdo de agentes
materiais nocivos, incluindo a dgua e microrganismos. Possui também a fungao de
excretar materiais sebaceos e suor através da glandula sebacea e sudoripara e
controlar a perda de fluidos, sais, hormbnios e outros materiais enddgenos;
promover termoregulagdo do corpo através da evaporagao de agua pela glandula
sudoripara (De P6lo,1998).

A pele humana esta constituida por trés camadas em corte perpendicular:

epiderme, derme e hipoderme (Figura 2) (Rubin e Viglioglia, 1989).
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Figura 2. Estrutura tridimensional da pele. Fonte. http://www.skin-science.com

A epiderme consiste em um numero de camadas que se renovam
periodicamente. A estratificagdo € o resultado da mudanca nos queratinécitos da
camada basal até a mais superficial (queratinizagdo), que €& continuamente
formada por mitose celular (Figura 3). Trés outras células estdo presentes na pele:
melandcitos ou células de pigmentos; células de Langerhans, que s&o incolores e
em forma dendritica, e células Merkel, que promovem as sensagodes. A epiderme
tem a sua fungao protetora através da queratina, uma proteina que cornifica a
superficie da pele, através da sintese do pigmento chamado melanina. Além disto,
€ esta camada que serve como uma membrana permeavel para as substancias
sélidas, liquidas e gasosas (Rubin e Viglioglia, 1989; Wilkinson e Moore, 1982). A
epiderme é formada por estrato corneo, estrato lucido, camada granulosa, camada

espinhosa e camada basal ou germinativa (Souza, 2003).
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As células da lamina
basal com o passar do
tempo vao migrando
para a superficie até
chegar no  estrato
cérneo onde séo

P 2\ Y eliminadas.

Figura 3. Mecanismo de renovacao celular. Fonte. http://www.skin-science.com

O estrato cérneo € a camada mais externa formada por fileiras de células
mortas, anucleadas e constituidas por queratina. As fileiras mais superficiais estdo
em processo de descamacéao continua. O estrato lucido é encontrado onde a pele
é mais grossa, como a palma das maos e a planta dos pés. E a camada mais
profunda da camada cérnea. E acidéfila e compacta. Ja a camada granulosa é rica
em enzimas e é constituida por granulos de queratoialina. Suas células n&o tém
capacidade de divisao celular e tem a fungdo de sintetizar queratina. A camada
espinhosa é constituida de varias fileiras de células que se unem entre si, através
de desmossomas. Os desmossomas sdo espessamentos da membrana celular e
se unem entre si, pelo cimento intercelular. Entre as células espinhosas,
encontram-se ceélulas de Langerhans, que apresentam em sua superficie

receptores para imunoglobina E (IgE), que capta antigenos exteriores. A ultima
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camada da epiderme € a camada basal ou germinativa, € a camada responsavel
por dar suporte a epiderme e que estabelece a unido com a derme. A camada
germinativa da origem as camadas epidérmicas por reproducéo continuada. Nesta
camada estdo os melandcitos, células que formam a melanina sao transferidas
para os queratinécitos através das dendritas (Souza, 2003).

A jungado derme — epiderme nao é formada por um plano liso, e sim por uma
regido ondulada composta por papilas que aumentam a superficie de contato
entre a derme e a epiderme. Nesta regido, ha uma facilidade de difusdo de
nutrientes, fatores de crescimento e xenobidticos (composto quimico que néo é
produzido e tampouco pode ser degradado por organismos vivos). No
envelhecimento natural da pele existe uma reducido desta superficie de contato,
tornando mais dificil a difusdo de nutrientes. Esta jungdo derme-epiderme é feita
por quatro camadas que podem ser vistas pelo microscopio eletrbnico. Nesta
juncdo, esta presente grande quantidade de proteinas tais como, laminina,
colageno IV, V e VII, dglicoproteinas, além de antigenos | e Il e os
hemedesmossomos. Os hemedesmossomos sdo regides especializadas que
ocorrem nas membranas adjacentes que formam uma ponte entre duas células
vizinhas, por onde se conectam os filamentos intermediarios, formando uma
estrutura de grande forga (Schaefer e Redelmeier, 1996).

A derme é um tecido eminentemente fibroso (fibras colagenas, elasticas e
reticulinas) e é mais espessa que a epiderme. Contém os apéndices de anexos
cutaneos do tipo: cérneos (pélos e unhas) e glandulares (glandulas sebaceas e
sudoriparas). A derme também desempenha a fungao protetora, o que representa

a segunda linha de defesa contra traumatismos e contém as vias necessarias para
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o sistema vascular cutdneo. A epiderme, que é um tecido avascular, depende
totalmente da irrigagdo sanguinea dérmica. A derme constitui um enorme depdsito
potencial de sangue, eletrdlitos e agua. A hipoderme estéa situada abaixo da derme
e desempenha varias fungdes. Antes de tudo ela serve como isolante do calor,
que conserva a temperatura corporal. A hipoderme se comporta como uma
verdadeira “almofada” que atua como amortecedor de traumas. Por fim, a
hipoderme serve como reserva energética através do depdsito de substancias
graxas (Rubin e Viglioglia, 1989; Wilkinson e Moore,1982).

E estimado que existam cerca de 2.380.000 glandulas sudoriparas por toda
a superficie do corpo. Estas glandulas sdo divididas em dois tipos: écrinas e
apocrinas. As glandulas do tipo écrinas sdo mais numerosas e sua fungéo € de
regular o equilibrio térmico do organismo. Sdo controladas pelo sistema nervoso
simpatico e sua origem € na derme ou hipoderme com a abertura da via do ducto
na superficie da pele. A composicao e o volume da excrecdo écrina depende da
atividade fisica, alimentacao, emocao, dentre outros, € uma mistura hipoténica em
média de 99% de agua, com eletrdlitos tais como cloreto de sodio e bicarbonato,
uréia e acido urico, aminoacidos, acidos graxos volateis como acido férmico e
butirico, colesterol e outros esterdis, agucares e lipideos, com pH de 4,2 a 7,0
(Rubin e Viglioglia, 1989; Wilkinson e Moore,1982).

As glandulas sudoriparas apdcrinas sdo de tamanhos superiores as
écrinas, localizadas seletivamente nas axilas, mamas e zona anoperineogenital. A
excregao apocrina € leitosa, viscosa e inodora, que contém proteinas, agucares
redutores, aménia e esterdis. Tanto a excrecdo apdcrina como a écrina sao

inodoras ao serem liberadas. O desenvolvimento do odor desagradavel do suor &
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o resultado da acao de bactérias anaerdbias sobre a excrecdo apdcrina, rica em
substancias organicas que sao substratos ideais para o crescimento de bactéria
(Rubin e Viglioglia, 1989; Wilkinson e Moore,1982).

Glandulas sebaceas existentes na pele, estimuladas por testosterona e
inibidas por estrogeno, sdo formagdes anexas a um foliculo piloso, no qual
desembocam e vertem sua secreg¢ao, o sebo, constituido por acumulagcdo de
multiplas gotas de lipideos e restos celulares. A fungdo fundamental do sebo é de
lubrificar a pele, formando com a secrecido sudoripara uma emulsio perfeita que
recobre a superficie da pele formando o manto hidrolipidico (Rubin e Viglioglia,
1989).

O sebo humano é constituido por aproximadamente 60% de glicerideos e
acidos graxos, 25% de ésteres de ceras, 12% de esqualeno, 2% de ésteres de
colesterol e 1% de colesterol. Foram identificados no sebo humano mais de 200
diferentes acidos graxos. No entanto as células da epiderme, os queratindcitos,
possuem em geral 6,6% de fosfolipideos, 18,9% de colesterol, 2,0% de acidos
graxos livres, 24,4% de ceramidas, 2,0% de sulfato de colesterol e tragos de
glicosilceramida (Wilkinson e Moore, 1982).

A pele oleosa ndo € uma doenga por si, mas o seu aspecto desagradavel
favorece o desenvolvimento de problemas. Em geral, a pele oleosa é densa, com
poros dilatados, aspecto engordurado e brilhante, devidos a produgdo exagerada
de sebo (sem alterar a sua composi¢cdo). Estas condigbes favorecem o
aparecimento de espinhas e comeddes (pontos pretos da oxidagdo do sebo).
Diferente de uma pele oleosa, a seborréia € uma alteragdo qualitativa e

quantitativa da secrecado sebacea (aumento na concentracdo de acidos graxos



22

livres), que pode gerar uma modificagdo morfolégica e funcional da unidade
pilosebacea, desencadeando a acne. A acne € o resultado de um processo
inflamatdrio desencadeado pela obstrugdo da unidade pilosebacea pelos acidos
graxos livres em excesso em uma pele seborréica; com esta obstrugdo ha um
ambiente de anaerobiose e 0os microrganismos produzem substancias toxicas que
degradam a queratina, agredindo mais as células (processo inflamatério) (Fabre,
1999; Guiraud, 1997).

Devido a semelhanga com a pele humana em termos de densidade de
foliculos pilosos, a pele de porco, principalmente quando jovem, tem sido utilizada
como modelo de membrana para estudos de permeacéao “in vitro” e “in vivo”. Sua
permeabilidade tem sido amplamente estudada e tem provado ser um bom
modelo animal para simular a pele humana. A permeacao cutanea do nicorandil,
utiizado para prevenir e tratar angina, é semelhante quando utilizadas peles
humanas e peles da orelha de porco. A pele de porco e a pele humana tém
superficie lipidica espessura de barreira e aspectos morfoldgicos similares. Entéo,
sugere-se a utilizagado de pele de porco para a estimar o comportamento da pele

humana in vitro (Lopes e Kaneko, 2000; Sato et al.,1991).
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é o estudo da viabilidade da aplicagdo de
lipases em cosméticos de limpeza facial para peles oleosas. Para isto, leva em
consideragao a atividade, a estabilidade destas enzimas, segundo o Guia de
Estabilidade de Produtos Cosmeéticos, descrito pela Agencia Nacional de

Vigilancia Sanitaria.

Objetivos especificos:

e Caracterizagao cinética e de estabilidade da enzima Palatase: efeito do
pH, da temperatura na atividade e na estabilidade.

e Caracterizagao da enzima Palatase frente a uma formulagao cosmética
definida para limpeza facial,

¢ Realizacao de testes de seguranga para a aplicagcao Palatase na pele;
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4. MATERIAIS E METODOS

A parte experimental do presente trabalho foi desenvolvida no
Departamento de Quimica, no Laboratério de Tecnologia Enzimatica e Biocatalise
(LTEB), da Universidade Federal do Parana; no laboratério de Pesquisa e
Inovagédo de O Boticario; no Laboratério de Anatomia Patolégica do Hospital das

Clinicas da Universidade Federal do Parana.

4.1 ENZIMA

A enzima escolhida para o presente trabalho foi a Palatase® L 20.000 da
Novozymes Latin America Ltda (Araucaria, PR), de uso indicado na industria
alimenticia, sendo proveniente de Aspergilus oryzae, um microrganismo
geneticamente modificado e nao-patogénico, reconhecido como GRAS, segura
para o uso em produtos cosméticos. Além disso, também foram levadas em conta
as suas propriedades cinéticas, principalmente — pH e temperatura 6tima para a

atividade (7,5 e 40 °C, respectivamente citados pelo fabricante).

4.2 FORMULACAO COSMETICA

A formulagdo esta descrita na Tabela 2 com seus constituintes,

concentragodes e fungdes.
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A base cosmética foi formulada por um agente de reologia ou agente
geleificante derivado da celulose, como a hidroxietilcelulose, que possui alta
eficiéncia como agente de viscosidade, pois é compativel com grande variedade
de matérias-primas cosmeéticas, incluindo tensoativos anibnicos e catibnicos,
eletrélitos e materiais ndo ibnicos. Em sistemas detergentes a hidroxietilcelulose
promove uma boa espalhabilidade na superficie aplicada. A hidroxietilcelulose, é
estavel em uma larga faixa de pH (4-10) e pode proporcionar uma faixa variavel de
viscosidade para o produto, mudando-se apenas a sua concentragao (Knowlton,
1996).

Foi utilizado um sistema conservante com acgdo bactericida e fungicida
(metilcloroisotiazolinona/metilisotiazolinona  ou  5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-
ona/2-metil-4-isotiazolin-3-ona), e um sistema sequestrante que se complexa com
muitos ions metalicos em solugdo (edetato dissédico ou disédico N,N'- 1,2-
etanodibis[N- (carboximetil)Glicina], removendo a disponibilidade de formacéo e
precipitagdo de sais insoluveis na formulagcédo (Knowlton, 1996).

O decil glicosidio (Decil-B-D-glicopiranosideo) esta presente na formulagéo
como agente tensoativo ndo ibnico e nao irritante auxiliando na limpeza e
formagao de espuma na hora da aplicagao (Knowlton, 1996).

Substancias como o propilenoglicol (1,2-propanodiol), butilenoglicol (1,3-
butanodiol) e hexilenoglicol (2-metil-2,4-pentanodiol) sdo classificados como
umectantes em Cosmetologia por que possuem capacidade de reter agua
superficial e auxiliam na hidratagdo da pele. O propilenoglicol € um liquido viscoso
incolor e completamente soluvel em agua e seu efeito umectante e condicionante

€ obtido em concentracdo a partir de 5% na formulagdo. No entanto, seu efeito
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solvente necessita de concentragdes baixas, usualmente a partir de 1%, até 5%,
dependendo do soluto utilizado. O butilenoglicol possui propriedades cosméticas
similares ao propilenoglicol (umectante e solvente), mas é mais higroscépico e
viscoso do que este. O hexilenoglicol € um bom solvente, mas possui
propriedades umectantes moderadas se comparado com o propilenoglicol e o
butilenoglicol (Hunting, 1987).

Fragrancias cosméticas sao associagbes de muitos, possivelmente
centenas, de diferentes materiais, muitos possuem fungao quimica reativas, como
grupos aldeidos, cetonas e duplas ligacbes, além de 6leos essenciais. Sao
constituidos de compostos perfumados para mascarar o odor original da base
cosmeética e tornar o produto final mais agradavel ao usuario (Hunting, 1987).

BHT (hidroxitolueno butilad$o ou 2,6-bis (1,1-dimetiletil)-4-metilfenol) € um
antioxidante para a formulagdo cosmética, é utilizado como estabilizante quimico
impedindo com que o produto se oxide e ocorra alteracdes fisicas e quimicas. E
um po cristalino branco insoluvel em agua, mas soluvel em alcool, éleo mineral e
Oleos vegetais. (Hunting, 1987).

A Palatase® foi utilizada na concentracdo de 2% (v/v) na formulacdo

cosmeética para os presentes ensaios.
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Tabela 2. Formulagao da base cosmética.

MATERIA-PRIMA (INCI* NAME TRADUZIDO) CONCENTRAGAO (% FUNCAO
P/P)
Hidroxietilcelulose 1,0 Agente geleificante
Metilcloroisotiazolinona/Metilisotiazolinona (sol. 1,2%) 0,05 Conservante
Edetato dissddico 0,05 Sequestrante
Decilglucosidio 6,0 Tensoativo
Agua Destilada q.s.p.100,0 Veiculo
Propilenoglicol 50 Umectante
Butilenoglicol 3,0 Umectante
Hexilenoglicol 2,0 Umectante
BHT 0,05 Antioxidante
Feniletil alcool 0,2 Perfume

* INCI name: International Nomenclature Cosmetic Ingredients; Fonte:http://www.ctfa.org

4.3 CARACTERIZACAO DA PALATASE EM MEIO AQUOSO

4.3.1 Atividade lipolitica da Palatase dosada pelo método titulométrico

4.3.1.1 Método titulométrico manual

A determinagao de lipases por titulometria € o método ideal para determinar
a atividade lipolitica durante a sua produgdo ou para estudar a cinética de uma
lipase em meio aquoso, pois propicia a existéncia de uma interface e pode utilizar
substratos naturais destas lipases, comprovando a atividade lipolitica dita
“verdadeira”. O método utilizado neste trabalho baseia-se naquele proposto por
Stuer et al (1986), com modificagbes, envolvendo a titulaggo com NaOH dos
acidos graxos liberados pela agao da lipase sobre triacilgliceréis. O meio reacional

consiste de 0,2 mol/L de substrato (trioleina ou tributirina) emulsionado com 6%
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(m/v) de Triton X-100 e 74% (v/v) de tampéo fosfato 0,05 mol/L pH 7,0. Adicionou-
se 1,0 mL de enzima a 5,0 mL de meio de reacao e incubou-se por 30 minutos a
37°C, sob agitacdo. Apds a incubagao, 16,0 mL de uma solugéo 1:1 (v/v) de
acetona e etanol foram adicionados a esta solugao que foi titulada com NaOH 0,05
mol/L. Uma unidade de atividade enzimatica é equivalente a 1 mol de acido graxo

produzido na unidade de tempo.

4.3.1.2 Método pH-Stat

O meio reacional consiste de 0,2 mol/L de substrato emulsionado com 6%
(m/v) de Triton X-100 e 74% (v/v) de tampéo fosfato 0,05 mol/L pH 7,0. Adicionou-
se 1,0 mL de enzima ou solugdo enzimatica a 15,0 mL de meio de reacéo e
incubou-se por 5 minutos a 37 °C, sob agitacdo. Durante os 5 minutos da reacao o
pH é mantido em 7,0 através da titulagdo com NaOH 0,01 mol/L. Uma unidade de
atividade enzimatica é equivalente a 1umol de acido graxo produzido na unidade
de tempo.

As determinacbes das atividades neste trabalho foram utilizadas como
substrato a trioleina, utilizando-se o titulador automatico pH-Stat Metrohm 718.
Sendo que foram utilizando 1 mL da solugao enzimatica (1:500 em tampéao fosfato

pH 7,0; 0,05 mol/L).
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4.3.2 Atividade frente ao pNPP

Foi realizado o ensaio em triplicata da atividade frente ao pNPP (palmitato
de p-nitrofenila) com trés diluigbes do extrato enzimatico, 1:300, 1:400 e 1:500,
cada diluicao foi realizada em triplicata. O método utilizado foi o método do pNPP
descrito por Winkler e Stukmann (1979), sendo modificado conforme Krieger,

(1995).

4.3.3 Estudo do efeito do pH na atividade enzimatica

Para determinar o efeito do pH em 30 min de reacdo na atividade, os
ensaios foram realizados pelo método titulométrico manual variando-se o pH do
meio reacional entre 5,0 a 8,0. Os ensaios com tampao fosfato 0,05 mol/L foram
realizados entre pH de 6,0 a 8,0, e para o tampao fosfato-citrato 0,05 mol/L entre
pH 5,0 a 6,0. O substrato utilizado foi a trioleina (0,2 mol/L). Foi utilizado 1,0 mL da

solugéo enzimatica (1:500 nos tampdes especificados acima).

4.3.4 Efeito da temperatura na atividade enzimatica

Para determinar o efeito da temperatura na atividade enzimatica, os ensaios
foram realizados pelo método titulométrico através do pH-Stat Metrohm 718,

variando-se a temperatura dos ensaios entre 25 e 60 °C. Foram utilizados 15,0 mL
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do meio reacional e 1,0 mL da solugdo enzimatica (1:500 em tampao fosfato pH

7,0; 0,05 mol/L). O substrato utilizado foi a trioleina (0,2 mol/L).

4.3.5 Estudo de estabilidade da enzima em diferentes temperaturas de

armazenamento

Para determinar o efeito do armazenamento na atividade, a Palatase © foi
armazenada em estufas controladas nas temperaturas de - 4 °C, 25 °C, 37 °C, 45
°C e 50 °C, seguindo o Guia de Estabilidade de Produtos Cosmeéticos, descrito
pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria. As determinagcbes das atividades
foram realizadas apés 7 dias e apds 15 dias e comparadas com um branco (To,
sem incubagao). Os ensaios foram realizados pelo método titulométrico utilizando
o pH-Stat Metrohm 718 a temperatura de 37 °C. Foram utilizados 15,0 mL do meio
reacional e 1,0 mL da solugao enzimatica com diluicao 1:500 em tampao fosfato

pH 7,0, 0,05 mol/L. O substrato utilizado foi a trioleina (0,2 mol/L).

4.4 CARACTERIZACAO DA PALATASE FRENTE A FORMULAGAO COSMETICA

4.4.1 Atividade frente a diferentes substratos na formulagao cosmética

Ensaios de atividades foram realizados utilizando 0,2 mol/L de tributirina e

trioleina como substratos, usando como meio reacional gel a 1% de
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hidroxietilcelulose com pH 6,6. A determinag¢ao da atividade da lipase foi baseada
no método titulométrico utilizando 30 min como tempo da reagao; os substratos
foram emulsionados no meio reacional com 6% (m/v) de Triton X-100 e a titulagao

foi realizada usando uma solucao 0,05 mol/L de NaOH.

4.4.2 Efeito dos componentes da formulagao cosmética na atividade

Para estudar o efeito dos componentes da formulagdo foram realizados
ensaios de determinacdo da atividade lipolitica frente a trioleina (0,2 mol/L), pelo
método titulométrico manual (conforme item 4.3.1.1) utilizando-se como meio
reacional diferentes preparagdes do gel: (1) gel com 1% de hidroxietilcelulose; (2)
gel de hidroxietilcelulose adicionado de cada componente da formulagao

isoladamente com suas devidas concentracgdes; (3) formulagdo completa.

4.4.3 Estudo de estabilidade da enzima aplicada na formulagao base em

diferentes temperaturas de armazenamento

Para determinar o efeito da temperatura de armazenamento na atividade, a
enzima foi armazenada nas temperaturas de - 4 °C, 25 °C, 37 °C, 45 °C e 50 °C.
As determinacdes de atividade foram realizadas apds 3, 7 e 15 dias e comparadas
com um branco (T, sem incubagéo). Os ensaios foram realizados pelo método

titulométrico através do pH-Stat Metrohm 718 a temperatura de 37 °C. Foram
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utilizados 15,0 mL do meio reacional e 0,5 mL da formulagdo base contendo 2%

da enzima. O substrato utilizado foi a trioleina (0,2 mol/L).

4.5 TESTES DE SEGURANGCA PARA A APLICACAO DA FORMULAGCAO

CONTENDO A PALATASE

4.5.1 Estudo histolégico do impacto da aplicagao da Palatase na pele.

O presente estudo teve por objetivo avaliar o impacto de uma determinada
matéria-prima ou ativo sobre a pele, analisando as possiveis alteragdes
histolégicas das estruturas da pele sob a influencia da Palatase pura. Para esta
parte do trabalho, foi realizado um treinamento prévio com o professor e
patologista, Dr José Ederaldo Queiroz Telles, para a padronizagdo das analises
histoldgicas da pele, e assim garantir a qualidade na interpretagcao dos resultados.

O estudo da cinética de degradacao da pele foi realizado preliminarmente
para avaliar o tempo necessario de aplicagcao da Palatase na pele, de modo que
se tenha certeza que os resultados possam ser atribuidos apenas aos ativos, e
nao ao processo de degradagao natural da pele pés-morte.

Apos a determinagao das melhores condi¢gdes experimentais, foi realizado
um segundo estudo com o intuito de estudar os efeitos da aplicagdo propriamente
dita da Palatase na pele em comparagcado a um ensaio em branco (tampao fosfato

0,05 mol/L e pH 7,0).
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4.5.1.1 Estudo da cinética de degradacéo histologica da pele de porco

Este estudo foi realizado com fragmentos de pele provenientes da orelha de
porco doméstico obtida 40 min apds a morte do animal. Diferentes temperaturas e
tempos de incubacéo foram estudados: (1) tempo inicial, sem incubagao, (To); (2)
4 h apds a morte do animal, com fragmentos mantidos em temperatura ambiente
(T1); (3) 4 h ap6s a morte do animal a temperatura ambiente, mais 3 h de
incubacdo em estufa a 35 °C (mais proximo a temperatura natural da pele
humana) (T2); (4) 4 h apdés a morte do animal a temperatura ambiente, mais 17 h
de incubacao em estufa a 35 °C (T3). A derme dos fragmentos de pele foi mantida
em contato com uma solugéo tampao fosfato 0,05 mol/L pH 7,0, para manter uma
maior viabilidade celular e evitar o ressecamento dos fragmentos incubados a 35
°C. Ao término de cada tempo estipulado os fragmentos foram retirados e lavados
em tampao fosfato 0,05 mol/L pH 7,0. Apds a lavagem, os fragmentos foram
fixados em solugdo aquosa de formol 10% (v/v) e em seguida coloridos com
hematoxilina-eosina (Junqueira e Carneiro, 1995).

E importante ressaltar que o tempo de 40 min apds a morte do animal a 25
°C é considerado no presente trabalho como o tempo onde ainda ndao ha
alteragdes histologicas (branco). O tempo de 4 h apds a morte do animal a 25 °C é
o tempo médio de preparo de todos os materiais para o inicio do teste com
incubagcao sendo, deste modo, um tempo obrigatério para estudar a integridade

destas peles. Com relagao ao tempo de incubagao, foram testados 3 h a 35° C,
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sendo considerado um teste drastico, mas necessario, para analise de produtos
utilizados com enxague. Foi testado o tempo de 16 h em incubagéo a 35 ° C para
uma analise de produtos sem enxague.

Foram utilizadas 4 orelhas de porco, sendo cada uma dividida em 20
fragmentos de 1cm? Os ensaios foram aleatorizados com os 4 tempos nas 4
orelhas, resultando em 20 repeticdes para cada ensaio de tempo. Foi utilizado
como ferramenta estatistica o teste de Qui-quadrado e o teste de diferenga de
proporgdes (Siegel, 1975). O primeiro permite saber se ha ou nao diferenca
significativa entre os tratamentos, mas sem determinar em qual o tratamento é
apresentada esta diferenca. No teste de diferengca de proporgdes, comparam-se
os tratamentos dois a dois para identificar e quantificar as diferencas
apresentadas, e verificar em qual tratamento elas estao presentes.

As amostras receberam as seguintes codificagdes: laminas D1 até D20 sao
as amotras do tempo tp; laminas D21 até D40 sdo as amostras do tempo ti;
laminas D41 até D60 s&o as amostras do tempo t; e as laminas D61 até D80 sao

as amostras do tempo ts.

4.5.1.2 Estudo histologico do impacto da aplicacdo da Palatase na pele da orelha

de porco.

O presente estudo foi realizado para avaliar o impacto da aplicagao da
Palatase na estrutura da pele da orlha de porco, de modo a identificar alguma

possivel degradacao ou alteragbes desta estrutura. Este estudo foi realizado com
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fragmentos de peles provenientes da orelha de porco doméstico utilizando a
melhor condicdo experimental obtida no item 4.5.1.1 (4 h apds a morte do animal
mais 3 h de incubagao na estufa 35 °C).

Nos fragmentos de pele foram aplicadas 5 solugbes aquosas: ensaio |)
solugéo a 2% de Palatase em tampéo fosfato 0,05 mol/L pH 7,0; ensaio Il) solugédo
aquosa a 5% de Palatase em tampao fosfato 0,05 mol/L pH 7,0; ensaio lll) solugdo
tampéao 0,05 mol/L pH 7,0 (padréao negativo); ensaio 1V) solugdo aquosa a 2% de
hidroquinona em solucdo tampao 0,05mol/L. Estas solugdo foram aplicadas
diretamente sobre o estrato cérneo na concentracdo de 2 mg/cm2 de pele
(estipulada como a dose média de utilizagao pelos usuarios pelo International SPF
Test Method Guideline 2003). A derme dos fragmentos de pele foi mantida em
contato com uma solucédo tampao fosfato 0,05 mol/L pH 7,0, para manter uma
maior viabilidade celular e evitar o ressecamento dos fragmentos. Estes
fragmentos foram levados a uma incuba a 35 °C por 3 h para mimetizar a
aplicagao de um produto rinsavel, uma vez que a temperatura da pele € em torno
de 35 °C e 3 hs representam uma situacdo extrema de contato para este tipo de
produto (produto rinsavel). Apés as 3 h de incubagdo os fragmentos foram
retirados e lavados em tampao fosfato 0,05 mol/L pH 7,0. Ap6és a lavagem, os
fragmentos foram fixados em solugdo aquosa de formol 10% (v/v) e em seguida
coloridos com hematoxilina-eosina (Junqueira e Carneiro,1995).

Foram utilizadas 3 orelhas de porco, sendo cada uma dividida nos 4
ensaios aleatoriamente, resultando em 10 repeticdes para cada ensaio. Foi
utiizado como ferramenta estatistica o teste de Qui-quadrado e o teste de

diferenca de proporgdes (Siegel, 1975). O primeiro permite saber se existe ou ndo



36

diferencas estatisticamente significativa entre os tratamentos, mas sem determinar
em qual o tratamento é apresentada esta diferenca. Ja no teste de diferenca de
proporcdes, comparam-se os tratamentos dois a dois para identificar e quantificar
as diferencas apresentadas, e verificar em qual tratamento elas estao presentes.
As amostras receberam as seguintes codificagdes: amostras do ensaio I:
laminas A3, A8, A13, B1, B6, B11, B16, C4, C9, C14; amostras do ensaio II: A4,
A9, A14, B2, B7, B12, B17, C5, C10, C15; amostras do ensaio lll: A5, A10, A15,
B3, B8, B13, C1, C6, C11, C16 e amostras do ensaio IV: A1, A6, A11, A16, B4,

B9, B14, C2, C7, C12.

4.5.2 Teste de citotoxicidade para fibroblastos de pele humana in vitro

O teste de citotoxicidade foi realizado para determinar a quantidade maxima
de Palatase e do gel contendo 2% da mesma que ndo promova morte das células
de fibroblastos em cultivo celular. Este teste foi realizado pelo laboratério LASA —

Laboratério de Quimica Ltda em Campinas/ SP.

4.5.2.1 Preparacao das culturas de células

As culturas de fibroplastos de pele humanas mantidas em garrafas T-75
foram tripsinizadas. A suspensao celular obtida foi usada para semear culturas de

células em placas de 96 pocos. Cada poco recebeu cerca de 5X 10° células. As
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culturas de células foram mantidas em meio DMEM/10%SFB incubadas em estufa
de CO;, 5% a 37 °C. Depois de inoculadas, as culturas permaneceram incubadas

por 18 horas para que as células aderissem a superficie da placa.

4.5.2.2 Preparacdo de amostra e inducéo das culturas de células

A amostra Gel base contendo 2% de Palatase se mostrou soluvel em meio
aquoso. Foi feita uma solucéo diluindo 0,48 mL da amostra para um volume final
de 4 mL usando meio de cultura DMEM/10%SFB. A solu¢do estoque obtida (12%
v/v) foi usada para montar 10 diluicbes seriadas de 1,78 vezes a cada diluicdo em
meio DMEM/10%SFB. As 11 solugbes obtidas apds a diluicdo seriada foram
adicionados ao meio de cultura o que resultou em mais uma diluicdo de 4 vezes
para as concentracdes de amostras testadas.

A amostra enzima Palatase se mostrou soluvel em meio aquoso. Foi feita
uma solucdo estoque diluindo 2 mL da amostra para um volume final de 4 mL
usando meio de cultura DMEM/10%SFB. A solugéo estoque obtida (50% v/v) foi
usada para montar 10 diluigdes seriadas de 2 vezes a cada diluicdo em meio
DMEM/10%SFB. As 11 solugbes obtidas apdés a diluicdo seriada foram
adicionadas ao meio. Esse passo nao representou diluicdo adicional para as
concentragcdes de amostras testadas.

As diversas concentracbes das amostras foram testadas em ftriplicatas.

Foram feitos brancos para todas as diluigdes de amostra testadas. Foi realizado
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também um controle onde ndo houve indug¢do das culturas com amostras, sendo
adicionado apenas meio.

A placa foi entdo incubada por 72 h em estufa de CO,. Passado este
tempo, o meio de cultura foi retirado e as células lavadas com solucdo de Hanks.
Em seguida, foi adicionado meio DMEM/10%SFB novas as culturas. A placa foi
incubada novamente por mais 24 h em estufa de CO, antes da determinacao da

quantidade de células pelo ensaio de MTT.

4.5.2.3 Deteccéo de viabilidade celular pelo ensaio de MTT

O ensaio de MTT foi realizado apds indugao das culturas com diferentes
concentracbes de amostra. Este foi feito no intuito de determinar o niumero de
células presentes em cada cultura. Primeiro, o meio de cultura foi retirado e
adicionado meio DMEM/10%SFB novo contendo 0,5mg/mL de MTT. A placa foi
entdo incubada por 4 h em estufa CO, protegida da luz. Passando este periodo, o
meio foi retirado e entdo adicionado DMSO para solubilizagcdo dos cristais de
formazana. A absorbancia a 570 nm de cada pogo da placa foi determinada
usando um de espectrofotdmetro do tipo ELISA.

Nesta técnica o sal de tetrazolium (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil
brometo de tetrazolium, MTT), que € um composto hidrossoluvel, é facilmente
incorporado por células viaveis. Dentro das células, este composto é entado
reduzido nas mitocrondrias pelas desidrogenase gerando a formazana. Este

composto, por sua vez, nao € soluvel em agua e fica armazenado no citoplasma
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celular. A formazana pode ser solubilizada por solvente como DMSOQO. Ao contrario
do MTT, que apresenta coloragao amarelada palido, a formazana tem coloragao
azul-escuro e, quando solubilizada em DMSO, apresenta absor¢cdo maxima no
comprimento de onda de 570 nm.

O ensaio colorimétrico com MTT mede a quantidade de formazana formada
pela determinagao da absorbancia a 570 nm usando um espectofotometro. O valor
da absorbancia obtido é proporcional ao numero de células viaveis, uma vez que
quando maior o numero de células mais formazana é produzida pelo metabolismo
celular. Assim ensaios de MTT podem determinar efeitos de substancias que
resultem em alteragcdo no numero de células em uma cultura, permitindo medir

morte ou proliferagéo celular.

4.5.2.4 Calculo CLsg

A determinagao da concentragao letal para 50% dos fibroplastos presentes
em cultura (CLsp) foi realizada usando o software Sigma plot para Windows,
versao 9.01 (Systat Inc.). Os pontos experimentais obtidos foram plotados em um
grafico semi-logaritmo da concentragao versus absorbancias a 570 nm. A CLs e
seu desvio padrao foram calculados através do ajuste de uma curva logistica de
quatro parametros, seguindo a seguinte equacao:

R= Rmin+(Rmax - Rmin)/[1+(C/CL50)n]
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Onde: Ré a resposta em cada concentracdo de amostra; Rmin é a resposta
minima; R max é a resposta maxima; C é a concentragdo de produto no meio;
CLso € a concentracdo de produto que leva a metade da resposta; e n é a
inclinacao de Hill.

A determinacdo da concentracdo maxima onde ndo se observa morte
celular (Max) foi feita através da comparagao de determinagcédo de MTT para as
diversas concentracdes testadas com o valor do Rmax obtido. Para isso foi usada
a andlise comparativa de ANOVA (analise de variancia) seguida do teste de média
de Dunnett (Box et al.,1978; Cochran e Cox, 1958). Foi usada a hipétese bilateral
para a variavel resposta absorbancia. O nivel de confianga utilizado nas analises
foi 99%. Caso constatada a diferenga significativa, a concentragéo foi denominada
de citotoxica.

Para os célculos estatisticos foi usado o software XLSTAT para Windows

versao 7.5.3.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FORMULACAO COSMETICA

A base cosmética para a aplicacdo da lipase deve ser o mais simples
possivel, para que se tenha a observagao apenas das caracteristicas da enzima
sem que haja interagao de outras matérias-primas em sua atividade. Além disso, a
formulacdo nao deve conter componentes oleosos ou que possam sofrer hidrélise
pela enzima, ndo deve ser irritante a pele do rosto e deve ter um pH adequado
para esta regido (pH 5,5-6,0). Sendo assim, o gel aquoso (ver composi¢céo no item
4.3.1) foi selecionado como o mais adequado para este tipo de aplicagao.

As matérias-primas utilizadas para desenvolver a base cosmética estao
todas em concentragbes permitidas para o uso cosmeético e regulamentadas pela
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e descritas no CTFA

(Cosmetic, Toilletry, and Fragrance Association) (http://www.ctfa.org;

http:/www.anvisa.gov.br).

5.1.1 Formulagao da base cosmética

A base cosmética foi formulada por um agente de reologia ou agente
geleificante derivado da celulose, como a hidroxietilcelulose, que possui uma alta

eficiéncia como agente de viscosidade, pois é compativel com grande variedade


http://www.ctfa.org/
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de matérias-primas cosmeéticas, incluindo tensoativos anibnicos e catibnicos,
eletrélitos e materiais nao-idnicos. Em sistemas detergentes, promove uma boa
espalhabilidade na superficie. A hidroxietilcelulose é estavel em larga faixa de pH
e pode proporcionar uma faixa variavel de viscosidade para o produto, mudando-
se apenas a sua concentragao (Knowlton, 1996).

Foi utilizado um sistema conservante com acdo antimicrobiana
(Metilcloroisotiazolinona/metilisotiazolinona  ou  5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-
ona/2-metil-4-isotiazolin-3-ona), e um sistema sequestrante que se complexa com
muitos ions metalicos em solugcdo (edetato dissdédico ou dosodio N,N’-1,2-
etanodibis [N-(carboximetil) Glicina]), removendo a disponibilidade de formagéo e
precipitagdo de sais insoluveis na formulagédo (Knowlton, 1996).

O decil glucosidio (Decil-B-D-glucopiranosideo) esta presente na formulagéo
como agente tensoativo leve e ndo irritante para ajudar na limpeza e fazer espuma
na hora da aplicagao (Knowlton, 1996).

Substancias como o proplilenoglicol (1,2-propanodiol), butilenoglicol (1,3-
butanodiol) e hexilenoglicol (2-metil-2,4-pentanodiol) sdo classificados como
umectantes em cosmetologia por que possuem uma capacidade de reter agua e
auxiliam na hidratagdo da pele. O propilenoglicol € um liquido viscoso incolor e
completamente soluvel em agua, seu efeito umectante e condicionante é obtido
em concentracdes a partir de 10% na formulagao. No entanto, seu efeito solvente
necessita de concentracdo baixa, usualmente 1 a 5%, dependendo do soluto
utiizado. O butilenoglicol possui propriedades cosméticas similares ao

propilenoglicol (umectante e solvente), mas € mais higroscopico e viscoso do que
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este. Ja o hexilenoglicol € um bom solvente, mas possui propriedades umectantes
moderadas se comparado com o propilenoglicol e o butilenoglicol (Hunting, 1987).

Fragrancias cosméticas sao associagbes de muitos, possivelmente
centenas, de diferentes materiais, muitos possuem fungdes quimicas reativas,
como grupos aldeidos, cetonas e duplas ligagbes, além de 6leos essenciais. Sdo
constituidos por compostos perfumados para mascarar o odor original da base
cosmeética e tornar o produto final mais agradavel ao usuario (Hunting, 1987).

BHT (hidréxitolueno butilado ou 2,6-bis (1,1-dimetiletil)-4-metilfenol) € um
antioxidante para a formulagdo cosmética, € utilizado como preservativo
impedindo com que o produto se oxide e sofra alteracdes fisicas e quimicas. E um
po cristalino branco insoluvel em agua, mas soluvel em alcool, 6leo mineral e 6leo

vegetal (Hunting, 1987).

5.2 CARACTERIZACAO DA PALATASE EM MEIO AQUOSO

As atividades especificas e volumétricas da Palatase contra diferentes
substratos estdo mostradas na Tabela 3. Observou-se que, com relagdo aos
valores reportados pela Novozymes, os resultados obtidos no presente trabalho
nao sdo possiveis de comparacdo uma vez que estdo descritos em unidades
padrées diferentes e as emulsbes formadas pelo substrato sdo diferentes (com
goma arabica para a Novozymes e Triton X-100 no presente trabalho). Pode-se
concluir, a partir da alta atividade encontrada para a trioleina, que se trata de uma

lipase dita “verdadeira” (Cajal et al., 2000 a, b).
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Tabela 3. Atividade da Palatase contra diferentes substratos.

Substrato Atividade volumétrica U/mL Atividade® especifica
(u/mg)
pNPP 405,2 31,4
Trioleina (C-18) 1753,0 £ 60,4 135,9°
Tributirina (C-4) 1915,8 + 153,1 148,5°
Novozymes
(tributirina C-4) Nao consta 20000 LU-MM/g°

a) Proteina dosada por Bradford (1976): 12,9 mg/mL

b) uma unidade de atividade é equivalente a 1uymol de &cido graxo formado por minuto a 37 °C pH
8,0, por mg de proteina. Método titulométrico manual.

c)1 LU equivale a 1umol de acido butirico formado por minuto a 30 °C pH 7,0, por g de proteina.

Método pH-Stat.

5.2.1 Efeito do pH na atividade enzimatica

180

160 -

140
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100 A

Atividade especifica (u/mg)

80 T T T T T T T
4,5 5 55 6 6,5 7 7,5 8 8,5

Figura 4. Efeito do pH sobre a atividade da Palatase ® L 20.000 pelo método titulométrico manual.
Tampdes: (-m-) tampéo fosfato 0,05 mol/L; (-=-) tamp&o citrato 0,05 mol/L. Condigbes: substrato —
trioleina 1 mM em emulsdao com Triton X-100, 37°C, 30 min de reacdo. Proteina dosada por

Bradford (1976): 12,9 mg/mL. Desvio padrdo de no maximo 10%.
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A Palatase apresentou uma melhor atividade em pH 7,5 (Figura 4), valor
este semelhante ao fornecido pela Novozymes (7,0). Além disto, apresenta
atividade especifica relativamente alta (90 a 170 U/mg) na faixa de pH de 5,0 a
8,0, sendo desta maneira uma enzima adequada para se trabalhar em
formulagbes cosméticas, onde se deseja uma faixa de pH de 5,5 a 6,5. Esta ampla
faixa de pH de atuagcdo ndo € comum para a maioria da lipases, cujos valores de
pH 6timo para a atividade normalmente situam-se em torno de 8,0. Em valores
acidos de pH ha uma grande queda nas atividades, exceto para algumas enzimas
produzidas por fungos do género Aspergillus, que possuem altas atividades entre

pH 2,5 a 5,0 (Mahadik et al., 2002).

5.2.2 Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica
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Figura 5. Efeito da temperatura sobre a atividade da Palatase ® L 20.000 pelo método titulométrico

pH-Stat. Condic¢des: substrato — 3 mM de trioleina em emulsdo com Triton X-100 em tampéo

fosfato 0,05 mol/L pH 7,0, 5min de reag&o. Proteina doseada por Bradford (1976): 12,9 mg/mL.

Desvio padrdo de no maximo 10%.
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A Palatase apresentou uma maior atividade especifica na faixa de
temperatura de 45°C a 50°C (790 U/mg). Ressalta-se que, neste caso, as
atividades foram medidas no pH Stat, com pH controlado em 7,0 e atividade
medida nos cinco primeiros minutos (portanto, inicial), 0 que explica os maiores
valores aqui obtidos em relagdo aos da Figura 4. Segundo as informagdes do
fornecedor, a enzima apresenta uma melhor atividade na temperatura de 40°C.
Esta diferenga é provavelmente devido as diferengas na metodologia de preparo
da emulsdo, uma vez que em ambos o0s casos foram usados o pH Stat: no caso
da Novozymes, a emulsdo é preparada com goma arabica, enquanto no presente
trabalho foi utilizado o detergente Triton X-100 como agente emulsificante. Mesmo
havendo um decréscimo na atividade especifica em temperaturas abaixo de 45 °C
e acima de 50 °C, as atividades obtidas s&o relativamente altas (no minimo 230
U/mg nos extremos), o que mostra que a Palatase é adequada para se trabalhar
com temperaturas variadas. A faixa de temperatura 6tima para a atividade da
maioria das lipases de fungos situa-se em valores menores, e em muitos casos,
ndo ha atividade significativa em temperaturas acima de 40 °C (Mahadik et al.,

2002).

5.2.3 Estudo da estabilidade da Palatase frente a temperatura

Estes experimentos foram realizados por incubacido da solugao enzimatica

original em geladeira ou em estufas com temperaturas controladas. Este ensaio
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chama-se, na industria de cosméticos e de alimentos, de avaliacdo acelerada da
estabilidade, e permite prever o comportamento da enzima ao longo do tempo de
armazenamento. Na Tabela 4 estdo os resultados para cada temperatura em

diferentes tempos.

Tabela 4. Atividade® da Palatase frente ao armazenamento em diferentes

temperaturas.
TEMPOS GELADEIRA(-4 °C) AMBIENTE (25 °C) 37°C 45°C 50 °C
0 528,1
7 DIAS 3927 436,6 410,8 435,4 525,8
15 DIAS 487,1 488,4 472,8 506,4 472,5

a) Atividade especifica (U/mg) dosada em pH Stat usando trioleina 3 mM como substrato em
emulsdo com Triton X-100 em tampéao fosfato 0,05 mol/L pH 7,0 e 37 °C, 5min de reacdo. Proteina
dosada por Bradford (1976): 12,9 mg/mL.

Pelos resultados apresentados, pode-se observar uma queda de atividade
entre 17 e 25% apods 7 dias de armazenamento para todas as temperaturas,
exceto para 50 °C, onde ocorreu aproximadamente a reducado de 1% da atividade.
Apds incubacgao de 15 dias, as atividades voltam em geral a subir (entre 4 a 7%
em relacdo ao tempo inicial) para temperaturas até 45 °C, obtendo-se um efeito
contrario para 50 °C, quando houve um decréscimo de aproximadamente 10%.
De fato, torna-se dificil a explicacdo destes estes efeitos, especialmente da queda
seguida do aumento da atividade, uma vez que nada esta descrito na literatura
sobre ensaios e resultados semelhantes, e que permita o melhor esclarecimento
do comportamento desta enzima frente a temperatura de armazenamento. Pode-

se sugerir que este comportamento seria devido uma formagdo de agregados
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durante os tempos de exposicdo as temperaturas, que poderiam causar uma
barreira de difusao do substrato, e que sao desfeitos com o tempo.

Visto que a termoestabilidade € uma condicdo essencial para a utilizacao
de enzimas em produtos cosméticos, os resultados apresentados fazem da

Palatase uma enzima promissora para o mercado cosmético.

5.3 CARACTERIZAGAO DA PALATASE FRENTE A FORMULAGCAO COSMETICA

5.3.1 Atividade da Palatase no gel base

Os valores das atividades lipoliticas em meio reacional gel a 1% de

hidroxietilcelulose pH 6,6 estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Atividade da Palatase em gel contendo 1% de hidroxietilcelulose, pH
6,6. Condigcdes reacionais: substrato 1 mM de trioleina e 1 mM de tributirina, 37

°C, 0,129 mg de proteina, método titulométrico manual, reacédo em 30 min.

SUBSTRATOS ATIVIDADES (U/mg)
Tributirina 179,6
Trioleina 139,3

Comparando-se os valores da atividade frente a tributirina obtidos no gel
com aqueles obtidos em tampao (Tabela 3), € observado um aumento da
atividade de 17% no gel. Isto pode ser devido aos efeitos difusionais no gel, ou

seja, a difusdo do substrato no gel pode ser maior do que no tampao fosfato,
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fazendo com que a emulsao formada facilite o contato entre o substrato e a
enzima, resultando em um aumento da atividade enzimatica. Em contrapartida,
este mesmo efeito, ndo foi observado com a trioleina, provavelmente porque esta
possui uma cadeia carbbnica maior que a tributirina, dificultando a permeacéao

deste substrato no gel, ndo havendo interferéncia da emulsao formada pelo gel.

5.3.2 Efeito dos componentes da formulagao cosmética sobre a atividade da

Palatase

Estes ensaios foram realizados utilizando-se pelo método titulométrico e
trioleina como substrato. Os resultados obtidos para as atividades especificas

estao presentes na Tabela 6.

Tabela 6. Efeito dos componentes da formulacdo cosmética na atividade da

Palatase.

ENSAIO MEIO REACIONAL ATIVIDADE (U/mg)
A Gel de HEC 139,3
B Gel de HEC e 5% de Propilenoglicol 126,1
C Gel de HEC e 0,05% de EDTA dissodico 126,0
D Gel de HEC e 0,05% de 125,9

Metilcloroisotiazolinona/Metilisotiazolinona

E Gel de HEC e 6% de Decilpoliglucose 129,3
F Gel de HEC e 2 % de Hexilenoglicol 170,0
G Formulagao cosmética completa sem a Fragrancia e BHT 178,3
H Gel de HEC e 3% Butilenoglicol 118,5
I Gel de HEC e 0,2%Fragrancia + 0,05% BHT 119,1
J Formulagao cosmética completa 175,3

HEC - Hidroxietilcelulose
Condigdes: substrato trioleina 1 mM em emulsao com Triton X-100 no método titulométrico manual,

37 °C e 0,129 mg de proteina no meio reacional.
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Observando os resultados obtidos, conclui-se que a adicdo separadamente
de 5% de propilenoglicol, 0,05% de EDTA dissddico, 0,05% de
Metilcloroisotiazolinona/Metilisotiazolinona e 6% de Decilpoliglucose (ensaios B, C,
D e E) nao influencia na atividade catalitica da Palatase, quando utilizado como
meio reacional o gel com 2% de HEC. Em contrapartida, a adigdo de 2% de
hexilenoglicol (ensaio F) no meio reacional aumenta a atividade especifica da
enzima de 139,3 para 170,0 U/mg (aproximadamente 20%). Isto provavelmente
ocorre devido ao grande poder solvente do hexilenoglicol, fazendo com que na
emulsdao formada a enzima fique mais soluvel e consequentemente melhor
distribuida na fase aquosa, facilitando, deste modo, o contato entre o substrato e a
enzima na interface da emulsdo e resultando em um aumento da atividade
enzimatica.

Quando utilizada a formulagdo completa sem a fragrancia e BHT no meio
reacional (ensaio G), e a formulacdo completa (ensaio J), os resultados também
foram de um aumento da atividade da enzima (aproximadamente 28 e 25%
respectivamente). Provavelmente ha um efeito sinérgico entre as matérias-primas
da formulacdo, fazendo com que a formulacdo completa com o meio reacional
facilite a interagdo entre o substrato e a enzima. Entretanto, observou-se que a
adicao tanto de 0,2% da fragrancia e 0,05% do BHT (ensaio 1), quanto de 3% de
butilenoglicol (ensaio H) no meio reacional causou redugdo da atividade da
Palatase (aproximadamente 15%). Esta queda da atividade pode ser devido a
interagbes entre a enzima e estas matérias-primas de modo a diminuir o contato

da enzima com o substrato.
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5.3.3 Estudo da estabilidade da formulagdao contendo a Palatase frente a

temperatura

O experimento foi realizado em ftriplicata das amostras do gel base
contendo 2% da enzima em diferentes temperaturas e tempos de exposicdo a
estas temperaturas. Na Tabela 7 estdo os resultados para cada temperatura no

diferentes tempos com seus devidos desvios padrao.

Tabela 7. Atividade? do gel base contendo 2% de Palatase frente ao

armazenamento em diferentes temperaturas.

TEMPOS  GELADEIRA (-4 °C) AMBIENTE (25 °C) 37°C 45°C 50 °C
0 190,0
3 DIAS xB X® x® 47,3 7.3
7 DIAS 192,5 191,1 177,0 26,4 9,7
15 DIAS 150,6 142,6 136,9 xB xB

a) Atividade especifica (U/mg) dosada em pH Stat usando trioleina 3 mM como substrato em
emulsdo com Triton X-100 em tampao fosfato 0,05 mol/L pH 7,0 e 37°C, 5min de reacgéo.

Concentragédo de proteina: 0,129mg no meio reacional. b) X = ndo realizadas.

O gel contendo 2% da Palatase n&o apresentou estabilidade em
temperatura de 45 °C e 50 °C, uma vez que ha uma grande queda (70% e 96%
respectivamente) das suas atividades nestas temperaturas em 3 dias de estudo
quando comparados ao tempo inicial, e uma queda de 86% e 94% para 7 dias. Em
contrapartida, a sua atividade permaneceu mais estavel nas temperaturas de -4
°C; 25 °C e 37 °C, tendo-se uma pequena variagao (uma queda maxima de 28% a

37 °C) em 15 dias de estudo.
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Levando em consideragcdo o proposito deste trabalho, a aplicagdo de
enzimas em cosméticos, esta formulagdo contendo a enzima n&o € considerada
estavel frente a temperatura quando comparada com formulagdes contendo ativos
normalmente utilizados na industria cosmética. Cabe ressaltar que a maioria dos
ativos, sdo compostos organicos muito mais estaveis do que enzimas, e que a
avaliacdo destes resultados, bem como os testes de estabilidade, deverdo ser
modificados para contemplar a estabilidade enzimatica nos produtos. Finalmente,
pode-se concluir que os tempos de armazenagem para produtos que contenham
ativos bioldgicos labeis como enzimas devem ser diminuidos e/ou armazenados

em condi¢des especiais para permitir a sua efetiva aplicacdo em cosmetologia.

5.4 TESTES DE SEGURANCA PARA A APLICACAO DA PALATASE NA PELE

5.4.1 Estudo histolégico do impacto da aplicagao da Palatase na pele

5.4.1.1 Estudo da cinética de degradacéo histolégica da pele

Foram realizadas as analises microscopicas das laminas de amostras
obtidas em diferentes tempos:(1) tempo inicial, sem incubacao (To); (2) 4 h apos a
morte do animal, com fragmentos mantidos em temperatura ambiente (T+); (3) 4 h
apo6s a morte do animal a temperatura ambiente, mais 3 h de incubagdo em estufa

a 35 °C (Ty). Em cada lamina foram avaliados os seguintes parametros
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relacionados a integridade histologica: estrato cérneo; caracteristicas da camada
granulosa - espaco intercelular, nucleo e citoplasma, presenga de fendas intra-
dérmicas; presenca de separagdo da juncdo derme-epiderme; camada basal;
células dendriticas do sistema imunolégico na camada granulosa; células
melénicas intra-epidérmicas; foliculo piloso; glandulas sebaceas; glandulas
sudoriparas; vasos; filetes nervosos; colageno dérmico; presenga de infiltrado
inflamatadrio; eosindfilos; bactérias de putrefagao.

Para um melhor entendimento destas analises, as Figuras 6 a 15
apresentam a microscopia dos principais parametros utilizados na classificagao

“‘normais e alterados” encontrados no presente estudo.

classificado como normal. Aumento de 200 vezes. Coloragdo hematoxilina-eosina.
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Figura 7. Corte histologico da pele de orelha de porco doméstico. Estrato cérneo

classificado como normal. Aumento de 200 vezes. Coloragao hematoxilina-eosina.

Figura 8. Corte histoldgico da pele de orelha de porco doméstico. Citoplasma da
camada espinhosa classificado como normal. Aumento de 1000 vezes. Coloragao

hematoxilina-eosina.



Figura 9. Corte histolégico da pele de orelha de porco doméstico. Citoplasma da
camada espinhosa classificado como alterado. Aumento de 1000 vezes.

Coloracado hematoxilina-eosina.

Figura 10. Corte histologico da pele de orelha de porco doméstico. Fenda intra-
epidermica classificado como alterada. Aumento de 400 vezes. Coloragao

hematoxilina-eosina.
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Figura 11. Corte histolégico da pele de orelha de porco doméstico. Jungdo derme-
epiderme classificada como alterada. Aumento de 200 vezes. Coloracao

hematoxilina-eosina.

Figura 12. Corte histologico da pele de orelha de porco doméstico. Glandula
sudoripara classificada como normal. Aumento de 400 vezes. Coloragao

hematoxilina-eosina.
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Figura 13. Corte histologico da pele de orelha de porco doméstico. Glandula
sudoripara classificada como alterada. Aumento de 400 vezes. Coloragao

hematoxilina-eosina.

Figura 14. Corte histologico da pele de orelha de porco doméstico. Presenca de
bactérias de putrefagdo, material classificado como alterado. Aumento de 1000

vezes. Coloragcao hematoxilina-eosina.
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Figura 15. Corte histolégico da pele de orelha de porco doméstico. Presenga de
bactérias de putrefacdo, material classificado como alterado. Aumento de 400

vezes. Coloracdo hematoxilina-eosina.

Como se pode observar nas fotos, os padrées foram considerados normais
quando apresentaram estratos corneos com pouco desprendimento; nucleo e
citoplasmas bem definidos sem vacuolos ou lise; glandulas sudoriparas integras
sem a presenca de vacuolos ou desprendimento das células; a auséncia de
fendas intra-epidérmicas; a juncdo derme-epiderme integra sem separagao das
duas camadas e auséncia de bactérias de putrefacdo. Encontra partida,
observou-se para os padroes considerados negativos o estrato cérneo com
grande desprendimento, o citoplasma da camada espinhosa com halos

perinucleares ou vacuolos; glandulas sudoriparas com lise celular e
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desprendimento das células; presenca de fenda intra-epidérmica; separacdo da
juncao derme-epiderme e a presenca de bactérias de putrefagao.

As Tabelas 8 a 15 apresentam os resultados obtidos em diferentes tempos
de incubacao para os parametros acima citados. A descricdo dos padrbes esta
relacionada nas tabelas de acordo com a classificacdo “normais ou alterados”. A
constatacdo de estado “normal”’ para todas as caracteristicas foi baseada na
observacao das laminas referente ao tempo ty, excluindo artefatos da técnica tais
como acumulo de corantes, rasgos nos cortes etc... Toda e qualquer variagao do

estado “normal” foi considerado como “alterado”.

Tabela 8. Padrdes histologicos encontrados na pele de orelha de porco domeéstico

classificados como normais - 40 minutos apds a morte (tp), 25 °C.

PADROES HISTOLOGICOS DESCRICAO
Estrato Cérneo Ortoqueratose lamelar e delgado com pouco
desprendimento
Camada granulosa Unicelular
Espagamento intercelular da camada Discreto
espinhosa
Nucleo da camada espinhosa Integro sem halos ou vacuolos
Fenda intra-epiderme Ausente
Juncéo derme epiderme Ausente
Camada Basal Imperceptivel
Células dendriticas intra-epidérmicas Presentes sem alteragbes
Células melanicas intra-epidérmica Imperceptiveis
Espagamento intercelular do foliculo piloso Discreto
Vacuolos nucleares do foliculo piloso Ausente
Vacuolos citoplasmaticos do foliculo piloso Ausente
Glandula Sebacea Presente sem alteracao
Vasos com desprendimento do endotélio Ausente
Filete nervoso Presente sem alteragao
Espacamento das fibras de colageno dérmico Ausente
Nucleos presentes no colageno dérmico Presentes

Eosindfilos Presentes sem alteragdes
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Tabela 9. Padrdes histolégicos encontrados na pele de orelha de porco doméstico

classificados como_alterados - 40 minutos apds a morte(tp), 25 °C.

PADROES HISTOLOGICOS DESCRICAO INCIDENCIA EM 20
AMOSTRAS
Vacuolos citoplasmaticos da camada Presente e de tamanhos 2
espinhosa pequenos
Halo citoplasmatico da camada Presente e de tamanhos 17
espinhosa pequenos
Fenda no foliculo piloso Presente 1
Halo citoplasmatico no foliculo piloso Presente 1
Glandula sudoripara Lise acentuada 1
Vacurizagdo da tunica média dos vasos Presente 1
Lise das fibras de colageno dérmico Presente e discreto 2
Infiltrado inflamatorio Presente 20
Plexo capilar dérmico Lise discreta 1
Bactérias de putrefagéo Presentes 1

Tabela 10. Padrbes histologicos encontrados na pele de orelha de porco

doméstico classificados como normais - 4 horas ap6s a morte (t1), 25 °C.

PADROES HISTOLOGICOS DESCRICAO
Espacamento intercelular da camada espinhosa Discreto
Nucleo da camada espinhosa Integro sem halo ou vacuolo
Vacuolos citoplasmaticos da camada espinhosa Ausente
Fenda intra-epiderme Ausente
Juncéao derme epiderme Ausente
Camada Basal Imperceptivel
Células dendriticas intra-epidérmicas Presentes sem alteragdes
Células melanicas intra-epidérmica Imperceptiveis
Fenda no foliculo piloso Ausente
Espagamento intercelular do foliculo piloso Discreto
Vacuolos nucleares do foliculo piloso Ausente
Vacuolos citoplasmaticos do foliculo piloso Ausente
Glandula Sebacea Presente sem alteracao
Vasos com desprendimento do endotélio Ausente
Filete nervoso Presente sem alteragao
Plexo capilar dérmico Integro
Eosindfilos Presente sem alteracao

Bactérias de putrefacao Ausente
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Tabela 11. Padrbes histologicos encontrados na pele de orelha de porco

doméstico classificados como alterados - 4 horas ap6s a morte (t1), 25 °C.

PADROES HISTOLOGICOS DESCRICAO INCIDENCIA EM 20
AMOSTRAS
Estrato corneo Com muito despreendimento 1
Camada granulosa Com mais de uma camada 3
Halo citoplasmatico da camada Presente e de tamanhos pequenos 13
espinhosa
Halo citoplasmatico do foliculo Presente 1
Piloso
Glandula sudoripara Lise discreta 1
Vacurizagao da tunica média dos Presente 1
vasos
Espagamento das fibras de Acentuado 1
colageno dérmico
Lise das fibras de colageno Presente e discreto 2
dérmico
Nucleos presentes no colageno Aparecimento acentuado 1
dérmico
Infiltrado inflamatério Presente 20

Tabela 12. Padrbes histologicos encontrados na pele de orelha de porco
domeéstico classificados como normais - 4 h-apds a morte (t1), 25 °C, e 3 h de

incubacao a 35 °C.

PADROES HISTOLOGICOS DESCRICAO
Espagamento intercelular da camada granulosa Discreto
Nucleo da camada espinhosa Integro sem halo ou vacuolo
Fenda intra-epiderme Ausente
Juncao derme epiderme Sem alteracao
Camada Basal Imperceptivel
Células dendriticas intra-epidérmicas Presente sem alteragéo
Células melanicas intra-epidérmica Imperceptivel
Espacamento intercelular do foliculo piloso Discreto
Vacuolos nucleares do foliculo piloso Normal: ausente
Vasos com desprendimento do endotélio Normal: ausente
Filete nervoso Normal: presente sem alteragao
Espagamento das fibras de colageno dérmico Normal: ausente

Bactérias de putrefacéo Normal: ausente
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Tabela 13. Padrbes histoléogicos encontrados na pele de orelha de porco

doméstico classificados como alterados - 4 h apés a morte (t1), 25 °C e 3 h de

incubacgao a 35 °C.

PADROES HISTOLOGICOS
Estrato corneo alterado
Camada granulosa
Vacuolos citoplasmaticos da camada
Espinhosa
Halo citoplasmatico da camada
granulosa
Fenda no foliculo piloso
Vacuolos citoplasmaticos do foliculo
piloso
Halo citoplasmatico no foliculo piloso
Glandula Sebacea
Glandula sudoripara
Vacurizagao da tunica média dos
vasos
Lise das fibras de colageno dérmico
Nucleos presentes no colageno
dérmico
Infiltrado inflamataério
Eosindfilos

DESCRICAO
Com muito desprendimento
Com mais de uma camada
Presente e de tamanhos
pequenos e grandes
Presente e de tamanhos
pequeno
Presente

Presente
Presente
Lise
Lise discreta

Presente

Presente discreto a acentuado

Desaparecimento discreto
Presente
Ausente

INCIDENCIA EM 20
AMOSTRAS
3
2
3

= a DN Ww [N

W =

Tabela 14. Padrdes histologicos encontrados na pele de orelha de porco

doméstico classificados como normais - 4 h apds a morte (t1), 25 °C, e 16 h de

incubacao a 35 °C.

PADROES HISTOLOGICOS

Camada granulosa

DESCRICAO

Espagamento intercelular da camada espinhosa

Nucleo da camada espinhosa

Camada Basal

Células melanicas intra-epidérmica

Unicelular
Discreto

Integro sem halos ou vacuolos
Imperceptivel

Espagamento intercelular do foliculo piloso

Vacuolos nucleares do foliculo piloso

Imperceptiveis
Discreto
Normal: ausente
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Tabela 15. Padrbes histoldégicos encontrados na pele de orelha de porco
domeéstico classificados como alterados - 4 h apds a morte (t1), 25 °C, e 16 h de

incubacgao a 35 °C.

INCIDENCIA EM
PADROES HISTOLOGICOS DESCRICAO 20 AMOSTRAS
Com muito
Estrato cérneo alterado desprendimento 10
Presente e de tamanhos 18
Vacuolos citoplasmatico da camada espinhosa pequenos e grandes
Presente e de tamanhos 11
Halo citoplasmatico da camada espinhosa pequenos
Presente de discreta a
Fenda intra-epidérmica acentuada 9
Separagao da derme e

Jungdo derme epiderme epiderme 10
Células dendriticas intra-epidérmicas Ausente 9
Fenda no foliculo piloso Presente 9
Vacuolos citoplasmaticos no foliculo piloso Presente 16
Halo citoplasmatico no foliculo piloso Presente 11
Glandula sebacea Lise 15
Glandula sudoripara Lise discreta a acentuada 18
Vacurizagao da tunica média de vasos Presente 15
Vasos com desprendimento do endotélio Presente 3
Filete nervoso Ausente 2
Espacamento das fibras de colageno dérmico Alterado: discreto 2

Lise das fibras de colageno dérmico Alterado: presente discreto
a acentuado 11

Alterado: desaparecimento
Nucleos no colageno dérmico discreto a acentuado 15
Infiltrado inflamatério Alterado: presente 20
Plexo capilar dérmico Alterado: lise 15
Eosindfilos Alterados: ausente 3
Bactérias de putrefagdo Alterado: presente 13

Os resultados das Tabelas 8 a 15 foram analisados estatisticamente, exceto
para os parametros que se mantiveram constantes em todas as amostras
(espagamento intercelular da camada espinhosa; nucleo da camada espinhosa;
camada basal; células melanicas; espacamento intercelular do foliculo piloso e
nucleo do foliculo piloso). Estes parametros constantes apresentaram

caracteristicas histologicas normais. Para os demais parametros histolégicos foi
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realizado o teste Qui-quadrado de Person (Siegel, 1975) entre os tratamentos e
entre as amostras. As diferengas foram consideradas significativas quando p-valor
foi menor do que 0,05 (p<0,05). A Tabela 16 apresenta os p-valores para os
diferentes tratamentos e as diferentes amostras.

Analisando-se os p-valores da Tabela 16, observa-se que ndo ha diferencga
estatisticamente significativa ao nivel de 5% entre as quatro amostras de orelhas
provenientes de diferentes animais, pois nenhum valor de p da coluna “Amostras”
foi menor do que 0,05. Com relacdo aos valores de p para os diferentes
tratamentos, foram encontrados seis variaveis histolégicas que nao apresentaram
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05), e que foram entdo consideradas
como normais (sem alteragdo): camada granulosa; halo perinuclear citoplasmatico
da camada espinhosa; despreendimento do endotélio dos vasos; filete nervoso;
espacamento entre as fibras de colageno e os eosindfilos. As demais variaveis
histologicas analisadas - Estrato cérneo; citoplasma da camada espinhosa,
vacuolos no citoplasma da camada espinhosa, fenda intra-epidermica, jungéo
derme-epiderme, células dendriticas, foliculo piloso, fenda no foliculo piloso,
vacuolo no citoplasma do foliculo piloso, halo no citoplasma do foliculo piloso,
glandula sebacea, glandula sudoripara, vasos sanguineos, vacurizagdo da tunica
média dos vasos, colageno dérmico, lise das fibras de colageno dérmico,
desaparecimento do nucleo do colageno dérmico, infiltrado inflamatério, plexo
capilar dérmico e bactérias de putrefacéo.- obtiveram p-valor menor que 0,05
indicando que ha uma diferencga estatisticamente significativa entre os tratamentos

realizados.
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Tabela 16. Valores de p para a analise estatistica dos parametros histolégicos de
orelhas de porco doméstico: comparagao entre os tratamentos (diferentes tempos
de incubacdo a 37°C) e as amostras utilizando o teste de Qui-quadrado de

Person; p < 0,05 evidencia de diferencga significativa entre os tratamentos.

PARAMETROS HISTOLOGICOS AMOSTRAS TRATAMENTOS
p-valor p-valor
Estrato corneo 0,0620 0,0001
Camada granulosa 0,6266 0,1852
Citoplasma da camada espinhosa 0,6523 0
Vacuolos no citoplasma da camada espinhosa 0,6083 0
Halo perinuclear no citoplasma da camada espinhosa 0,2292 0,2159
Fenda intra-epidermica 0,1517 0
Juncéo derme-epiderme 0,7367 0
Células dendriticas 0,3821 0
Foliculo piloso 0,0958 0
Fenda no foliculo piloso 1 0,0001
Vacuolo no citoplasma do foliculo piloso 0,4798 0
Halo no citoplasma do foliculo piloso 0,5704 0,0003
Glandula sebacea 0,5952 0
Glandula sudoripara 0,6193 0
Vasos sanguineos normais 0,9817 0
Despreendimento do endotélio dos vasos 0,2332 0,0555
Vacurizacao da tunica média dos vasos 0,9817 0
Filete nervoso 0,8022 0,2405
Colageno dérmico 0,7363 0
Espacamento entre as fibras de colageno dérmico 0,8783 0,2405
Lise das fibras de colageno dérmico 0,175 0,0074
Desaparecimento do nucleo no colageno dérmico 0,3029 0
Infiltrado inflamatério 0,8772 0
Plexo capilar dérmico 1 0
Eosindfilos 1 0,1852
Bactérias de putrefagéo 0,978 0

Com o teste de diferengca de proporgdes, conclui-se que as variaveis
histolégicas que obtiveram diferenga significativa (nivel de 5% de significancia)
apresentaram esta diferenca entre o tempo t; e os demais tempos. Os tempos to,
t1 e t, ndo apresentam diferenga estatisticamente significativa (5% de significancia)
entre eles, exceto para variavel foliculo piloso, que apresenta uma diferencga
significativa (5% de significancia) entre o t; com relagéo a tp e t4, sendo que t; ety

nao apresentaram diferencas entre eles. Conclui-se que, ndo ha alteragdes
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histolégicas estatisticamente significativas apds 4 h da morte do animal a 25 °C. A
partir destas 4 h acrescidas de mais 3 h de incubacgao a 35 °C, ha uma alteracao
significativa (5% de significancia) no foliculo piloso, sendo esta, uma alteracao
discreta e de pouco impacto na integridade geral da pele. No entanto, as peles
expostas por 4 h a 25 °C e incubadas por 16 h a 35 °C apresentaram grandes
alteragdes histolégicas (entre elas a vacurizagdo do citoplasma da camada
espinhosa; separagdo da juncao derme-epiderme; presenca de fendas intra-
epidérmicas; degradacgao das glandulas sudoriparas; a lise das células do foliculo
piloso e das glandulas sebaceas; desaparecimento dos nucleos dos fibroplastos
da derme e a presenga de bactérias de putrefacdo) que prejudicam a integridade
da pele. Estas alteracdes sido devidas ao processo natural de autdlise das células
apés a morte do animal.

Com base nos resultados obtidos da cinética de degradacédo da pele da
orelha de porco pés-morte, concluiu-se que os testes podem ser realizados até o
tempo t; (4 h apds a morte do animal em 25 °C e 3 h de incubagéo a 35 °C), pois
nao ha alteragdes histologicas drasticas da pele. Ja com relagdo ao tempo t3 (4 h
apos a morte do animal em 25 °C e mais 16 h 35 °C) observou-se uma
degradacgédo intensa do material, tornando-o inviavel para fazer qualquer teste de
influéncia de um material ou ativo sobre esta pele. O tempo t; foi utilizado na
continuagao deste trabalho, para o estudo histologico do efeito da aplicagdo da

Palatase sobre a pele da orelha de porco.
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5.4.1.2 Estudo histolégico da aplicacdo da Palatase

Foram realizadas as analises microscopicas das laminas de amostras
obtidas apdés 4 h da morte do animal a temperatura ambiente, mais 3 h de
incubacdo em estufa 35 °C com as solugbes a serem pesquisadas (2 e 5% de
Palatase, 2% de Hidroquinona e tampao fosfato 0,05 mol/L pH 7,0). Em cada
lamina foram avaliados os seguintes parametros relacionados a integridade
histolégica: estrato cérneo; caracteristicas da camada granulosa - espaco
intercelular, nucleo e citoplasma, presenca de fendas intra-dérmicas; presenca de
separagdo da juncdo derme-epiderme; camada basal; células dendriticas do
sistema imunolégico na camada granulosa; células melanicas intra-epidérmicas;
foliculo piloso; glandulas sebaceas; glandulas sudoriparas; vasos; filetes nervosos;
colageno dérmico; presenga de infiltrado inflamatério; eosindfilos e bactérias de
putrefagao.

A solucdo a 2% de hidroquinona foi utilizada como um padrao positivo de
alteracao histoloégica, uma vez que esta é reconhecida como um ativo ndo GRAS
pelo FDA por levar risco a saude humana quando aplicado em cremes na
concentragdo de acima de 2%. O FDA recomenda a utilizagdo deste ativo acima
de 1% com o acompanhamento médico e os reais riscos destas aplicacbdes estao
sendo estudados (Federal register FDA; 2006). Os estudos utilizados como base
pelo FDA foram realizados “in vivo” com cobaias (ratos) e com aplicagdes
dérmicas de no minimo quatro semanas, sendo estas aplicagcdes realizadas

diariamente e em diferentes concentragdes do ativo em questdo. No presente
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estudo a solugdo de hidroquinona a 2% nao serviu como um padrao positivo de
alteragao histolégica.

As Tabelas 17 a 24 apresentam os resultados obtidos na aplicacao dos
diferentes ativos na pele para os parametros acima citados. A descricdo dos
padroes esta relacionada nas tabelas de acordo com a classificagao “normais ou
alterados”. A constatacao de estado “normal”’ para todas as caracteristicas foi
baseada na observagdo da lamina referente ao ensaio IV (padrdo negativo —
tampao fosfato 0,05 mol/L pH 7,0), excluindo artefatos da técnica. Toda e qualquer

variagao do estado “normal” foi considerado como “alterado”.

Tabela 17. Padrbes histoldégicos encontrados na pele de orelha de porco
doméstico classificados como alterados - 4 h apds a morte (t4), 25 °C, e 3 h em

contato com uma solucao a 2% de Palatase a 35 °C.

INCIDENCIA EM 10

PADROES HISTOLOGICOS DESCRICAO AMOSTRAS
Estrato cérneo alterado Com desprendimento 3
Vacuolos citoplasmaticos da
camada espinhosa Presentes e de tamanhos pequenos 1

Halo citoplasmatico da camada
espinhosa Presentes e de tamanhos pequenos 4



Tabela 18. Padrbes histoléogicos encontrados na pele de orelha de porco

doméstico classificados como normais - 4 h apés a morte (t1), 25 °C, e 3 h em

contato com uma solucao a 2% de Palatase a 35 °C.

PADROES HISTOLOGICOS
Camada granulosa

Espagamento intercelular da camada espinhosa

Nucleo da camada espinhosa
Fenda intra-epiderme
Camada Basal
Células dendriticas intra-epidérmicas
Células melanicas intra-epidérmica
Espacamento intercelular do foliculo piloso
Vacuolos nucleares do foliculo piloso
Vacuolos citoplasmaticos do foliculo piloso
Fenda no foliculo piloso
Glandula Sebacea
Vasos
Filete nervoso
Colageno dérmico
Infiltrado inflamataério
Eosindfilos
Glandulas sudoriparas apdcrinas
Plexo capilar dérmico
Bactérias de putrefagdo

DESCRICAO
Unicelular
Discreto
Integro sem halos ou vacuolos
Ausente
Imperceptivel
Presentes sem alteragoes
Imperceptiveis
Discreto
Ausente
Ausente
Ausente
Presente sem alteragéo
integros sem vacurizagéo e desprendimentos
Presente sem alteracao
Integro
Presente sem alteracao
Presentes sem alteragoes
Presentes e integras
Presente e integro
Ausentes

Tabela 19. Padrbes histologicos encontrados na pele de orelha de porco

domeéstico classificados como normais - 4 h apos a morte (t1), 25 °C, e 3 h em

contato com uma solucéo a 5% de Palatase a 35 °C.

PADROES HISTOLOGICOS
Camada Granulosa

Espagamento intercelular da camada espinhosa

Nucleo da camada espinhosa
Camada Basal
Células dendriticas intra-epidérmicas
Células melanicas intra-epidérmica
Espacamento intercelular do foliculo piloso
Vacuolos nucleares do foliculo piloso
Glandulas sudoriparas
Glandula Sebacea
Vasos com desprendimento do endotélio
Filete nervoso

Espagamento das fibras de colageno dérmico

Nucleos presentes no colageno dérmico
Eosinofilos
Infiltrado inflamatorio
Plexo capilar dérmica
Bactérias de putrefagao

DESCRICAO
Unicelular
Discreto
Integro sem halos ou vacuolos
Imperceptivel
Presentes sem alteragoes
Imperceptiveis
Discreto
Ausente
Integras
Presente sem alteracao
Ausente
Presente sem alteracao
Ausente
Presentes
Presentes sem alteragdes
Presente e integro
Presente
Ausentes
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Tabela 20. Padrbes histolégicos encontrados na pele de orelha de porco
doméstico classificados como alterados - 4 h ap6s a morte (t1), 25 °C, e 3 h em

contato com uma solucao a 5% de Palatase a 35 °C.

INCIDENCIA EM 10

PADROES HISTOLOGICOS DESCRICAO AMOSTRAS

Estrato coérneo alterado Com desprendimento 2

Halo citoplasmatico da camada
espinhosa Presente e de tamanhos pequenos 3
Fenda intra-epidérmica Presente e moderada 1
Juncao derme epiderme Separacao da derme e epiderme 1

Vacuolos citoplasmaticos no foliculo

piloso Presente 2

Vacurizagdo da tunica média de
vasos Presente 1

Tabela 21. Padrbes histolégicos encontrados na pele de orelha de porco
doméstico classificados como alterados - 4 h ap6s a morte (t1), 25 °C, e 3 h em

contato com uma solugao a 2 % de Hidroquinona a 35 °C.

INCIDENCIA EM 10

PADROES HISTOLOGICOS DESCRICAO AMOSTRAS
Estrato cérneo alterado Com desprendimento 2
Camada granulosa Mais de uma camada 1
Vacuolos no citoplasma da camada
espinhosa Presentes e grandes 2
Halo citoplasmatico da camada

espinhosa Presente e de tamanhos pequenos 4

Juncao derme epiderme Separacao da derme e epiderme 1

Vacurizagdo da tunica média de
vasos Presente 1
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Tabela 22. Padrbes histologicos encontrados na pele de orelha de porco
doméstico classificados como normais - 4 h apés a morte (t1), 25 °C, e 3 h em

contato com uma solugao a 2% de Hidroquinona a 35 °C.

PADROES HISTOLOGICOS DESCRICAO
Fenda intra-epidérmica Ausente
Espagamento intercelular da camada espinhosa Discreto
Nucleo da camada espinhosa Integro sem halos ou vacuolos
Camada Basal Imperceptivel
Células dendriticas intra-epidérmicas Presentes sem alteragoes
Células melanicas intra-epidérmica Imperceptiveis
Espacamento intercelular do foliculo piloso Discreto
Vacuolos nucleares do foliculo piloso Ausente
Glandulas sudoriparas Integras
Glandula Sebacea Presente sem alteragao
Vasos com desprendimento do endotélio Ausente
Filete nervoso Presente sem alteragéo
Espagamento das fibras de colageno dérmico Ausente
Nucleos presentes no colageno dérmico Presentes
Eosindfilos Presentes sem alteragoes
Infiltrado inflamatdério Presente e integro
Plexo capilar dérmica Presente
Bactérias de putrefagdo Ausentes

Tabela 23. Padrbes histologicos encontrados na pele de orelha de porco
domeéstico classificados como normais - 4 h apos a morte (t1), 25 °C, e 3 h em

contato com tampéo fosfato 0,05 mol/L pH 7,0 a 35 °C.

PADROES HISTOLOGICOS DESCRICAO
Fenda intra-epidérmica Ausente
Espacgamento intercelular da camada espinhosa Discreto
Nucleo da camada espinhosa Integro sem halos ou vacuolos
Camada Basal Imperceptivel
Células dendriticas intra-epidérmicas Presentes sem alteracoes
Células melanicas intra-epidérmica Imperceptiveis
Espagamento intercelular do foliculo piloso Discreto
Vacuolos nucleares do foliculo piloso Ausente
Glandulas sudoriparas Integras
Glandula Sebacea Presente sem alteracao
Vasos integros
Filete nervoso Presente sem alteracao
Espagamento das fibras de colageno dérmico Ausente
Nucleos presentes no colageno dérmico Presentes
Eosindfilos Presentes sem alteragoes
Infiltrado inflamatério Presente e integro
Plexo capilar dérmica Presente

Bactérias de putrefacao Ausentes
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Tabela 24. Padrbes histolégicos encontrados na pele de orelha de porco
doméstico classificados como alterados - 4 h ap6s a morte (t1), 25 °C, e 3 h em

contato com tampéo fosfato 0,05 mol/L pH 7,0 a 35 °C.

INCIDENCIA EM 10

PADROES HISTOLOGICOS DESCRICAO AMOSTRAS
Estrato coérneo alterado Com desprendimento 1
Camada granulosa Mais de uma camada 1
Vacuolos no citoplasma da camada
espinhosa Presentes e grandes 1
Halo citoplasmatico da camada

espinhosa Presente e de tamanhos pequenos 6

Juncgdo derme epiderme Separagao da derme e epiderme 1

Os resultados das tabelas acima foram analisados estatisticamente, apenas
para os parametros que nao se mantiveram constantes (mostraram alteragdes) em
todas as amostras (estrato cérneo; camada granulosa; vacuolos citoplasmaticos
da camada espinhosa; halo citoplasmatico da camada espinhosa; fenda intra-
epidérmica; juncdo derme-epiderme; vacuolos citoplasmaticos do foliculo piloso e
vacurizagao da tunica média dos vasos). Os parametros constantes apresentaram
caracteristicas histolégicas normais. Para os demais parametros histologicos foi
realizado o teste Qui-quadrado de Person (Siegel, 1975) para avaliar as diferengas
entre os tratamentos. As diferencas foram consideradas significativas quando p-
valor foi menor do que 5% (p< 0,05, intervalo de confianga de 95%). A Tabela 25

apresenta os p-valores calculados para os diferentes tratamentos.
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Tabela 25. Valores de p® para a analise estatistica dos parametros histoldgicos de
orelhas de porco doméstico: comparacao entre os tratamentos: 2% da Palatase;

5% de Palatase; 2% de Hidroquinona e Tampéao fosfato 0,05 mol/L pH 7,0.

PARAMETROS HISTOLOGICOS TRATAMENTOS
p-valor
Estrato cérneo 0,52
Camada granulosa 1,00
Vacuolos no citoplasma da camada espinhosa 0,78
Halo perinuclear no citoplasma da camada 0,78
espinhosa
Fenda intra-epidermica 0,78
Juncio derme-epiderme 1,00
Vacuolo no citoplasma do foliculo piloso 0,29
Vacurizagao da tunica média dos vasos 1,00
(a) pelo teste de Qui-quadrado de Person; p<0,05 evidéncia de diferenga significativa entre os
tratamentos.

Analisando-se os p-valores da Tabela 26 observa-se que ndo ha diferenca
estatisticamente significativa (ao nivel de 5%) entre os quatro tratamentos em
todas as variaveis histologicas analisadas, uma vez que, os p-valores encontrados
foram maiores que 0,05. A partir destes resultados, conclui-se que néo ocorreram
alteragdes histologicas estatisticamente significativas nas orelhas de porco pela
aplicagdo e incubagao (3h) a 35 °C das solugdes aquosas de Palatase (2 e 5%) e
da solugdo aquosa de hidroquinona (2%). Para saber o real efeito histolégico da
aplicagao dérmica da hidroquinona e da Palatase seriam necessarias aplicacoes
sucessivas e diarias destas substancias em teste “in vivo”. Para a realizagado de
testes em humanos é obrigatéria a aprovagéo do teste por um Comité de Etica. No
presente trabalho isto ndo foi possivel devido aos longos prazos para a liberagéo

em Comité de Etica e o prazo de defesa da dissertacao.
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5.4.2 Teste de citotoxicidade in vitro para fibroblastos de pele humana

As amostras - gel base com 2% de Palatase e Palatase pura - foram
testadas quanto a sua capacidade de induzir a morte em fibroblastos de pele
humana mantidos em cultura. Para isso as culturas de células presentes em uma
placa de 96 pocos foram expostas a concentracdes crescentes das amostras e o
efeito citotoxico verificado pela técnica de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil
brometo de tetrazolium).

Os resultados obtidos de citotoxicidade estdo apresentados na Tabela 26.

Tabela 26. Concentragéo letal a 50% dos fibroplastos? (CLsp) mantidos em cultura
e concentragdo maxima nao letal dos produtos gel base com 2% (v/v) de Palatase

e Palatase pura.

PRODUTOS CL 5 (%,v/v) CONCENTRACAO MAXIMA NAO LETAL
(%,vIv)
Palatase 50+0,5 0,78
Gel base contendo 2% (v/v) de 0,36 + 0,01 0,17
Palatase

(a) Método do MTT, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil brometo de tetrazolium); meio de cultura
DMEM/10%SFB.

A partir dos resultados presentes na Tabela 26 conclui-se que as
concentragbes maximas de gel base contendo 2% de Palatase e da enzima pura,
para que nao ocorra nenhuma morte celular, sdo de, respectivamente, 0,17 e

0,78% (v/v). A partir destas concentragdes ja foi observado um efeito citotdxico
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dos produtos testados. A concentragdo letal para 50% da populagdo dos
fibroblastos mantidos em cultura (CLsp) para o gel base contendo 2% de Palatase
e Palatase pura é de 0,36 e 5,0% (v/v) respectivamente.

A Palatase, quando aplicada pura em um cultivo de fibroblastos,
apresentou-se menos citotoxica do que quando aplicada a 2% no gel base
definido neste estudo. Isto pode ser devido a agao sinérgica citotoxica das demais
matérias-primas presentes no gel base.

E importante ressaltar que o teste de citotoxicidade pelo método de MTT
nao leva em conta a protecao da barreira cutanea e sim a aplicagao direta de um
ativo na cultura de fibroblastos. Desta maneira, podemos considerar que o MTT é
um teste que ndo demonstra a real citotoxicidade de uma formulagdo. Entretanto,
a importancia deste teste consiste em mostrar o que aconteceria caso 100% da
formulacdo ou do ativo testado ultrapassasse todas as barreiras cutaneas, sem
sofrer alteracbes ou inativagcdes até entrar em contato com os fibroplastos da
derme. Entretanto, muitas destas matérias-primas supostamente ndo permeariam
até as camadas mais profundas da pele onde se encontram os fibroblastos da
derme. Portanto, este aumento da citotoxicidade do gel contendo a enzima

poderia ndo ocorrer em testes de aplicacdo real desta formulacdo na pele

(http://www.FDA.gov/), mas somente testes de citotoxicidade in vivo poderao

confirmar esta hipoétese.


http://www.fda.gov/
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6. CONCLUSOES

As principais conclusdes que podem ser obtidas a partir deste trabalho sao:

(1) A enzima Palatase apresentou uma alta atividade frente a diferentes substratos
(valores, respectivamente para o pNPP, tributirina e trioleina) nos métodos
utilizados neste trabalho; possui atividade lipolitica em uma larga faixa de pH (5,0
— 8,5), sendo que a sua atividade maxima (170 U/mg) ocorre em pH 7,5 e
temperatura entre 45 °C — 50 °C. Além disto, possui uma excelente estabilidade a
temperatura (com uma queda max. 10% para 50 °C), nos testes de estabilidade
acelerada da enzima pura.

(2) A enzima se mostrou ativa quando aplicada em uma formulagdo cosmética,
mantendo atividade na presenca de todas as matérias-primas (testadas uma a
uma e na formulagado completa). Contrariamente a estabilidade da enzima pura, a
Palatase ndo se manteve estavel no teste de estabilidade acelerada quando
aplicada a 2% na base cosmética, pois perdeu de 86 a 96% de atividade quando
incubada acima de 45 °C. Portanto, devem ser sugeridas condi¢des de
armazenamento especiais para os produtos.

(3) Com relagao aos testes de seguranga da Palatase, a condigdo experimental
considerada mais adequada foi 4 h apés a morte do animal em temperatura
ambiente mais 3 h de incubacdo a 35 °C. Este estudo mostrou a cinética de
degradacao histolégica de uma pele apés a morte do animal, o que nao é

encontrado na literatura.
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(4) A segunda parte do estudo de alteragdes histolégicas demonstrou que néao ha
nenhuma alteragao na estrutura da pele quando realizada uma aplicagao unica de
uma solugcéo a 2 e a 5 % (v/v) da Palatase em contato por 3h a 35 °C.

(5) Entretanto, a concentracdo maxima de gel base contendo 2% de Palatase e de
Palatase pura sem que ocorra nenhuma morte celular dos fibroblastos da derme é
de respectivamente 0,17 e 0,78 % (v/v). A partir destas concentracbes ja é
observado um efeito citotdxico dos produtos testados. A concentracao letal para
50% da populagédo dos fibroblastos mantidos em cultura (CLsg) para o gel base

contendo 2% de Palatase e Palatase pura € 0,36 e 5,00 % (v/v) respectivamente.

Este trabalho estabeleceu as bases de pesquisa para os efeitos dos
produtos cosméticos contendo lipases, tais como verificagdo das propriedades da
enzima na formulacdo e de métodos para medir seus efeitos indiretos nos testes
histologicos e citotoxicos. Trata-se de um trabalho pioneiro que mostra que lipases
podem ser ativos promissores para a aplicacado em formulagcbes cosméticas, mas

que muito ainda deve ser feito até a aprovacio do produto final.
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7. TRABALHOS FUTUROS

Como ressaltado acima, muito ainda ha a ser feito na area de aplicacao de lipases

em cosméticos, e sugere-se 0s seguintes experimentos:

Com relagéo a estabilidade da enzima na formulagdo cosmética:

o0 desenvolvimento de metodologia especifica para enzimas para
avaliacdo do tempo de armazenagem, uma vez que mesmo a
Palatase sendo muito mais estavel (a temperatura) do que outras
lipases conhecidas, ndo mostrou estabilidade no gel base quando foi
aplicada uma metodologia de armazenamento acelerado que é
normalmente aplicada a outros ativos.

0 nhovos ensaios devem ser feitos para definir em que condigcbes o
produto contendo a enzima deve ser armazenado.

Estudo de permeacdo cutanea da Palatase e de formulagdes cosméticas
contendo a enzima para a avaliacdo do seu real poder de penetracédo e
eficacia nas diferentes camadas da pele humana.

Estudo de aplicagédo in vivo em humanos da Palatase para adquirir mais

dados sobre a seguranga desta em aplicagbes cosméticas.
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ANEXO |

TABELA DE RESULTADOS DA ANALISE HISTOLOGICA DA APLICAGAO DA PALATASE E HIDROQUINONA NA PELE DE ORELHA DE PORCO
Cédigos das laminas
(normal)

Estrato Corneo

Muito despreendimento (alterado)

Unicelular (normal)

Camada Granulosa |Alterado

Discreto (normal)

Espaco Intercelular
Alargado (alterado)

Normal

Nucleo Vacuorizado

Halo

Normal

Citoplasma Vacuorizado pequena

Camada Espinhosa grande

Halo Perinuclear

Ausente

Discret:
Fenda Intra-epiderme iscreta

Moderada

Acentuada

Normal
Jung&do Derme-epiderme orma

Alterada

Imperceptivel (normal)

Camada Basal

Alterada
[Ceraenarmeas (srs
. " |Normal
imune) -
|intraepidermica Alterado desaparecimento)
Cel melanicas Normal Imperceptivel
Intraepidermica Alterada
Normal
Presenca de fenda
Foliculo Piloso Espaco intercelular alargado
Alterado Vacuolos nucleares
Vacuolos Citoplasmatico
Halos Citoplasméatico
Normal
Glandula Sebacea orma -
Desaparecimento (alterada)
Normal
Glandula vy
Sud/Apocrina ise discreta
Alterado Lise acentuada
Normal
Vasos i i
Alterado Despre.endlmento do.s endot.ellos
Vacuorizagdo da tunica média
Filete Nervoso Normal
Alterado
Normal
Espagamento nas Discreto
) fibras Acentuado
Colageno o
dermico/nuclear Alterado Fibrolise (lise das iscreto
fibras) Acentuado
Desaparecimento dos |Discreto
nucleos Acentuado
Ausente
Presente

Infiltrado Inflamatério | Presente com alteragdes

Plexo Capilar Normal integro

Superficial Dermico |Alterado

Normal integros

Eosindfilos

Alterados
Bactérias de Presente
Putrefagéo Ausente

Comentarios
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