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1. Introducéo

Pode-se dizer que os sistemas nanoestruturados vém sendo citados recentemente na literatura cientifica. A
indUstria cosmética, bem como a farmacéutica, tém se mostrado interessadas no desenvolvimento desses
sistemas, uma vez que oferecem vantagens de estabilidade, liberacdo prolongada para as substancias
ativas de uso topico e também promovem maior hidratagéo a pele (CUNHA JUNIOR et al., 2003; SINTOV &
SHAPIRO, 2004).

A principal desvantagem destas formulagbes nanoestruturadas se relaciona a utilizagdo de
elevadas concentracdes de emulsionantes, o que pode ocasionar irritacdo local (CUNHA JUNIOR
et al., 2003). Por outro lado na preparacdo desses sistemas geralmente ndo sdo empregados
conservantes microbiologicos, uma vez que grande quantidade de tensoativos na formulacéo
poderia dificultar o desenvolvimento de microrganismos (CONSTANCIO, 1993).

Uma outra desvantagem de formulacées com quantidades elevadas de emulsionantes poderia ser
a irritacdo cutanea ocasionada por essas moléculas anfifilicas. Os possiveis efeitos indesejaveis
devem ser avaliados por meio de um estudo histopatoldgico e histométrico, pois permitem a analise
do tecido epitelial, da derme e também das caracteristicas celulares. Além de auxiliar no
delineamento experimental para a realizacdo de estudos de eficacia em produtos cosméticos
(SILVA & MAIA CAMPOS, 2000). No Brasil também existe um guia de seguranca de produtos
cosmeéticos que preconiza testes em animais para assegurar a seguranca do produto.

Assim, este trabalho se prop6s a analisar o efeito irritativo na pele de coelhos de formula¢des com alto teor
de tensoativo, através da avaliacdo do eritema e edema e também de técnicas histologicas, bem como a
acao comedogénica dessas formulagdes na pele, pois se sabe que é tendéncia cada vez mais comum de
mercado o desenvolvimento de formulag6es ndo comedogénicas. Além disso, 0 emprego de ultra-som tem
feito parte da rotina de fisioterapeutas que buscam veiculos que proporcionem boa transmissividade das
ondas ultrassonicas (MITRAGOTRI et al., 1995). Logo, investigou também se 0s sistemas nanoestruturados
desenvolvidos ocasionavam prejuizo na transmissividade das ondas ultrassonicas.
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2. Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram: desenvolvimento de sistemas nanoestruturados; caracterizacao
fisico-quimica dos sistemas obtidos; controle microbioldgico das formulagdes; AVALIA¢GAO DO POTENCIAL
IRRITATIVO DAS FORMULAGGES NA PELE; AVALIA¢AO DA COMEDOGENICIDADE DAS
FORMULAGOES; VERIFICA¢AO DA TRANSMISSIVIDADE DO ULTRA-SOM EM SISTEMAS
NANOESTRUTURADOS; VERIFICA¢aAO DO EFEITO IRRITATIVO DA ASSOCIA¢aO DO ULTRA-SOM
COM SISTEMAS NANOESTRUTUURADOS NA PELE.

3. Desenvolvimento

3.1 Preparacao das formulacdes

As formulac8es foram desenvolvidas através da construcdo de diagramas ternarios, utilizando-se o método
da titulacdo aquosa. Foram construidos 5 sistemas, conforme descrito nha Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢céo dos diagramas ternarios.

Diagrama Composicao

Sistema 1 (S,) Silicone fluido de copolimero glicol, Poliéter funcional
silixano, Agua destilada

Sistema 2 (S,) Silicone fluido de copolimero glicol, Trilauril- 4 Fosfato,
Agua destilada

Sistema 3 (S3) Silicone fluido de copolimero glicol, Polisorbato 80, Agua
destilada

Sistema 4 (S,) Adipato de Diisopropila, Poliéter funcional silixano, Agua
destilada

Sistema 5 (Ss) Adipato de Diisopropila, Silicone fluido de copolimero
glicol, Agua destilada

3.2. Microscopia de luz polarizada

Uma pequena quantidade das formulagdes desenvolvidas foi colocada sobre uma lamina de vidro,
cobrindo-a com uma laminula, e em seguida submetidas a analise microscopica (Microscépio luz polarizada
- TYPE 102M — Motic). Foi avaliada a homogeneidade da disperséo e, com auxilio de polarizacéo,
observada a presenca de area de anisotropia, indicativo da presenca de cristais liquidos. A analise foi
realizada a temperatura ambiente (25 + 2 °C). Somente as formula¢cdes com indicacéo de presenca de
anisotropia foram selecionadas para continuacdo dos estudos.

3.3.Comportamento reolégico
Para esta analise foi utilizado um viscosimetro rotacional tipo cone placa (DVII + VISCOMETER —

Brookfield). As andlises foram realizadas a temperatura ambiente (25 + 2 °C).

3.4. Controle de qualidade microbiolégico
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As analises microbioldgicas das formulacfes selecionadas foram realizadas de modo a atender a
Resolucdo 481/97 da ANVISA, MS, fazendo-se a contagem de microrganismos mesofilos aerobios
(bactérias e fungos) pela técnica de pour plate.

3.5. Medida de transmissividade do ultra-som

Para medir a transmissividade do US através das formulagBes selecionadas, foi adotado a
metodologia proposta por GUIRRO et. al. (2001).

Foi utilizado um aparelho de US modelo SONOMASTER Dual da KW Industria Nacional de
Tecnologia Ltda.

3.6. Estudo in vivo

As andlises de comedogenicidade, irritabilidade primaria e cumulativa foram realizadas para as
duas formulac@es selecionadas.

3.6.1.Animais

O estudo foi realizado em coelhos machos adultos, com peso de 2,0 a 3,0 Kg.

Os animais foram divididos em 2 grupos de 5 animais cada, sendo que no primeiro grupo 0s
animais foram submetidos a 15 dias de tratamento para andalise dos testes de irritabilidade
cumulativa e de comedogenicidade. No segundo grupo foram tratados em um Unico dia para
andlise da irritabilidade primaria.

3.6.2. Aplicagao do ultra-som nos animais

Nos tratamentos dos animais, as areas na qual o US foi aplicado, foi regulado numa freqiéncia de
3 MHz, devido a sua superficialidade, uma vez que nosso objetivo foi verificar as alteracdes
cutaneas ocorridas. A intensidade foi de 0,1W/cm2, modo de emissdo continuo e tempo de
aplicacao de 2 min/cmz2.

3.6.3. Andlise de comedogenicidade e irritacdo na pele

Os testes de comedogenicidade, irritacdo dérmica primaria e cumulativa, seguiram a metodologia
proposta pela ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2002).

Foi realizado estudo cego simples. Todas as analises eram feitas por 3 pesquisadores diferentes,
onde nenhum deles tinha contato com as analises dos demais.

Os testes de comedogenicidade foram feitos na parte interna da orelha direita dos coelhos, que foi
dividida em duas partes, na parte superior foi aplicada topicamente uma formulacdo e na inferior a
outra formulagéo selecionada. A orelha esquerda serviu de controle.

Para andlise da quantidade de comeddes presentes na pele dos coelhos foi utilizada a lampada de

Wood, sendo que leituras foram feitas diariamente e 24 horas apoés a ultima aplicagao, verificando
presenca ou auséncia de comeddes.
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Para a avaliacdo foi utilizado o método de plantimetria por contagem de pontos
(MANDARIM-DE-LACERDE, 1994).

3.6.4.Irritacdo dérmica primaria

Este teste consiste de uma aplicacdo Unica dos tratamentos e oclusdo com um filme de PVC por 4
horas, ap0s este periodo o produto foi retirado e realizou-se a graduacao de eritema e edema das
areas em 4 e 72 horas apos a aplicacdo, segundo a escala de Draize.

A escala de Draize avalia subjetivamente o eritema e edema presentes na pele, com uma
graduacéo de 0 a 4 graus (HOFFMAN et. al., 2005).

3.6.5.Irritagéo dérmica cumulativa

As aplicacdes realizadas neste teste seguem a metodologia da irritacdo dérmica primaria,
diferenciando-se apenas no numero de aplicacdes, que foram feitas no periodo de 15 dias
consecutivos. As graduacdes de eritema e edema foram realizadas diariamente e 24 horas apos a
Ultima aplicacdo, segundo a escala de Draize.

3.6.6. Analise histoldgica

O estudo do efeito na pele das formulactes selecionadas foi realizado em coelhos machos adultos.
O numero de animais utilizados foi de 5, conforme o Guia para avaliagcdo de seguranca de produtos
cosméticos - ANVISA (2002). Apds tricotomia de cinco areas no dorso dos animais, estes foram
submetidos aos seguintes tratamentos durante 15 dias:

1) Controle (C);

2) Tratado com formulagéo S1;

3) Tratado com formulag¢ao S1 + ultra-som (S1+US);

4) Tratado com formulacao S4;

5) Tratado com formulagdo S4 + ultra-som (S4+US).

3.7. Analise estatistica

Os resultados obtidos nos estudos histologicos foram submetidos a andlise da variancia.

4. Resultados

4.1.FormulagOes selecionadas
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Para a selecdo dos sistemas utilizou-se como critério a obtencdo de formulacdes que
apresentassem altas concentracdes de tensoativo, viscosidade adequada para a aplicacao topica,
presenca de cristais liquidos e ainda que permitissem a transmissividade de ondas ultrassonicas.

Assim, foram selecionadas formulagdes de 2 sistemas (S1 e S4). As formulagbes selecionadas
apresentavam 60% de tensoativo, 10% de 6leo e 30% de agua.

4.2. Microscopia de luz polarizada para formula¢cdes selecionadas

As andlises microscépicas foram realizadas no tempo 24 horas (T=1) apdés a manipulacdo e no
tempo 15 dias (T=15), sendo que os resultados das andlises microscépicas no tempo 1 podem ser
observados nas Figuras 1 e 2.

(1 (In

Figura 1. Fotomicrografia da formulacdo do sistema S,, observado 24 horas apés manipulagdo a
temperatura ambiente (25 + 2°C). |: microscopia com luz polarizada (400X); 1l: microscopia sem polarizacéo
(1000X).

) (I

Figura 2. Fotomicrografia da formulacdo do sistema S, observado 24 horas apés manipulacdo a
temperatura ambiente (25 £ 2°C). I: microscopia com luz polarizada (400X); II: microscopia sem polarizagao
(1000X).

Foi possivel observar, sob microscopia de luz polarizada, areas anisotropicas indicando presenca
de fases liquidas cristalinas do tipo lamelar tanto nas primeiras 24 horas ap0s a manipulacao
guanto apos 15 dias, armazenadas sob diferentes condi¢Bes térmicas, o que indica que ndo houve
mudancas conformacionais severas na estrutura interna do sistema mesmo apds serem
submetidas ao estresse térmico. Na microscopia sem polarizacao foi possivel observar o tamanho e
a homogeneidade dos gldbulos formados pela fase interna do sistema

4.3.Comportamento reoldgico
Todos o0s reogramas indicaram que as amostras analisadas apresentam comportamento
nao-Newtoniano pseudoplastico, com area de histerese.  Este comportamento é adequado para

produtos com indicacao topica, pois apos a aplicacdo da tensdo a preparacéo apresenta facilidade
para fluir, refletindo bom espalhamento durante a aplicacdo e formacéo de filme uniforme na pele
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(MORAIS, 2006).

4.4. Controle de qualidade microbiolégico

Os produtos nao apresentaram contaminagéo microbiana (<10 UFC/g), o que confirma relatos da
literatura de que formula¢cdes com altas concentragbes de tensoativos ndo sdo susceptiveis a
contaminacao microbiolégica (CONSTANCIO, 1993).

4.5. Medida de transmissividade do ultra-som

Tanto a formulagdo do S1 quanto a do S4 ndo ocasionou atenuagdo significativa da onda ultrassonica,
podendo ambas serem utilizadas em fonoforese.

4.6. Estudo in vivo

4.6.1.Comedogenecidade

Nao foi observado nenhuma diferenca estatistica. Portanto nem a formulacdo do S1 nem a
formulacdo do S4 foi comedogénico.

4.6.2.Irritacdo dérmica priméria e cumulativa

As formulagfes estudadas ndo produziram irritagdo dérmica, nem priméria nem cumulativa. Por outro lado, o
ultrassom ocasionou irritabilidade cumulativa.

5. Considerac¢des Finais

Pode-se concluir que formulagfes preparadas com 10% de silicone fluido de copolimero glicol, 60% de
poliéter funcional silixano e 30% de 4gua destilada (S1) e com 10% de adipato de diisopropila, 60% de
poliéter funcional silixano e 30% de agua destilada (S4) apresentaram cristais liquidos. Pode-se verificar
também que esses sistemas nanoestruturados obtidos ndo apresentaram contaminacdo microbiana, e ainda,
nao ocasionaram o aparecimento de comeddes na pele. As formulagdes ndo produziram irritacdo dérmica
priméria. Por outro lado, o ultrassom ocasionou irritabilidade cumulativa.
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n L]
Figura 1. Faomicrografia da formulacio do sistema 5|, obzervado
2 horas apds manipulsgEo & temperstura amkiente (25 £ 2°C). I
mictoscopia com Wz polarizada (@007 1B microscopia @em
polarizagn (1000

L]
Figura 2. Fotomicrografia da formulacio do sifema S, observado 24 horss
apids manipulagio & temperstura ambiente (23 £ 2°C). & microscopia com luz
polarzada (4007 1 microscopia sem polan zagdo (1000X).

8/9



Tabeda 1. Composicio dos disgramas ternarios.

Diagrama Composican

Sigtema 1 154) Silicone fludo de copolimero glicol, Poliéter
funcional silixano, Aoua destilads

Sigtema 2 (52 Silicone fluida de copolimero glical, Trilacril- 4
Fostato, Ao dedtilada

Sigtema 3 (55 Silicone fluida de copolimero glical, Polisorbato 80,
Agua destileda

Sigtema 4 (5. Adipan de Diisopropila, Poligter funcional silixano,
Aga dedtileda

Sigtema 5 (55 Adipao de Diizopropila, Silicone fuido de

copalimern glicol, Agua destilads
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