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RESUMO

LORCA, Barbara da Silva e Souza. Desenvolvimento e avaliagcdo de sabonete
granulado para limpeza da pele. Rio de Janeiro, 2007. 115p. Dissertagcao
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, 2007.

A acne é uma inflamacédo crbnica da regido pilosebacea que afeta,
normalmente, torax e rosto. A grande maioria das preparagdes topicas manipuladas
para o tratamento desta dermatose é constituida por cremes e pomadas. Entretanto,
ainda ndo existe no mercado, um sabonete granulado com &cido salicilico, ativo
largamente utilizado nesta doencga. Esta apresentacédo facilita o transporte do
medicamento pelo paciente e diminui 0 excesso de espuma gerado pela agitagcao
constante.

Devido a estes fatores, duas formulag¢des, em granulado, foram desenvolvidas
e avaliadas: uma para limpeza da pele acneica, com acido salicilico, e outra
formulacdo sem o ativo, para simples lavagem das maos. Preliminarmente, foram
realizados testes de desnaturagdo proteica com os tensoativos que poderiam ser
utilizados, sendo selecionados os menos irritantes como componentes das
formulagbes propostas. Além disso, foram realizados testes de irritagdo dérmica e
estabilidade em ambas as formulagdes, o que garantiu produtos seguros e estaveis.

Para os testes de estabilidade foi necessario avaliar o teor de acido salicilico
na formulacio e, para isso, desenvolveu-se um método espectrofotométrico no UV-
Vis, que foi, devidamente, validado.

Para garantir a aceitagdo do novo produto pelos pacientes acometidos de
acne, e, também, testar a nao irritagdo dos tensoativos derivados de aminoacidos,
foram selecionados voluntarios para avaliarem as formulagcbes propostas. Os
resultados obtidos foram satisfatérios e demonstraram o interesse na compra do

sabonete granulado para limpeza da pele acneica, caso disponivel no mercado.



ABSTRACT

Acne is a chronic inflammation of the pilosebaceaus region which normally
affects thorax and face. Topical preparations in the form of creams or ointments are
the usual treatment for that dermatological disorder. However, there is not yet a
commercially available granulated soap with salicylic acid, which would greatly
enhance the drug transport in the patient. In addition, it would decrease the foam
generated from constant agitation.

Due to those factors, two formulations in granulated form have been
developed and evaluated: one with salicylic acid, for cleanness of acne skin, and
another formulation, without the asset, for simple hand washing. Preliminary protein
denaturizing tests have been carried out with surfactants selected among the less
irritating, as components of the formulations investigated. Moreover, tests of dermal
irritation and stability have also been performed with the formulations, in order to
guaranteed safe and stable products.

For the stability tests it was necessary to measure salicylic acid content in the
formulation and, therefore, a spectrophotometer method in UV-Vis was developed
and validated.

To guarantee the acceptance of the new product for the patients having acne,
and also to test irritation absence of the surfactants, obtained from amino acids, the
formulations were tested in selected volunteers. The results were satisfactory and
there is interest in the use of granulated soap for cleanness of acne skin, if available

in the market.
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1. INTRODUCAO
1.1 Acne Vulgar

Acne comum, tecnicamente conhecida como acne vulgar, € uma inflamagéo
cronica da regido pilosebacea (composta por foliculo piloso e glandula sebacea).
Essa disfuncdo afeta, normalmente, a regido do térax e do rosto, visto que séo
regides do corpo onde esta unidade € maior e mais numerosa. Esta pode
manifestar-se em todas as idades, inclusive apds os cinquenta anos em eventos
como estresse, tratamento medicamentoso ou durante a menstruagao
(PELLERANO, 2003; VAZ, 2003; FALCOCCHIO et al., 2006). Possui alta
prevaléncia entre os jovens e menor incidéncia em individuos com mais de 30 anos,
com frequéncia de 61% aos 12 anos e de 83% aos 16, nas mulheres, pode estar
relacionado aos horménios femininos, estresse e ao uso de cosméticos. Ja no sexo
masculino, a prevaléncia € de 40% aos 12 anos e 95% aos 16. A persisténcia da
afeccao, até os 25 anos, pode ocorrer em 10% dos casos, mas, apos esta idade, o
aparecimento é reduzido (SHALITA, 2004; HERANE, 2005; HAGHEDOOREN et al,
2006).

Diversos fatores causadores da acne tém sido estudados, tais como: idade,
genética, tabagismo, raca, uso de medicamentos. A genética e a idade tém sido as
causas mais importantes. O habito de fumar, também € um desencadeante, uma vez
que 40,8% dos fumantes ativos apresentam acne, comparados com 23,5% de nao-
fumantes. As racgas hispanicas apresentam maior severidade e maior precocidade
no aparecimento, diferentemente das negras e asiaticas. Assim como a acne é
menor nas mulheres que fazem uso de anticoncepcionais orais (HERANE, 2005).

A patogénese da acne €& multifatorial, envolvendo disturbios de

queratinizagdo, secrecdo hormonal e imunidade (Quadro 1). O seu inicio,
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normalmente, ocorre no periodo pré-puberal, quando androgénios estimulam as
glandulas sebaceas e, possivelmente, o epitélio folicular. Posteriormente, na
puberdade, horménios masculinos e femininos estimulam efeitos que levam a uma
maior coesao das células, formando o microcomedo, que € o precursor de todas as
lesdes da acne. Estes foliculos podem ser colonizados pelo Propionibacterium acnes
(P. acnes), componente anaerdbico da flora normal da regido sebacea da pele,
produtor de uma variedade de fatores pro-inflamatérios extracelulares. Dessa forma,
o0 microcomedo pode evoluir para lesdes nao-inflamatdérias, com comeddes abertos
(poros visiveis) e/lou comeddes fechados (Figura 1), ou lesdes inflamatdrias, como
papulas, pustulas e ndédulos (Figura 2, 3 e 4). Importante lembrar que a presenga de
Propionibacterium acnes na superficie cutdnea nao estd relacionada com a
severidade da acne, porém, a diminuicdo do P. aches e de seus mediadores
influenciam a melhoria do quadro clinico (WEBSTER, 2001; SANTOS, 2003;

SHALITA, 2004; HERANE, 2005).

Patogénese da Ache

Desqueratinizagao folicular—> Formagédo Comedo

Secregao de Androgénio —, Produgao de Sebo ?

Proliferacdo Propionibacterium acnes

Hipersensibilizagdo pelo P. acnes —> Aumento da inflamagéo

Quadro 1: Patogénese da Acne (WEBSTER, 2001).
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Figura 1: Comeddes abertos e
fechados (HERANE, 2005)

Figura 2: Papulo-pustulas e
lesdes cicatriciais no rosto
(HERANE, 2005)

Figura 4: Acne severa: cistos,
pseudocistos na area
submentoriana (HERANE, 2005)

Figura 3: Papulas, cistos e
nédulos eritematosos de acne
inflamatéria (HERANE, 2005)
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O processo inflamatério ocorre quando linfocitos CD4 invadem a parede
folicular, levando a migragao de neutrdfilos e a formagao de papulas. A ruptura do
ducto folicular contribui para o extravasamento de lipidios, queratindcitos e bactérias
dentro da derme, desencadeando fenémenos inflamatorios e imunes, além da
ativagdo do complemento (HERANE, 2005).

A forma classica desta doenga dermatoldgica ocorre com a presenga de
comedodes abertos e fechados, que, clinicamente, podem ser microcomeddes ou
macro (Figura 5) e um numero variavel de lesdes inflamatdrias, tendo seu pico entre
16-17 anos nas meninas e 17-18 anos nos meninos (CUNLIFE, HOLLAND,

JEREMY, 2004; SHALITA, 2004).

Figura 5: Extensos macrocomedos (CUNLIFE, HOLLAND, JEREMY, 2004).

A acne apresenta um quadro que nao ameaca a integridade fisica do
paciente, mas afeta profundamente sua integridade psiquica por causar importante
alteracdo da aparéncia e da auto-estima. Muitas vezes, os fatores emocionais,
desencadeiam ou agravam a acne, como mostrado no estudo realizado com
estudantes australianos, onde aqueles com quadro moderado a severo
apresentavam mais sintomas de depressao e ansiedade do que os com quadros
leves da doenga (KILKENNY et al., 1997; HANSTOCK, O'MAHONY, 2002; SILVA et

al, 2003).
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De acordo com Taborda, Weber e Freitas (2005), esta doenca dermatoldgica
estd enquadrada no grupo 2, ou seja, dermatoses influenciadas pelo estado
emocional, onde condigdes psicolégicas podem ser o gatilho inicial para o
aparecimento das lesbes dermatoldgicas, bem como fator de exacerbagao durante
sua evolugéo (Quadro 2).

Os estigmas fisicos e psicoldgicos dessa afecgdo podem ser prevenidos por
seu diagnéstico clinico precoce e pela instituicdo da terapéutica logo ao comegar a

doencga (SILVA et al, 2003).

1. Condigdes dermatoldgicas com sequela psiquiatrica secundaria
- Albinismo;

- Alopecia areata;

- Vitiligo.

2. Transtornos dermatologicos influenciados pelo estado emocional
- Acne;

- Dermatite atépica,;

- Eczema;

- Psoriase;

- Urticaria.

3. Transtornos psiquiatricos com sequelas dermatoldgicas

- Transtorno obsessivo-compulsivo;

- Transtornos somatoformes;

- Transtorno delirante, tipo somatico (parasitose)

- Transtorno facticio.

4. Drogas psicotrépicas que provocam quadros dermatoldgicos

- Litio;

- Anticonvulsivantes

- Antipsicoticos;

- Antidepressivos;

- Ansioliticos.

Quadro 2: Classificacdo dos transtornos psicocutdneos, adaptado de Taborda,
Weber e Freitas, 2005.
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1.1.1 Tratamento da acne vulgar

O objetivo do tratamento da acne vulgar é prevenir ou tratar as lesdes, reduzir
o desconforto fisico provocado pelas inflamagdes, manter a pele com aspecto
saudavel, prevenir ou minimizar a formagdo das indesejaveis cicatrizes, que se
iniciam na adolescéncia e podem acarretar efeitos psicolégicos e sociais adversos
(GONTIJO et al., 1995; VAZ, 2003).

O primeiro passo do tratamento € ter certeza de que o paciente, assim como
seus pais, no caso de adolescentes, ndo “acreditam” nos diversos mitos que foram
criados. A acne ndo €& causada, por sujeira, pensamentos impuros ou ma
alimentagado, apesar de estudos demonstrarem a influéncia da dieta no curso da
doenga, ou seja, alta ingestdo de gorduras e/ou carboidratos influencia a produgéo
de sebo (HERANE, 2005). Pacientes costumam achar que uma comida especifica,
geralmente, gordurosa ou doce, agrava o quadro, que cabelo caindo na testa causa
espinhas ou que podemos tratar o quadro com sopa e agua. Da mesma forma,
estresse pode até afetar, mas o uso de calmantes n&o tem efeito positivo sobre a
acne (WEBSTER, 2001).

A limpeza da pele com acne deve ser realizada, somente, duas vezes por dia,
de forma suave, com sabdes adequados. Toalhas e esponjas devem ser evitadas,
pois podem aumentar a irritacdo no local. A lavagem exagerada e o uso de
esfoliantes devem ser evitados, pois causam a ruptura dos foliculos e podem
aumentar a inflamacgao.

A primeira visita ao médico € de extrema importancia e € o momento no qual
0 paciente cria expectativas realistas com relagdo ao tratamento e desmistifica
alguns conceitos pré-existentes. Adolescentes, normalmente, querem respostas

rapidas e milagrosas, porém, precisam saber que o tempo minimo para a melhoria
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do quadro gira em torno de seis meses. O inicio dos resultados sé aperece a partir
da quarta semana e consequentemente ha melhora de 20% a cada dois meses. Por
conta destes fatores, o paciente deve estar consciente que a acne, em uma grande
porcentagem de casos, € uma condicdo que acompanha o adolescente e que
precisa de um acompanhamento intenso, inclusive para evitar o reaparecimento
(HERANE, 2005).

Com relacédo ao tratamento, propriamente dito, existe uma grande variagao,
pois alguns médicos usam de um a dois medicamentos, enquanto outros receitam
de cinco a seis. Em geral, o paciente adere melhor com, no maximo, dois
medicamentos, entretanto, o mais importante é analisar cada caso, individualmente.

Os tratamentos podem se subdividir em trés grandes categorias:

e Tratamento Topico (Quadro 3);
e Tratamento Sistémico (Quadro 4);

e Tratamento Fisico (extracdo de comeddes, crioterapia e fototerapia).

Anticomedogénico Antimicrobiano
Acido Salicilico Acido Azelaico
Adapaleno Clindamicina
Enxofre Eritromicina
Tazaroteno Peroxido de Benzoila
Tretinoina Peréxido de Benzoila / Clindamicina
Peréxido de Benzoila / Eritromicina

Quadro 3 - Terapia Topica da Acne, modificado de WEBSTER, 2001.
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Medicamento e

Incidéncia de P.

Efeitos Adversos

Efeitos Adversos

Dosagem acnes resitente Comuns Raros
Oxitetracilcina - Moderada. Nausea, diarréia, Respostas alérgicas,
Tetraciclina disfagia, infecgéo fotosensibilidade,
500mg esofagica. hepatotoxicidade
Eritromicina Alta. Nausea, diarréia, Respostas alérgicas.

500mg desconforto
abdominal.
Minociclina Baixa (em 1999), Problemas Mudancas de
100-200mg mas aumentando. gastrointestinais pigmentacgao,

menos comuns que

hipertensao

com intracraniana benigna,
oxitetraciclina/tetracicli- | hepatite autoimune.
na
Doxiciclina 100- Moderada. Mesmos observados Fotosensibilidade
200mg com oxitetraciclina/ (dose-dependente).
tetraciclina.
Limeciclina Moderada. Mesmos observados Mesmos observados
300-600mg com oxitetraciclina/ com oxitetraciclina/

tetraciclina. tetraciclina.
Trimetoprim Baixa (em 1999). | Nausea, vomito e rash Fotosensibilidade,
200-300mg cutaneo. muito raramente

agranulocitose.

Quadro 4 — Antibiéticos Orais na Acne, modificado de LAYTON, 2005.

1.1.1.1 Tratamento Topico

E a terapia de escolha para quadros de acne papulopustular ou comeddes

pequenos a moderados. Este tipo de tratamento € prolongado, deve ser aplicado em

toda a area afetada, sem esquecimentos e, muitas vezes, necessita do auxilio de

terceiros para a aplicagdo, o que pode dificultar a adesdo. Outro fator que pode

diminuir o uso € a localizacdo da acne, como por exemplo, em torno da boca, queixo

ou imediatamente abaixo do nariz, que por serem locais mais sensiveis a irritagao

tornam a terapia tépica mais dificil

KRAUTHEIM e GOLLNICK, 2004).

(GAMONAL,

1999; WEBSTER, 2000;
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1.2 Acido Salicilico (AS)

O
{ Formula Molecular — C/HgO3
C.

OH Peso Molecular — 138,125
OH

Figura 6: Estrutura molecular AS

O acido salicilico ou acido 2-hidroxibenzoico ocorre na forma de éster em
varias plantas e apresenta-se como cristais aciculares, brancos ou incolores, ou po
cristalino branco. E livremente soltvel em alcool e em éter; levemente solGvel em
agua; moderadamente, soluvel em cloroformio (GONCALVES e BARROS, 2003).

Possui fungdo queratolitica, antiacneico, anti-seborréico e € muito bem
tolerado, assim como ja provou ser tdo eficaz quanto o peroxido de benzoila, em
casos de acne com presenca de comeddes, utilizado isoladamente ou como
adicional a uma outra terapia. Entretanto, em altas concentragbes, é irritante,
causando eritema e descamagao e, eventualmente, aumento das lesdes
inflamatdrias da acne. Por ser absorvido através da pele, ndo deve ser aplicado
durante longos periodos, principalmente, em criangas. (GONCALVES e BARROS,
2003; HERRA, 2003).

O acido salicilico € um farmaco utilizado em medicamentos de uso tépico para
tratamento da acne. E um ativo solGvel em 6leo, capaz de penetrar no ambiente rico
em sebo do poro. Dentro do poro, é capaz de liberar o tampao comedoniano e pode
exercer algum pequeno efeito antiinflamatério. Pode ser adicionado a limpadores,
hidratantes e bases faciais. Sua habilidade de induzir esfoliagdo, também permite

que seja utilizado como componente antiacne em mulheres que combatem o
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envelhecimento cutaneo. Estes produtos podem ser vendidos sem prescricdo. € um
ativo (DRAELQS, 2005).

No mercado, encontram-se disponiveis formulacbes queratoliticas com
concentragdes de acido salicilico de 0,5 a 3,0%, associadas ou ndo, ao enxofre, 1 a
3%, além de solugbes de limpeza, em concentragdes proximas de 1,5%. Estes
produtos topicos tém por fungdo modificar o nivel de descamacao epidérmica,
impedir a formacdo dos comeddes e colaborar para o desaparecimento dos cistos
pré-existentes. Devem ser aplicados em toda a area afetada de duas a trés vezes ao

dia (HERRA, 2003; LEYDEN, 2003; MARTINEZ, 2003).

1.3 Formas Farmacéuticas Tépicas

A farmacia com manipulagdo resgata a pratica de preparar, conservar,
manipular e dispensar medicamentos, valoriza o médico que prescreve este
receituario, melhora a relagcao “médico-paciente” e permite um equilibrio da féormula
para o paciente que, como pessoa unica e individual em sua sintomatologia, nem
sempre se adapta a formulagbes ja estabelecidas. Dessa forma, muitas
preparacdes topicas manipuladas sao para o tratamento da acne e os veiculos mais
usuais ainda sao os cremes e pomadas, como desenvolvido por Galeno \.
Entretanto, os géis, solugdes e logdes, também sdo muito empregados (ROSALES e
MUNOZ, 2001; MIGUEL et al, 2002).

Os cremes e pomadas sao preferidos em casos de pele normal a seca,
enquanto os géis sdo mais usuais em peles oleosas, onde a quantidade de dleo
adicional acaba aumentando ou prejudicando as caracteristicas gerais da acne.

A escolha da melhor forma farmacéutica para este tipo de dermatose deve

estar ligada ao local de aplicagao, clima, umidade e, até mesmo, preferéncia do
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paciente, para evitar o abandono ao tratamento. Outro fator importante é o efeito na
velocidade de absorgdo transcutdnea do ativo, ja que os agentes ndo podem
ultrapassar as camadas mais profundas da pele para produzirem o efeito esperado
(VAZ, 2003; SOUZA, CHRISTIANSEN, JAMIE, 2005).

A oleosidade aumentada, normalmente observada na pele acneica, também
interfere na escolha do veiculo, que ndo deve aumentar diretamente a oleosidade da
pele com afecgao, ou seja, a forma farmacéutica de escolha ndo deve, de forma
nenhuma, apresentar componente gorduroso ou que aumente a concentragao de

sebo no local.

1.3.1 Sabonete para limpeza da pele acneica

Os sabdes tradicionais sdo obtidos por saponificagdo de gorduras animais e
vegetais com Aalcalis, apresentando pH alcalino. Ja os sabonetes produzidos com
detergentes sintéticos, conhecidos como combars (combinagcdo de tensoativos
naturais com sintéticos) e syndets (sabonetes sintéticos em barra) apresentam pH
menos alcalino e originam produtos menos irritantes. Também apresentam maior
qualidade e quantidade de espuma, podem ser ajustados ao pH normal da pele,
usualmente entre 5 e 6, além de fornecerem a pele mais brilho, textura e leveza,
caracteristicas estas que podem ser atribuidas a capacidade destes produtos em
manter a integridade da barreira do estrato corneo e fornecer uma maior hidratagao
cutanea (FROSCH, 1982; WALSH e ROSSON, 2000; GHAIM e VOLZ, 2001;
SUBRAMANYAN et al.,2005).

Muitos dermatologistas prescrevem para seus pacientes acneicos sabonetes

para limpeza da pele, alguns com principio ativo, como acido salicilico, por exemplo.
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Entretanto, as formas farmacéuticas empregadas para veicular este ativo sao,

normalmente, sabonete em barra, liquido, cremoso e gel.

1.3.2 P6 Granulado

Os granulos sao aglomerados preparados a partir de pequenas particulas de
po, tém formato irregular, mas podem ser preparados na forma esférica. Sao, em
regra, constituidos por substancias medicamentosas associadas a agucar e/ou
outros adjuvantes, apresentando-se formados por pequenos granulos irregulares,
cujo conjunto tem aspecto homogéneo (FERREIRA, 2002).

O seu preparo pode ser através de método seco ou umido, sendo o ultimo
mais utilizado. O método Uumido consiste em molhar o pé ou a mistura de pés e
passar a pasta formada através de uma malha (tamis) para produzir granulos no
tamanho desejado, de acordo com a aplicagédo. Posteriormente, os granulos umidos
sdo colocados em bandejas de secagem e secos pelo ar ou em estufas de
aquecimento. Sdo periodicamente movidos para evitar a adesido ou a formacao de
uma grande massa unica (PRISTA et al., 2002; ALLEN, POPOVICH e ANSEL,
2007).

Tradicionalmente, esta forma farmacéutica constitui um medicamento
administravel via oral ou destina-se ao preparo de comprimidos. Porém, atualmente,
também tem sido empregada para administragao tépica com finalidade de limpeza,
por exemplo.

Possuem duas principais vantagens em se tratando da utilizagao na pele:

e Sao mais estéticos que os pdés comuns, pois ndo liberam particulas durante a

utilizagdo e armazenamento;
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e Os granulos constituintes ndo aderem entre si, em contato com a umidade

(PRISTA et al., 2002).

Ao se aplicar na pele qualquer substancia em pod, ocorre aumento da area
superficial de evaporacao, resultante da somatoéria das superficies das particulas
pulvéreas. Consequentemente, ocorre elevacdo da velocidade de evaporacédo da
umidade da pele, que sera maior ou menor de acordo com a temperatura ambiente,
a tensao de vapor e a tenuidade do po.

A forma farmacéutica pdé ou granulado pode ser usado na pele sadia,
especialmente em criangas, para prevenir irritagdo da pele nos locais onde a
evaporagao do suor é dificultada ou para completar a secagem apds o banho. Pode
ser empregado na face para reduzir o brilho da pele, resultante das secregdes
sebacea e sudoripara ou para ocultar ligeiras imperfeigdes, como cicatrizes ou
manchas (ANTUNES, 2002). Sendo que o grande diferencial & a possibilidade de
diversos ativos serem incorporados em uma forma farmacéutica que por si so ja
possui atividade.

O po6 granulado € uma forma farmacéutica que nao apresenta caracteristica
oleosa, possibilita incorporagao da grande maioria dos principios ativos empregados
na acne e é altamente estavel. Além de permitir a incorporacdo de alguns
componentes, que quando adicionados a cremes, logdes, sabonetes e xampus sao
insoluveis, ocasionando dificuldade de dispersao do produto. Outra caracteristica
favoravel as formulagcbes em granulos € a manutencdo da concentracdo dos
principios ativos nas seguidas aplicacbes do produto, fato que, geralmente, ndo é
observado nas formas farmacéuticas convencionais para tratamento e limpeza de

pele acneica, devido a dificuldade de homogeneizacgéao.
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O &cido salicilico incorporado a esta forma farmacéutica ainda n&o existe no
mercado, facilita o transporte do medicamento pelo paciente, diminui o excesso de
espuma gerado pela agitagdo constante, além de fornecer melhorias para alguns
outros problemas comumente vistos na manipulagdo, como a instabilidade e
insolubilizagdo de alguns ativos em meio aquoso, e no uso dos produtos disponiveis

para o tratamento da acne vulgar.

1.4 Tensoativos

Tensoativos sédo substancias com propriedades de limpeza, detergéncia e
solubilizagdo. Geralmente, possuem uma extremidade polar, que € soluvel em agua
e uma apolar, soluvel em O6leo. Estes sdo anfifilicos possuindo propriedades
hidrofilicas e hidrofébicas em uma unica molécula (ARNAU, 1995; YING, 2006).

Os tensoativos possuem cinco principais caracteristicas: sdo molhantes, pois
diminuem o angulo de contato entre um sdélido e um liquido; sédo dispersantes, sendo
capazes de tornar soluveis substancias aparentemente insoluveis no solvente
utilizado; sao capazes de emulsionar, estabilizando uma emulsao; formam espuma,
pela tenséo interfacial entre o liquido e o ar; sdo detergentes, podendo eliminar
residuos oleosos fixados a pele e ao couro cabeludo (ARNAU, 1995).

Séao produtos quimicos de elevada importancia mundial, cuja producao gira,
em torno de 7,2 milhdes de unidades ao ano, e vao desde detergentes de limpeza
domeéstica até tintas, pesticidas e produtos cosméticos e farmacéuticos. Entretanto,
podem acarretar alteragbes a estrutura cuténea, visto que a pele € um 6rgao
imunocompetente, totalmente capaz de iniciar uma reacgao inflamatéria em resposta
a produtos irritantes (BERNHOFER et al., 1999; CHARBONNIER et al, 2001; YING,

20086).
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Grande parte dos detergentes possui propriedades fisico-quimicas cruciais
para o aparecimento destes eventos, como a ligagado destas moléculas quimicas a
queratina; a desnaturacdo de proteinas, causada pela entrada de irritantes no
estrato corneo, levando a alteragcbes na membrana, diretamente relacionadas a
inducdo de respostas cutaneas e/ou a delipidagao, processo no qual a balanca de
lipideos € modificada, gerando uma alteragdo que diminui a fungcdo de barreira
exercida pelo estrato corneo (EFFENDY e MAIBACH, 1996; HALL-MANNING et al.,
1998; WELSS et al., 2004).

Estudos, in vitro e in vivo, tém sido realizados, com o intuito de conhecer e
classificar os diversos tipos de reacdes de irritagdo dérmica, causadas pelos
detergentes. Existem relatos na literatura que comprovam que os tensoativos
causam modificacbes bioquimicas, quando aplicados topicamente. Alguns
desencadeiam reagbes primarias, ou seja, sdo substancias suspeitas de prejudicar a
pele por agao citotoxica direta e sem causar sensibilizagdo imunolégica prévia. Um
exemplo tipico é o lauril sulfato de sddio, que interage, fortemente, com a pele
causando grandes alteragdes nas suas propriedades (EFFENDY e MAIBACH,
1996).

Dessa forma, é importante que os produtos de limpeza da pele respeitem a
fisiologia cutédnea, ndo alterem as proteinas do estrato coérneo, ndo destruam a
protecao fornecida pela camada hidrolipidica, ndo modifiquem a acidez natural da
pele. Entretanto, espera-se que contribuam para o equilibrio da flora saprdfita,
protegendo a pele dos germes patdgenos. Pensando nisso, as industrias
farmacéuticas e cosmeéticas, sensiveis ao que esta relacionado a economia e aos
cuidados diarios com a pele, tém se mostrado cada vez mais preocupadas com a

sintese de detergentes que sejam biodegradaveis e biocompativeis com a pele dos
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consumidores, ndo irritantes e incapazes de originar problemas dermatoldgicos, tais
como acne, psoriase e dermatite de contato (ARNAU, 1995; INFANTE et al., 2004).
Uma interessante estratégia para obtengdo destes surfactantes mais
adequados é o uso da modelagem molecular, que mimetiza compostos naturais a
partir de aminoacidos, oligossacarideos, peptideos e glicerdis (INFANTE et al.,
1997). Destes derivados, os aminoacidos tém mostrado ser excelentes compostos
para a sintese de biodetergentes com alta eficacia, baixo potencial de toxicidade e
pequeno impacto ambiental (TABOHASHI et al., 2001; INFANTE et al., 2004; VAN

ROOSMALEN et al., 2004).

1.4.1 Lauril sulfato de sédio (LSS)

O lauril sulfato de soédio, designacdo genérica empregada para o dodecil
sulfato de sodio, € um composto organico devidamente registrado no Chemical
Abstract Service (CAS) sob o numero 151-21-3.

Possui propriedades detergente, molhante, espumdgena, emulsificante e
solubilizante, caracteristicas comuns a toda a classe de tensoativos. Por conta disso,
vem sendo utilizado ha varios anos para diferentes fins, como banhos de espuma,
cremes emolientes, cremes depilatérios, locdes para maos, xampus, dentifricios,
além de produtos saneantes, como detergentes domissanitarios (ANVISA, 2001).
Muitos estudos ja comprovaram seu potencial de irritacdo a pele (EFFENDY e
MAYBACH, 1996; CHARBONNIER et al., 2001; HEYLINGS et al., 2001; RIGANO et
al., 2002; BENAVIDES et al.,, 2004; ROBINSON et al.,, 2005). Em formulagbes
cosméticas, o poder irritante pode ser atenuada em fungdo da concentragéo
utilizada, da associagao entre os tensoatiavos, bem como das caracteristicas da

formulacao pretendida para o produto final (ANVISA, 2001).
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1.4.2 Tensoativos derivados de aminoacidos

Os aminoacidos, em geral, sdo cristais incolores ou brancos, praticamente,
insoluveis em solventes organicos, mas solluveis em agua e solugdes aquosas
acidas ou basicas. Uma caracteristica comum a todos € a presencga de grupos amino
e carboxil, por isso, sdo catidbnicos em solucdes acidas, anféteros em solucdes
neutras e anidnicos em solucdes basicas.

Os surfactantes derivados de aminoacidos possuem caracteristicas
favoraveis, também do ponto de vista de conservagao do meio ambiente, pois sao
biodegradaveis, além de possuirem um minimo de efeito irritante e baixa toxicidade.
Sao preparados eficientemente por catalise quimica ou enzimatica, podendo
contribuir para o aumento da demanda de tensoativos “benéficos” nas industrias

farmacéuticas, cosméticas e de alimentos (TABOHASHI et al, 2001).
1.4.2.1 Cocoil glicinato de sédio (Amilite GCS-11°)

0
I
RC—NHCH,COONa

Figura 7: Formula estrutural do cocoil glicinato de sédio

E um tensoativo anidnico derivado de aminodcidos, especificamente da
glicina, além de acidos graxos de coco. Pode ser aplicado em condicionadores de
cabelo e pele e em agentes de limpeza, com fungao tensoativa. Sua apresentagao é

em po6 (CTFA, 2006a).
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1.4.2.2 Cocoil glutamato de sddio (Amisoft CS-11°)

0
|
RC—TIH
HOOCCH,CH,CHCOONa

Figura 8: Formula estrutural do cocoil glutamato de sédio

Surfactante natural suave, em p6, derivado do aminoacido L-acido glutadmico
e de acidos graxos de coco. Altamente biodegradavel, fracamente acido em solugéo
(semelhante a pele) e possivel de ser utilizado em faixas de pH que variam de 4,5 a
12,5 (AJINOMOTO, 2007). Pode ser empregado em agentes de limpeza, tanto para

pele quanto para cabelos, com fungéo tensoativa (CTFA, 2006b).

1.4.2.3 Lauroil glutamato de sédio (Amisoft LS-11°%)

0
CHs{CHz)14C — NHCHCOONa

CH,CH,COOH

Figura 9: Férmula estrutural do lauroil glutamato de sodio

E um sal de sddio derivado do acido glutdmico. Seu uso ja foi reportado em
Oleos e sais de banho e em produtos de limpeza, como lo¢gdes e sabonetes liquidos

e “cold cream” (CTFA, 2006c).
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1.4.2.4 Miristoil glutamato de sodio (Amisoft MS-11°)

0
CH3{CH,)1,C — NHCHCOONMa

CH,CH,COOH

Figura 10: Formula estrutural do miristoil glutamato de sédio
O miristoil glutamato de sodio, também, é derivado do acido glutédmico, so
diferenciando do lauroil glutamato de sédio pelo numero de moléculas de carbono e
hidrogénio encontrados em sua estrutura quimica. E, usualmente, empregado como

tensoativo em produtos de higiene (CTFA, 2006d).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento e avaliagdo de formulacbes solidas, sob a forma de
sabonete granulado contendo tensoativos derivados de aminoacidos, menos

irritantes que os convencionais.

2.2 Objetivos Especificos

Analise do potencial irritante, “in vitro” de tensoativo em pd, largamente
utilizado, lauril sulfato de sdédio, e tensoativos derivados de aminoacidos
(cocoil glutamato de sddio, lauroil glutamato de sédio, miristoil glutamato de
sédio e cocoil glicinato de sodio);

Desenvolvimento de formulagbes com os tensoativos derivados de
aminoacidos menos irritantes, sob a forma de sabonete granulado, com acido
salicilico a 2% para o tratamento da acne;

Desenvolvimento de formulacbes com os tensoativos derivados de
aminoacidos menos irritantes, sob a forma de sabonete granulado, para
lavagem continua das mé&os;

Realizacdo de pesquisa de opinido com pacientes de pele acneica sobre a
nova forma farmacéutica desenvolvida, dispensada sob a forma de sachet de
dose unitaria;

Realizac&o de pesquisa de opinido com voluntarios da area da saude sobre o
sabonete granulado proposto para lavagem diaria das méos, dispensado sob

duas formas (sachet e talqueira);
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Desenvolvimento e validagcdo de um método analitico que avalie a qualidade
da formulagao proposta com acido salicilico;

Avaliacao da estabilidade das formulagdes desenvolvidas (com e sem ativo);
Avaliacao da toxicidade dérmica das formulagdes com e sem acido salicilico a

2% (teste de irritagado “in vivo”).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Equipamentos e AcessoOrios
o Agitador magnético CORNING;
o Aparelho de Karl-Fischer Metler, modelo DL-18;
« Balanca Analitica Bioprecisa, modelo FA2104N;
« Banho de ultra-som Thornton, modelo T14;
o Destilador Fisatom, modelo NT425;
« Espectrofotdmetro Biospectro® UV-Vis, modelo SP-220;
o Estufa termostatizada Full Gaulge TIC17RGT;
e Maquina seladora Barbi, modelo M-300T;
e Misturador de pds Magic Bullet;
o Potencidmetro Analyser, modelo pH300M.
3.1.2 Reagentes, Solventes e outros
« Acido Bérico (VETEC);
« Acido Sulftrico (VETEC) p.a.;
o Etanol (VETEC) p.a;
e Hidréxido de Sodio (VETEC) p.a.
e Metanol (VETEC) p.a.;
e Mistura de selénio (MERCK);
o Reagente de Karl-Fischer (MERCK);
o Reagente Patterson (vermelho de metila + azul de metileno);
» Reativo de Nessler;

« Vermelho de Metila.
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3.1.3 Matérias-primas
« Acido Salicilico, lote: BO5J585PHA, teor: 99,33%;
o Aerosil, lote: 051005, Viafarma;
« Amido de Milho, lote: CH069, Farmos;
« Butilhidroxitolueno (BHT), lote: 93, Sarfam;
« Cocoil glicinato de sodio (Amilite GCS-11®), lote:504146, Ajinomoto.
e Cocoil glutamato de sodio (Amisoft CS-11), lote: 504021, Ajinomoto;
« Fenoxietanol/Parabenos (Phenobact), lote: P1399, Viafarma;
« Lactose, lote: 2044, Genix;
o Lauril sulfato de sddio (LSS), lote: HN5C040983, Spectrum;
e Lauroil glutamato de sédio (Amisoft LS-11), lote: 502081, Ajinomoto;
« Miristoil glutamato de sodio (Amisoft MS-11®), lote: 412091, Ajinomoto;
e Polivinilpirrolidona (PVP), lote: 20040123, Viafarma;

e Talco, lote: N50727-7, Farmos.

3.2 Métodos

3.2.1 Caracterizacdo das matérias-primas

Foram realizadas analises especificas, baseadas no que é estabelecido
pelos compéndios oficiais, para garantir a qualidade dos lotes de cada

matéria-prima que foi utilizada no desenvolvimento do projeto.
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3.2.1.1 Aspecto

As informacgdes referentes a descricdo de uma substancia sdo genéricas e
destinam-se a avaliagao preliminar da integridade da mesma. Esta avaliagao, por si
sO, nado é indicativa de pureza, devendo estar associada a outros testes
farmacopéicos para assegurar que a substancia em analise esteja de acordo com a
monografia (F. Bras. IV, 1988a).

Todas as matérias-primas utilizadas neste estudo passaram por avaliagao do

seu aspecto, que deveria ser exatamente como o estabelecido na fonte consultada.

3.2.1.2 Avaliagao da densidade

A densidade relativa de uma substancia € a razao de sua massa, pela massa
de igual volume de agua, ambas a 20° C, ou por massa de igual volume de agua a
4° C (F. Bras. IV, 1988b).

Foi determinada em picnémetro limpo e seco, com capacidade de, no minimo,
5 mL, previamente calibrado. A matéria-prima fenoxietanol/parabenos teve sua
densidade avaliada através da razdo da diferenca entre o picndmetro cheio com o
produto e vazio, pela diferenga do produto com a agua, devendo apresentar valor
entre 1,060 a 1,180g/mL, de acordo com o laudo de analise do fornecedor

(Viafarma).

3.2.1.3 Andlise de solubilidade
A solubilidade da substancia pura em dado solvente, a temperatura ambiente,
€ parametro caracteristico da substancia, podendo servir para fins de identificagéo

(F. Bras. IV, 1988c).
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Acido salicilico, amido de milho, BHT e lactose foram avaliados de acordo

com a solubilidade.

3.2.1.4 Determinacao do pH

A determinacdo potenciométrica do pH é feita pela medida da diferenca de
potencial entre dois eletrodos adequados, imersos na solugdo em analise. Um
destes eletrodos é sensivel aos ions hidrogénio e o outro é o eletrodo de referéncia,
de potencial constante (F. Bras. IV, 1988d).

Antes do inicio da analise, o aparelho foi aferido com solug¢des-tampao pH 7,0
e pH 4,0 (Merck), a temperatura ambiente (25°C + 3°C), que permitem linearidade
nas respostas em relacdo as alteragdes de potencial observadas. A amostra
analisada foi a lactose (solugdo a 10%), através de potencidbmetro marca Analyser,

modelo pH300M.

3.2.1.5 Determinagao do ponto de fusao

Ponto de fusdo de uma substancia é a temperatura corrigida na qual esta se
encontra completamente fundida. Enquanto faixa de fusdo é aquela compreendida
entre a temperatura corrigida na qual a substancia comega a fluidificar-se ou a
formar goticulas na parede do tubo capilar e a temperatura corrigida na qual esta
completamente fundida, o que é evidenciado pelo desaparecimento da fase sélida
(F. Bras. IV, 1988e).

O método empregado foi o do capilar, onde se observou o ponto de fusdo do
acido salicilico e do BHT. Apds a obtencao dos valores, estes foram comparados a

sua faixa de fusao especifica.
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3.2.1.6 Caracteristicas microbioldgicas
As amostras de lactose e amido de milho foram submetidas a testes
especificos, que garantissem a auséncia de contaminantes microbioldégicos de

acordo com as especificagdes fornecidas pelo fabricante de cada uma delas.

3.2.1.7 Doseamento do Acido Salicilico (USP 27, 2004; BP, 1998)

O método de doseamento consiste em dissolver cerca de 275 mg
(rigorosamente pesados) de acido salicilico em 25 mL de etanol, previamente
neutralizado com hidroxido de sodio 0,1N e fenolftaleina até leve cor rosa. A seguir,
é feita titulacdo, em ftriplicata, em hidroxido de sédio 0,1N, como titulante, até leve
cor rosa. Utiliza-se o valor médio obtido, sendo cada 1 mL de solucéo hidréxido de
sédio 0,1N equivalente a 13,81 mg de ativo. O célculo da porcentagem é feito de

acordo com a equacao 1 abaixo:

% = volume gasto x FC x 13, 81 x 100
massa pesada em mg

Equacao 1: Doseamento do acido salicilico, onde FC= fator de corregcao da solugao
titulante e %= teor de acido salicilico.

3.2.2 Caracterizacédo dos tensoativos derivados de aminoéacidos

Os tensoativos cocoil glutamato de sodio (Amisoft CS-11®), lauroil glutamato
de sédio (Amisoft LS-11®), miristoil glutamato de sddio (Amisoft MS-11®) e cocoil
glicinato de sédio (Amilite GCS-11®) sdo derivados de aminoacidos, recentemente
disponiveis a comercializagdo, por isso suas analises ainda nao constam em
nenhuma farmacopéia.

Para analisar estes compostos foi feito um grande levantamento bibliografico

para se chegar a algum método de andlise que mais se aproximasse ao que poderia
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ser realizado. E por se tratar de derivados de aminoacidos, o método de Kjeldahl é

considerado o mais indicado, por determinar o teor de nitrogénio total.

3.2.2.1 Método de Kjeldahl

A determinacao da quantidade de nitrogénio em uma amostra pelo método de
Kjeldahl baseia-se no deslocamento do nitrogénio presente na amostra, sob a forma
de sulfato de aménia; este passa a amdnia volatil pela adi¢do de hidroxido de sédio.
A amonia é recolhida em solugao de acido padronizado, cujo excesso ¢ titulado com
hidroxido de sddio de mesma concentragao (ou recolhido em acido bdrico e titulado
com acido sulfurico). Assim, se determina a quantidade de nitrogénio presente na
amostra, por retrocesso ou de forma indireta (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985,

COTTA et al., 2007)

O método é dividido em trés etapas e a aparelhagem pode ser vista, abaixo,

na figura 11.

Figura 11: Sistema Kjeldahl tradicional, retirado de Cotta et al., 2007.
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3.2.2.1.1 Digestao ou Mineralizagao
O nitrogénio organico foi transformado em amdnia e os compostos organicos

foram convertidos em CO;, H,0, etc.

HoSO4
Matéria organica  ---------- > 0,1 + CO,T + H,O + R-NH, (Equagao 2)
A
R-NH; + H, O  ———me- > R-OH + NH3 (Equacgao 3)
@) H2SO4 @)

/ /
R-C + H)O - > R-C + NH; (Equagéo 4)

AN AN

NH A OH

2NH; + H;SO4 -------- > (NH4)2SO04 (Equagéo 5)

O carbono contido na matéria organica foi oxidado e o CO; se desprendeu; no
final da digestdo, o material ficou completamente claro, apds passar por uma fase
bastante escura, no inicio desta etapa (Equagao 2).

O nitrogénio foi transformado em NH3; (Equagéo 3 e 4), que reagiu com acido
sulfurico (H,SO4) formando (NH4).SO4 (Equacéo 5) e, apds resfriamento, originou
cristais no fundo do tubo. Nesta etapa, foi adicionado um catalisador (mistura de

selénio Merck), para aumentar o ponto de ebulicdo do acido sulfurico.
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3.2.2.1.2 Destilagao
O sulfato de amoénio foi tratado com hidréoxido de sédio 40% levando ao

desprendimento de amdnia (Equacgao 6), posteriormente, destilada (Equacgao 7).

(NH4).S0;, + 2NaOH ----- Aee> 2NH4OH + NaSO4 (Equagéo 6)

NH,OH ------ f-> NHsz + H)O (Equagéo 7)

O NHj3 desprendido foi recebido em um erlenmeyer contendo H,SO4 (0,1N) de

titulo conhecido (Equacéo 8):

NH; + HpSO4 ey ---------- > (NHy )2 SO4 + H,SO, (Método indireto - pelo resto)

(Equacao 8)

Para confirmar o final da destilagao foi realizado um teste de confirmagao com
Reativo de Nessler, onde o aparecimento de tom castanho amarelado indicava
presenca de aménia (NH3) e a transparéncia, o final da destilacdo (auséncia de

NH3).
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3.2.2.1.3 Titulagao
O acido sulfurico que nao reagiu com a aménia foi titulado com solugao

padrao de hidréxido de sédio, usando vermelho de metila como indicador (Equagéao

9):

H,SO4 + 2NaOH — Na,SO, + H0 (Método indireto - pelo resto)

(Equacao 9)

A quantidade de acido sulfurico foi suficiente para que houvesse completa
destruicdo da matéria organica.

Em face das diferentes temperaturas exigidas para decomposi¢cdo das
substancias organicas, pois algumas ndo se decompdem a temperatura normal de
ebulicdo do acido sulfurico, tornou-se necessario aumentar a severidade da reacéo,
pela adicao de determinados sais, sendo 0os mais comuns o0 K>SO, ou Na,SO4, que
elevam o ponto de ebulicdo do H,SO,,.

Ainda assim a oxidagao da matéria organica é lenta, podendo, no entanto, ser
acelerada pela adigao de catalisadores ou agentes oxidantes. Os mais usados séo

sulfato de cobre (CuSQO,) e selénio metalico.
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3.2.2.1.4 Célculos
— Volume de H,SO4 que reagiu com o nitrogénio:
Método semi-microKjeldahl: indireto
(V H2SO40,1Negxc X fc) -(V NaOH 0,1N X fc )=V HS0O40,1N que reagiu com
N
1 EqQ HSO4 1IN --—-—--memmm - 1 Eq Nitrogénio = 14 g

1 mL HSO4 0,0014 g N>

Xg Nitrogénio — quantidade pesada da amostra
g % Nitrogénio « 100

g % Nitrogénio = g Nitrogénio X 100
Peso da amostra

3.2.2.1.5 Fator de conversao
A maioria dos compostos possui proteinas com 16% de nitrogénio, assim:
16g N — 100g Proteina
1gN > X
X =100/16 = 6,25
Para converter o teor de nitrogénio em proteinas, basta multiplicar pelo fator

de converséo (6,25).

3.2.3 Ensaio para caracterizacdo da espuma formada pelos tensoativos
A partir de uma adaptagdo do teste de “Ross-Miles” (CHEAH e CILLIERS,
2005), foram preparadas solugdes a 5% de cada um dos tensoativos estudados

(lauril sulfato de sédio, cocoil glutamato de sddio (Amisoft CS-11®), lauroil glutamato



Materiais e Métodos 52

de sodio (Amisoft LS-11®), miristoil glutamato de sédio (Amisoft MS-11%) e cocoil
glicinato de sddio (Amilite GCS-1 1®). Ap0ds o preparo das solugoes, 50 mL, de cada,
foram vertidos para uma proveta de 100 mL e agitados 5 vezes seguidas,
manualmente. A altura da espuma formada foi medida no instante apds a ultima
agitacado e 5 minutos apds o descanso, para avaliar a sua manutencao depois de um

tempo pré-estabelecido. (Figura 12)

Solucéo a 5% ::> 50 mL :> Proveta 100 mL

5 X

Altura da espuma (cm) <::| Agitacao

Figura 12: Teste da espuma.

3.2.4 Teste de desnaturacédo de proteinas

Em 1957, Blohm estudou a desnaturagdo da albumina do ovo (ovalbumina)
através de uma série de sulfatos de sddio e mostrou que essa proteina possui uma
solubilidade semelhante a das proteinas encontradas na epiderme, além de
comprovar que os radicais lauril tém uma larga capacidade de promover
desnaturagdo proteica, ou seja, causar irritagcdo dérmica significativa (BREUER,

1978; Morén e Khan, 1999; GONZALEZ-PEREZ et al, 2004).

Testes de irritagdo dérmica ainda tém sido realizados em animais, mas por
motivos éticos e cientificos, estes ndo serdo usados por muito mais tempo, em
funcao disso, muita atengdo tem sido dada ao desenvolvimento de métodos in vitro

para este tipo de analise (BOELSMA et al, 1996).
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Baseando-se nestas informagdes, foram preparadas solugdes a 5%, dos
surfactantes derivados de aminoacidos a serem avaliados (cocoil glutamato de
sédio, lauroil glutamato de sédio, miristoil glutamato de sédio e cocoil glicinato de
sédio) e 0 LSS, também em solugcéo a 5%. Posteriormente, foram adicionados 10 g
de claras de ovos, previamente homogeneizadas em agitador magnético por 5
minutos, a 2,5 g de solugdo de cada um dos tensoativos. A mistura formada
(ovalbumina + tensoativo) permaneceu sob agitagdo por 2 minutos e, em seguida, foi
realizada leitura da transmitancia a 660 nm em espectrofotdbmetro UV-Vis
(Biospectro® SP-220). A solucdo controle empregada foi clara de ovo e agua

destilada, nas mesmas propor¢cdes das amostras com tensoativos.

3.2.5 Preparo das formulacdes

Foram preparados dois tipos de formulagdes, uma contendo acido salicilico a
2% (formulagcdo A — Tabela 1) e outra somente com os componentes base
(formulagdo B — Tabela 2). Os dois tensoativos que obtiveram melhores resultados
no teste de desnaturagéo de proteinas (cocoil glutamato de sédio e lauroil glutamato
de sédio) foram selecionados para que formassem uma mistura de surfactantes a

ser empregada na formulagédo desenvolvida.

O processo de preparo ocorreu misturando-se os componentes da Fase A no
misturador de pds, por 1 minuto. Em seguida, os dois primeiros componentes da
Fase B foram adicionados, homogeneizando até a completa solubilizagdo dos pds. A
seguir, complementou-se com os dois ultimos componentes da fase e tudo foi
vertido para o misturador de pdés, homogeneizando, por trés etapas seguidas de um
minuto cada, totalizando trés minutos de homogeneizagdo final. Em gral de

porcelana, a formulagdo obtida foi adicionada a 15 mL de agua:alcool (30:70) e
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tamisada em tamis de malha namero 10. Posteriormente, levada a estufa a 40°C *
2°C, por 30 minutos. Ao retirar do aquecimento, a massa granulada formada passou

por novo tamis malha numero 20.

O granulado obtido foi envasado em sachets metélicos e talqueiras plasticas

de polipropileno.

Tabela 1: Sabonete granulado com acido salicilico (formulagéo A).

Fase A
AMIdO de MilNO......ccoiiiiieiei e 30,00%
LACLOSE... .o 30,00%
TeNS0AtiVOS™ ... 20,00%
P P e ———————— 5,00%
JLIE= 1o o T g.s.p.100g
Fase B
BHT 0,08%
Fenoxietanol e Parabenos (Phenochem)................... 0,80%
ACTOSIL. . 0,80%
TalCO. . 10,00%
AcCidO SaliCIlICO. .......cveeeeeieeee e 2,00%

* cocoil glutamato de sédio (Amisoft CS-11®) e lauroil glutamato de sédio
(Amisoft LS-11®)
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Tabela 2: Sabonete granulado sem acido salicilico (formulacao B).

Fase A
AMIdo de MilNO......ccoiiiii e 30%
LaCtOSE... .o 30%
TeNsS0atiVOS™... ..o 20%
P P e —————————————— 5%
1= 1o o TS S g.s.p.100g
Fase B
BHT 0,08%
Fenoxietanol e Parabenos (Phenochem)................... 0,80%
ACTOSIL. . 0,80%
TalCO. . 10,00%

* cocoil glutamato de sédio (Amisoft CS-11®) e lauroil glutamato de sédio
(Amisoft LS-11°)

3.2.6 Ensaio para caracterizacdo da espuma formada pelas formulacfes

desenvolvidas

Da mesma forma, como foi feito com os tensoativos isolados, foi realizado
teste para determinar o tamanho da espuma formada por cada uma das formulacdes

desenvolvidas (A e B).

O método utilizado foi 0 mesmo, conforme Figura 12, acima.

3.2.7 Estudo de estabilidade

As formulacdes A e B foram submetidas a testes de acordo com o “Guia de
Estabilidade de Produtos Cosméticos” (ANVISA, 2004), com o intuito de avaliar as

caracteristicas encontradas nos tempos 0,15,30,60 e 90 dias. Foram mantidas
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amostras em temperatura ambiente, 25°C + 3°C e em condigcado acelerada, ou seja,

estufa a 40°C * 2°C, sob saturacdo de umidade relativa do ar.

Os parametros analisados nos tempos estabelecidos foram caracteristicas
organolépticas, pH, teor de umidade e, na formulagdo B, determinagao do teor de

acido salicilico por método espectrofotométrico.

3.2.7.1 Caracteristicas organolépticas

Durante o periodo de trés meses em que foi realizado o teste de estabilidade,
as duas formulacdes foram avaliadas observando mudanga de coloragao, presenca
de odor, aumento de umidade observada visualmente. Estas modificacbes podem
caracterizar instabilidade fisico-quimica e/ou microbiolégica e indicar mudancgas

prejudiciais a estabilidade necessaria na formulagédo em estudo.

3.2.7.2 Determinacéao do pH

A determinagdao do valor de pH esta relacionada a compatibilidade dos
componentes da formulagado, eficacia e seguranga de uso, dessa forma é um

importante parametro a ser avaliado nos estudos de estabilidade.

O pH das amostras, em solucdo a 10%, armazenadas a temperatura
ambiente ou em estufa (40°C = 2°C), foi determinado através de potencidmetro
(Analyser, modelo pH300M), previamente calibrado com solugdes tampao pH 7,0 e

pH 4,0 (Merck), a temperatura ambiente.
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3.2.7.3 Determinagao de agua

Diversas substancias farmacopeicas encontram-se na forma hidratada ou
contém agua absorvida, tornando importante o estabelecimento de teores-limite e
sua determinacédo em ensaio de especificagdo (F. Bras. IV, 1988f). O mesmo é
observado no caso de medicamentos ou dermocosméticos que se apresentam sob a
forma farmacéutica pd, ja que devem possuir uma faixa padronizada de teor de

umidade na formulacéo.

Para avaliagcdo do teor de agua de cada uma das duas formulagbes,
armazenadas em estufa (40°C + 2°C) e a temperatura ambiente (25°C £ 3°C), foi
usado Aparelho de Karl-Fischer Metler, modelo DL-18, com 30 mL de metanol p.a.

(Vetec) e reagente de Karl-Fischer (Merck) como titulante.

3.2.7.4 Analise quantitativa do acido salicilico por espectrofotometria no UV-Vis

A analise do teor de acido salicilico, em formulacbes em pd, ndo é descrita
em nenhum compéndio oficial, dessa forma, foram determinados os parametros e as
condicbes ideais para o estabelecimento e validagdo de um método por
espectrofotometria de absorcdo no UV-Vis para determinacdo deste ativo nas
formulagdes propostas. Para verificar o comprimento de onda de maxima absorg¢ao

(Amax.), foram feitas varreduras na regiao do UV e do visivel para o acido salicilico.

3.2.7.4.1 Preparo das amostras
Pesou-se, aproximadamente 25 mg do ativo, ou seja, em torno de 1,25 g de
cada formulagao a ser testada e foi transferida para baldo de 100 mL com auxilio de

10 mL de etanol, para aumentar a solubilizagdo do acido salicilico. Posteriormente,
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o volume foi completado com agua destilada e levado ao ultra-som por 15 minutos
para completa homogeneizagdo. O etanol nao foi utilizado como solvente unico,
pois a solugcdo obtida ndo se mantinha estavel durante o periodo de leitura no
espectrofotdmetro.

O mesmo procedimento foi realizado outras duas vezes, para que fosse feito
em ftriplicata. Em seguida, as amostras foram filtradas e foi retirada uma aliquota de
2,0 mL para baldo de 25,0 mL. As amostras foram analisadas em espectrofotémetro

Biospectro® UV-Vis, modelo SP-220, onde foram lidas no A ax estabelecido, 295nm.

3.2.7.4.2 Curva Padrao

A cada dia de andlise, realizou-se uma curva padrao para boa execucao dos
procedimentos além da avaliagao da qualidade do sistema.

Primeiramente, foi preparada uma solugdo estoque de acido salicilico. Para
isso, foram pesados, com precisdo analitica, cerca de 25,0 mg de AS padrdo de
trabalho, com teor obtido de 99,33%, e transferidos para baldo volumétrico de 100,0
mL, adicionados 10 mL de etanol e o volume foi completado com agua destilada,
resultando em uma solugdo com concentragao de 0,25 mg/mL. Antes de completar o
volume, o baldo ficou em banho de ultra-som por 15 minutos.

A partir da solugao estoque foram retiradas 5 aliquotas, a fim de se obter uma
curva com 5 pontos com as seguintes concentragdes: 10, 15, 20, 25 e 30 pg/mL.

Agua destilada foi adicionada para completar o volume de cada bal&o.
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3.2.7.4.3 Validacao do método espectrofotométrico

A validagao tem o intuito de demonstrar que o método é apropriado a finalidade
pretendida. Para validacdo da metodologia de quantificagdo do AS, por
espectrofotometria, foram realizados os testes que comprovassem a especificidade
do método, a linearidade de resposta, a precisdo intra e inter-dia, o limite de
detecgao e quantificacao e exatidao / recuperacgao.

A validagao foi baseada no Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos, anexo da RE n° 899, de 29 de maio de 2003, da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (Brasil. Resolugao — RE n° 899, 2003).

3.2.7.4.3.1 Especificidade

A especificidade é a capacidade que o método possui de medir exatamente o
composto desejado na presenga de outros compostos (Brasil. Resolugdo — RE n°
899, 2003, Ribani et al., 2004).

Foi necessario comprovar a capacidade do método em quantificar o AS, na
presengca dos demais componentes inerentes ao granulado, que foi avaliada pelo

ensaio de adicdo-padrao, explicado com mais detalhes abaixo no item 3.2.7.4.3.6.

3.2.7.4.3.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que
os resultados obtidos sido diretamente proporcionais a concentracdo do principio
ativo na amostra (Brasil. Resolugao — RE n°® 899, 2003, Ribani et al., 2004).

Para linearidade, foram preparadas duas curvas padrdo de AS, padrao de
trabalho, com faixa de concentracdo de 10 a 30 ug/mL. Em dias diferentes, foram

feitas 5 pesadas, cada uma correspondente a um ponto da curva de calibragcdo. A
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linearidade do método foi determinada pela analise de regressao linear com auxilio

do software Excel®.

3.2.7.4.3.3 Precisao

Precisdo € a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Para precisao intra e
inter-dia foram preparadas duas solugbes com concentragédo de 20 ug/mL, avaliadas
em ftriplicata, em dois dias diferentes.

A anadlise da precisao foi realizada através do(s) desvio padrao(s) e desvio

padrao relativo (DPR) dos valores de area encontrados (Ribani et al., 2004).

3.2.7.4.3.4 Limite de deteccgdo (LD) e quantificacado (LQ)
O calculo desses limites pode ser feito pelo método baseado em parametros da
curva padrao (Brasil. Resolugédo — RE n°® 899, 2003, Ribani et al., 2004).

O limite de deteccao foi expresso como:
3 ~
LD = DPaxE (Equacao 10)

Onde: DPa ¢é a estimativa do desvio padréo do intercepto com o eixo Y
IC é ainclinagao (“slope”) ou coeficiente angular da curva analitica.

Os mesmos critérios de LD podem ser adotados para o limite de quantificacao,
utilizando uma relagéao 10:1, a partir da equagao 10:

LQ = DPax% (Equagao 11)
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3.2.7.4.3.5 Exatidao / Recuperagao

A estimativa da exatidao foi realizada pelo método de adigdo padréo, onde se
adicionam quantidades conhecidas da substancia de referéncia (acido salicilico) a
preparagdes dos produtos, realizando-se a analise quantitativa do analito (Brasil.

Resolugdo — RE n° 899, 2003).

3.2.7.4.3.6 Procedimento

Primeiramente preparou-se uma solucdo padrao, onde foram pesados, com
exatidao, cerca de 25 mg de AS padrao de trabalho. Este foi transferido para balao
volumétrico de 100,0 mL contendo 10 mL de etanol, para facilitar a solubilizacédo e
avolumado com agua destilada, obtendo assim uma solugédo padrao (SP) final de
0,25 mg/mL.

Para o preparo das amostras foi realizada uma pesada de 1,25 g do placebo
(formulagcdo B) que foi transferida para baldo volumétrico de 100,0 mL (solugao
estoque). Em seguida, foram retiradas aliquotas de 2,0 mL da solugdao estoque e
levadas para baldes volumétricos de 25,0 mL cada, onde realizou-se adigao padrao
em trés niveis: 1,0 mL, 2,0 mL e 3,0 mL da solugéo padrao, contendo 0,25 mg/mL,
conforme mostrado, esquematicamente, na Figura 13.

As preparacbes foram feitas em ftriplicata e todas as amostras foram

avolumadas com agua destilada.
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Solucéo Estoque (1,25 g placebo em 100 mL)

2 mL 2 mL 2 mL
Balao Balao Balao
volumeétrico de volumeétrico de volumétrico de
25 mL (3X) 25mL (3X) 25 mL (3X)

1 mL 2mL 3mL

Solucéo Padrao (0,25 mg/mL)

Figura 13: Esquema do preparo das amostras para determinacdo da exatiddo, onde: 3x =

triplicata de preparo.

As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro Biospectro® UV-Vis,
modelo SP-220, onde foram lidas no A max. de 295nm. Neste estudo, foi utilizada nos

calculos, uma curva padréo com 5 pontos (10,15, 20, 25 e 30 pg/mL).
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3.2.8 Toxicidade dérmica

Muitos esforcos tém sido realizados pela comunidade cientifica com o intuito
de diminuir a utilizacdo de animais de laboratério, substituindo-os por outros testes.
Embora o uso de modelo de pele reconstituida esteja validado como metodologia
para analise de matérias-primas, este ainda nao atende totalmente as necessidades
de avaliacao de produtos acabados.

Para avaliar a seguranga das preparagcdes desenvolvidas foram realizados
testes baseados no “Guia de Avaliagdo de Seguranga de Produtos Cosméticos”,
publicado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria em 2003, pois produtos
cosméticos e dermocosméticos, dependendo da concentracdo e do tipo de
componentes empregados na formulagao, podem apresentar riscos do tipo irritativo,
alergénico e sistémico.

Em se tratando de tensoativos, muitos de seus representantes ja foram
analisados e responderam positivamente a testes de toxicidade dérmica, o que torna
necessaria uma analise criteriosa e detalhista em formulagdes que contenham este

tipo de componente.

3.2.8.1 Toxicidade dérmica primaria

Foi realizado teste de irritacdo dérmica primaria, em quatro coelhos albinos,
previamente depilados, de aproximadamente 1,5 kg, para cada uma das amostras. A
regido dorsal dos animais foi dividida em quatro diferentes areas (Figura 14), onde
duas foram superficialmente rasuradas com auxilio de uma agulha estéril e as outras
duas permaneceram intactas. Cada uma das formula¢des desenvolvidas (A - com
acido salicilico a 2% e B - sem &cido salicilico) foi aplicada em duas regides, onde

uma estava rasurada (1) e outra ndo (2), através de um “patch oclusivo”, composto
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por gaze estéril fixada ao animal com fita adesiva. As areas 3 e 4 (Figura 14)
serviram de controle e, também, foram cobertas com o mesmo material. Apds 4
horas de contato, o produto foi retirado, com auxilio de agua. Passadas 24 e 72

horas da aplicagao, foi avaliada a presenca de eritema e/ou edema (ANVISA, 2003).

Figura 14: Areas de aplicagdo das amostras.

3.2.8.2 Toxicidade dérmica cumulativa

No caso do ensaio para irritagdo dérmica cumulativa, as aplicagdes foram
feitas seguindo a mesma técnica, ou seja, quatro coelhos albinos com,
aproximadamente 1,5 Kg, foram, previamente depilados e tiveram sua regiao dorsal
dividida em quatro diferentes areas, sendo duas rasuradas e duas intactas. As
formulacbes em estudo foram aplicadas em duas areas, enquanto duas
permaneceram como controle. A aplicagcdo ocorreu por um periodo de 10 dias
consecutivos, com frequéncia diaria e a observacdo da integridade da pele dos

animais foi realizada a cada 24 e 72 horas ap6s a ultima aplicagao (ANVISA, 2003).



Materiais e Métodos 65

3.2.9 Pesquisa de opiniéo

A pesquisa de opiniao foi realizada a fim de se verificar a aceitagcdo da nova
forma de apresentagao por parte dos pacientes com quadros de acne (formulagdo A
- com acido salicilico a 2%) e por profissionais da area de saude para lavagem

continua das maos (formulagdo B - sem incorporagao de principio ativo).

Essa analise, normalmente, é realizada mediante a utilizacdo dos sentidos
humanos: visdo, olfato e sensibilidade-cutanea. Desta forma, as sensacdes que
resultam da interagdo dos érgdos humanos dos sentidos com as amostras sao
usadas para avaliar sua qualidade, aceitabilidade por parte do consumidor e nas
pesquisas para o desenvolvimento de novos produtos (MATSUURA, CARDOSO e

RIBEIRO, 2002).

Antes de ser iniciada a pesquisa, dois protocolos de estudo foram elaborados,
segundo o capitulo IV da resolugdo n°. 196/96 do Conselho Nacional de Saude.
Estes documentos foram encaminhados ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF). Somente, apds a aprovagao
(anexo | e Il) por este 6rgao, as selegbes dos voluntarios foram realizadas, para
utilizacdo de cada uma das formulagdes estudadas (formulagdo A - acido salicilico
a 2% e formulagao B > sem incorporagao de principio ativo).

A selecdo dos voluntarios foi feita de acordo com critérios especificos de

inclusao e exclusdo, descritos a seguir.
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3.2.9.1 Sabonete granulado para limpeza da pele acneica

Foram selecionados 30 voluntarios com histérico da doenca de pele
especifica para o estudo, ambos os sexos, com idade entre 18 e 25 anos, capazes
de fornecer seu consentimento livre e esclarecido pos-informacgao (por escrito) para
participacao voluntaria no estudo.

Durante trinta dias consecutivos, cada um dos trinta voluntarios (pacientes em
tratamento para acne) selecionados utilizou a formulagéao A, contendo acido salicilico
a 2%, 3 (trés) vezes ao dia, na area afetada. A embalagem final do sabonete
granulado entregue aos pacientes foi sob a forma de sachets (aluminio) de dose
unitaria.

Apos os trinta dias, os voluntarios retornaram ao consultorio de dermatologia
da pesquisadora clinica responsavel, Dr2. Ana Maria Mésca de Cerqueira, para a
avaliagao dos resultados encontrados e o preenchimento do questionario (Anexo Ill),
onde foram avaliados parametros relacionados a aceitacdo da nova forma

farmacéutica proposta, a embalagem (sachet) e o sensorial do produto.

3.2.9.2 Sabonete granulado para lavagem das maos

Foram selecionados trinta voluntarios (profissionais da area de saude) sem
lesdes cutaneas nas maos e sem antecedentes de doencas da pele, de ambos os
sexos, com idade entre 20 e 50 anos, capazes de fornecer seu consentimento livre e
esclarecido poés-informagao (por escrito) para participagdo voluntaria no estudo.
Individuos que apresentassem hipersensibilidade a algum componente da

formulagao foram excluidos da pesquisa.

Os voluntarios foram orientados, individualmente, sobre a aplicacdo da

formulacédo B, por 30 (trinta) dias consecutivos, sem intervalos, em todos os



Materiais e Métodos 67

momentos em que sentissem necessidade de lavagem das maos, visto que se trata
de um produto de higiene. O produto foi dispensado em duas apresentagdes, sachet
metalico de dose unitaria e talqueira plastica de polipropileno para multiplas
aplicacoes.
Duas avaliagbes clinicas foram realizadas no servico de dermatologia do
HUCFF — UFRJ, para serem avaliados os seguintes parametros:
Antes de iniciar o estudo:
1. Presenca de lesdes dermatoldgicas: xerose, descamagao, ceratoses, fissuras,
eritema.
Trinta dias apés o uso diario da formulagao:
1. Presenca de lesdes dermatoldgicas: xerose, descamagao, ceratoses, fissuras,
eritema;
2. Opiniao sobre a forma de apresentagdo empregada e as embalagens (sachet

e talqueira), através de questionario previamente elaborado (Anexo V).



RESULTADOS E DISCUSSAO



Resultados e Discussdo 69

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacdo das matérias-primas
Todos os resultados estdo de acordo com os compéndios oficiais utilizados,

conforme apresentado abaixo, separadamente, por matéria-prima.

4.1.1 Acido Salicilico
A matéria-prima foi aprovada em todos os testes em que foi submetida, com

teor de 99,33% (Tabela 3).

Tabela 3: Caracterizacao do acido salicilico de acordo com USP 27, 2004 e BP 1998.

Testes realizados Especificacao Resultados
Descricao P& branco, inodoro. De acordo.
Solubilidade Livremente soluvel em De acordo.
alcool e éter; muito
pouco soluvel em
cloroférmio.
Ponto de fuséo Entre 157° C e 161° C. 160,3° C.
Doseamento Entre 99,0% a 101,0%. 99,33%.

4.1.2 Aerosil (Tixosil 333)

Os resultados que comprovam a aprovagao da matéria-prima estao na Tabela

Tabela 4: Caracterizagao do aerosil de acordo com BP, 1998.

Testes realizados

Especificacao

Resultados

Descricéo

P6 amorfo, leve, fino,
branco e inodoro.

De acordo.

Solubilidade

Insoluvel em agua e
acido cloridrico e soluvel
em hidroxido de sodio
0,1N.

De acordo.

Determinacéo do pH

Suspensao aquosa 4% -
6,0a7,0

6,7.




4.1.3 Amido de milho
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A matéria-prima amido de milho passou por testes de caracterizacdo, como

mostrado na Tabela 5 e foi aprovada.

Tabela 5: Caracterizagdo do amido de milho de acordo com USP 27, 2004.

Testes realizados Especificacao Resultados
Descricao P fino, branco. De acordo.
Solubilidade Insoluvel em agua fria, De acordo.

etanol e cloroférmio.
Levemente soluvel em
agua quente.

Bolores e leveduras

< 3,0 x 10° UFC/g.

<3,0x 10 UFC/g.

4.1.4 Butilhidroxitolueno (BHT)

A matéria-prima foi aprovada nos testes a que foi submetida e os resultados

estio na Tabela 6.

Tabela 6: Caracterizacao do BHT de acordo com Merck Index, 132 ed.; USP 23, 2000.

Testes realizados Especificacéo Resultados
Descricao P cristalino branco de De acordo.
leve odor caracteristico.
Solubilidade Insoluvel em agua, De acordo.
levemente soluvel em
alcool e cloroférmio.
Ponto de fusao Maximo 70° C. 69,8° C.




4.1.5 Fenoxietanol/Parabenos (Phenobact)
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O produto passou por testes para sua caracterizagao (Tabela 7).

Tabela 7: Caracterizacao do phenochem de acordo com laudo de analise do fornecedor

Testes realizados

(Viafarma).

Especificacao

Resultados

Descricéo

Liquido claro,
transparente, de odor
suave.

De acordo.

Densidade

Entre 1,060 a 1,180
g/mL.

1,118 g/mL.

4.1.6 Lactose

A matéria-prima lactose foi aprovada em todos os testes de caracterizacao,

como mostra a Tabela 8.

Tabela 8: Caracterizacao da lactose de acordo com USP 27, BP 1998 e especificagcdes do

Testes realizados

fabricante.

Especificacéo

Resultados

Descricao

P cristalino branco ou
guase branco, estaveis
no ar.

De acordo.

Solubilidade

Soluvel em 5 partes de
agua; 2,5 partes de
agua fervente. Muito

pouco soluvel em alcool

e insoluvel em éter e

cloroférmio.

De acordo.

Determinacéo do pH

Entre 4,0 e 6,5.

6,4.

Bolores e leveduras

<10 UFC/g.

<10 UFC/g.




4 1.7 Lauril sulfato de sédio
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Passou por testes que comprovam sua qualidade, conforme Tabela 9.

Tabela 9: Caracterizagao do LSS de acordo com USP 27, 2004; BP 1998.

Testes realizados

Especificacéo

Resultados

Descricao

Cristais brancos ou
amarelados com leve
odor caracteristico.

De acordo.

Solubilidade

Soluvel em agua,
parcialmente soluvel em
alcool e praticamente

insoltvel em cloroférmio.

De acordo.

Determinacao do pH

Solugédoa 1% -7,0a 9,0.

7,0.

4.1.8 Polivinilpirrolidona (PVP)

A matéria-prima lactose passou em todos os testes a que foi submetida

(Tabela 10).

Tabela 10: Caracterizagdo do PVP de acordo com USP 23, 2000.

Testes realizados Especificacéo Resultados
Descricao Pé fino e branco. De acordo.
Determinacéo do pH Solugao aquosa a 10% - 4,3.

3,0a70.

4.1.9 Talco

O talco farmacéutico é um silicato de magnésio hidratado pulverizado,

contendo uma pequena quantidade de aluminio. Foi aprovado em todos os testes

realizados, de acordo com o apresentado na Tabela 11.
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Tabela 11: Caracterizagao do talco de acordo com USP 27, 2004 e especificagdes do

fabricante.
Testes realizados Especificacao Resultados
Descrigao P6 leve, homogéneo, | De acordo.
quase branco e sem
cheiro.
Bolores e leveduras <10 UFC/g. <10 UFC/g.

4.2 Caracterizacdo dos tensoativos derivados de aminoéacidos

Cada uma das amostras de tensoativos derivados de aminoacidos foi
submetida ao método de Kjeldahl e foi aprovada sem restricbes, de acordo com as
especificagoes estabelecidas pelo laudo do fabricante, pois ndo existe metodologia

oficial para estas matérias-primas (Tabela 12).

Tabela 12: Teor de nitrogénio dos tensoativos derivados de aminoacidos.

Tensoativo Especificacao (%) Resultados (%)
Cocoil Glutamato de Sadio 93 - 101 95
Lauroil Glutamato de Sédio 93-99 93
Miristoil Glutamato de Sodio 93 - 101 96
Cocaoil Glicinato de Sédio 87 -112 99

4.3 Ensaio para caracterizacdo da espuma formada pelos tensoativos

Ao ser realizado o teste de altura da espuma formada (adaptacédo de “Ross-Miles”)
observou-se que, apesar do Amisoft MS-11° ter sido o Unico que manteve a coluna
de espuma intacta apds o tempo pré-estabelecido, este foi o que formou menos

espuma depois da agitagao. Outra caracteristica, que, também pode ser encontrada
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na Tabela 13, foi que o Amisoft LS-1 1®, seguido do Amisoft CS-11® foram os dois

com maior altura e uma manutencao da espuma consideravelmente boa.

Tabela 13: Teste de espuma dos tensoativos.

Tensoativo Imediatamente (cm) ApoO6s 5 minutos (cm)
Lauril Sulfato de Sddio 6,3 5,5
Cocoil Glutamato de Sodio 8,0 7,5
Lauroil Glutamato de Sadio 8,5 7,5
Miristoil Glutamato de Sédio 4.0 4,0
Cocoil Glicinato de Sédio 7,0 6,0

4.4 Teste de desnaturacdo de proteinas (potencial irritante in vitro)

A avaliagado dos tensoativos através do método de analise da desnaturagao
de proteinas obteve valores de transmitancia que podem ser observados na Tabela
14. ApOs avaliagao estatistica dos resultados através de analise de variancia, com a
= 0,05, observou-se que p < 0,001 é considerado uma diferenca estatisticamente
significante (Tabela 15). Com isso, lauroil glutamato de sédio (Amisoft LS-11®) e
miristoil glutamato de sédio (Amisoft MS-11®) ndo apresentaram acdo sobre as
proteinas do ovo nas condi¢gdes avaliadas, pois seus valores comparados ao do
controle ndo possuem diferencga estatisticamente significativa. Ja o cocoil glutamato
de sodio (Amisoft CS-11®) aparece com valor estatisticamente diferente ao do
controle (Tabela 14), mas como € um valor superior, também, ndo apresenta acao

desnaturante.
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Cocoil glicinato de soédio (Amisoft GCS-11®) e lauril sulfato de sddio
apresentaram diferenca estatisticamente significativa ao serem comparados ao
controle, caracterizando desnaturacao de ovalbuminas.

Conforme afirmado, anteriormente, a ocorréncia de desnaturacido proteica é
caracteristica de irritagdo dérmica, pois as proteinas do ovo (ovalbumina) possuem
uma solubilidade semelhante as encontradas na epiderme. Com isso, verificou-se
que os tensoativos que in vitro ndo apresentam potencial irritante sdo cocoil
glutamato de sodio (Amisoft CS-11®), lauroil glutamato de sddio (Amisoft LS-11%),

miristoil glutamato de sodio (Amisoft MS-11°).

Tabela 14: Valores de transmitancia a 660 nm.

Amostra Transmiténcia a 660 nm (%)
Controle (clara de ovo + agua) 80,1
Lauril Sulfato de Sodio 10,5
Lauroil Glutamato de Sodio 80,5
Miristoil Glutamato de Sdédio 80,2
Cocoil Glutamato de Sodio 82,9
Cocoil Glicinato de Sodio 0,5
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Tabela 15: ANOVA - Comparacado com o Grupo Controle, onde LSS= lauril sulfato de sédio.

Comparacdes Diferenca t P Nivel Significante
(controle x entre Critico
tensoativos) Médias
controle X cocoil 79,600 | 273,324 | 1,057 x10%°| 0,010 Sim
glicinato de
sodio
controle X LSS 69,567 | 238,872 | 4,065x 10| 0,013 Sim
controle X cocoil 2,767 9,500 | 0,00000254 0,017 Sim
glutamato de
sodio
controle X lauroil 0,367 1,259 0,237 0,025 Nao
glutamato de
sodio
controle X 0,100 0,343 0,738 0,050 Nao
miristoil
glutamato de
sodio

4.5 Preparo das formulagdes

Preliminarmente, foram manipuladas formulagbes contendo cada um dos
tensoativos, ditos menos irritantes pelo teste in vitro, ou seja, cocoil glutamato de
sodio (Amisoft CS-11®), lauroil glutamato de sédio (Amisoft LS-11®), miristoil
glutamato de sodio (Amisoft MS-11®). Ao analisar em separado, cada uma delas,
observou-se que o miristoil glutamato de sddio € altamente pulvurulento e irritante
das mucosas, logo este componente foi descartado da pesquisa, pois traria
inconvenientes tanto na manipulacdo quanto na utilizagdo do produto final pelos
pacientes.

Estabeleceu-se preparar amostras contendo os dois surfactantes que
apresentaram caracteristicas melhores com relagdo a ndo desnaturagao protéica,
melhor altura e manutengao de espuma e auséncia de irritagdo das mucosas: cocoil
glutamato de sédio e lauroil glutamato de sodio. Estes foram empregados em

concentragbes iguais, num total de 20% da mistura de tensoativos, nas duas
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formulagbes desenvolvidas (A - com acido salicilico a 2% e B - sem adi¢ao de

principio ativo).

4.6 Ensaio para caracterizacdo da espuma formada pelas formulacfes
desenvolvidas

Apesar de se ter conhecimento da nao influéncia da espuma na atividade de
uma formulagdo dermocosmeética ou medicamentosa, a maioria das pessoas tende a
preferir utilizar um produto que faga uma quantidade maior de espuma, por isso a
importancia de se avaliar o tamanho da espuma formada e sua manuteng¢ao durante
um tempo pré-estabelecido.

Com a realizagdo do teste de altura da espuma nas formulagcbes A e B
obteve-se resultados bem semelhantes (Tabela 16), o que caracteriza a néao
interferéncia do principio ativo empregado, acido salicilico, na formacgédo e
manutencdo da espuma gerada pelos tensoativos utilizados (Amisoft CS-11 e

Amisoft LS-11).

Tabela 16: Teste de espuma das formulagcbes em estudo.

Formulagao Imediatamente apés 5 minutos apés agitagao
agitacao (cm) (cm)
A (AS 2%) 7,5 7,0
B (sem ativo) 7,7 7,1

4.7 Estudo de estabilidade
Amostras das formulagbes A e B foram mantidas em temperatura ambiente,
25°C = 3°C, e em condi¢ao acelerada, estufa a 40°C = 2°C, por um periodo de trés

meses, sendo avaliados aspecto, pH e teor de umidade, de ambas as formulagdes.
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O teor de acido salicilico da formulagdo A foi medido durante todo o teste de

estabilidade.

4.7.1 Caracteristicas organolépticas

Nos tempos 0, 7, 15, 30, 60 e 90 dias, as formulagdes, contendo ou ndo acido
salicilico, foram visualizadas e nao apresentaram nenhum tipo de alteragao
relacionadas a coloragao, formagao de grumos e odor, conforme descrito na Tabela

17.

Tabela 17: Resultado das caracteristicas organolépticas das formulacoes.

Tempo 0 7 15 30 60 90
(dias)

Formulacao | S/A S/A S/A S/A S/A S/A
A

Formulacao | S/A S/A S/IA S/A S/IA S/A
B

S/A > sem alteragdes organolépticas.

4.7.2 Determinagao do pH

Mesmo o ativo empregado sendo o acido salicilico, ndo ocorreu nenhum tipo
de alterac&o consideravel entre as duas formulagdes (A - com acido salicilico a 2%
e B - sem adigdo de ativo), conforme apresentado na Tabela 18. Assim como,
também, nao foi observada nenhuma variagado dos valores de pH nos tempos 0, 7,
15, 30, 60 e 90 dias entre cada uma das formulacdes (Tabela 19).

Como a pele apresenta pH levemente, acido (4,6 a 5,8), que contribui para

que ocorra a protecao bactericida e fungicida em sua superficie, acredita-se que os
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valores de pH das formulagbes estudadas sdo adequados, uma vez que a
determinacao e o controle do pH cutdneo sdo de extrema utilidade. Principalmente,
em se tratando da presengca de substancias detergentes, que costumam,
frequentemente, agredir a pele e, até mesmo alterar seu pH original (LEONARDI,

GASPAR e CAMPQS, 2002).

Tabela 18: Valores de pH da formulagao A.

Tempo (dias) Temperatura 40°C = 2°C
Ambiente
0 5,38 5,36
7 5,35 5,35
15 5,31 5,30
30 5,39 5,31
60 5,36 5,38
90 5,30 5,30

Tabela 19: Valores de pH da formulagao B.

Tempo (dias) Temperatura 40°C £ 2°C
Ambiente
0 5,44 5,44
7 5,43 5,44
15 5,48 5,46
30 5,44 5,48
60 5,43 5,44
90 5,45 5,45
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4.7.3 Determinagao de agua

Através do aparelho de Karl-Fischer, as amostras das formulagdes A e B
foram avaliadas em diferentes tempos, por um periodo de trés meses cada.
Observou-se que a formulacdo B apresentou um teor de umidade superior a que
contém 4acido salicilico (formulagdo A) e que ambas apresentaram variagdes
esperadas, ou seja, pequenos aumentos de teor de agua quando em temperatura
ambiente (25°C £ 3°C) e diminuigdo quando armazenadas a temperatura de 40°C +
2°C.

As formulagdes em teste, mesmo apds os 90 dias de analise, mantiveram-se
estaveis com relacido ao teor de umidade, independente se a temperatura ambiente
ou na estufa. Com isso, estabeleceu-se que o teor de agua nao deve ultrapassar a
faixa de 6,5% e, normalmente, ndo é inferior a 4,5%, conforme ficou comprovado

através dos valores nos tempos 0, 7, 15, 30, 60 e 90 dias, listados nas tabelas 20 e

21, abaixo.
Tabela 20: Teor de umidade da formulagao A.
Tempo Teor umidade (%) Teor umidade (%)
Temperatura Ambiente Estufa (40°C + 2°C)
(n=3) (n=3)
0 4,6510 5,1965
7 4,6482 5,2093
15 4, 7777 4,8685
30 4,7709 4,7770
60 5,0147 4,7934
90 5,7981 4,6891
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Tabela 21: Teor de umidade da formulagao B.

Tempo Teor umidade (%) Teor umidade (%)
Temperatura Ambiente Estufa (40°C + 2°C)
(n=3) (n=3)
0 5,2841 5,5048
7 5,0747 5,4702
15 6,1079 6,0461
30 5,7022 6,0962
60 6,3729 5,4031
90 5,7834 4,6434

4.7.4 Validacdo do método espectrofotométrico para avaliacdo do teor de acido

salicilico

4.7.4 .1 Especificidade

A maneira utilizada para se avaliar a especificidade foi através do método de
adicdo-padrao. De acordo com os valores encontrados na Tabela 22 pode-se
observar que ha uma recuperacao de aproximadamente 100% para a formulacéo A,
alvo do estudo, ajudando a comprovar a especificidade do método, pois mostra a
nao interferéncia dos excipientes na absorcao do acido salicilico presente nos

granulados.
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Tabela 22: Ensaio de recuperagao.

Quantidade adicionada | Quantidade recuperada Recuperacgéo (%)

de AS (padréo) (mg/mL) | de AS (padrao) (mg/mL)
((r)],?)?) 0,0102 101,9
0,01 0,0101 101,5
0,01 0,0100 100,3
0,02 0,0200 100,1
0,02 0,0199 99,5
0,02 0,0199 99,3
0,03 0,0306 102,0
0,03 0,0305 101,8
0,03 0,0303 101,0

4.7.4.2 Linearidade

A linearidade de um método analitico é a habilidade do mesmo em produzir
resultados que sao, diretamente proporcionais, a concentragao do analito, dentro de
uma dada faixa (USP 29, 2006). Na determinacédo desse parametro foram utilizadas
curvas padrdo em cinco niveis preparadas em dias diferentes. Os dados

relacionados a linearidade estao expostos na Tabela 23 e na Figura 15 abaixo.
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Figura 15: Curvas padrao do AS.

Tabela 23: Parametros médios das curvas padrao (5 niveis) utilizadas no doseamento
do AS por espectrofotometria

Coeficiente de
Intercepto Inclinacao correlacéo

0,0106 + 0,0079 | 26,702 + 0,2701 0,9939

Analisando os resultados obtidos, observou-se adequada correlagao linear, pois
os coeficientes de correlacdo encontrados possuem valores superiores a 0,99,

conforme preconizado pela Resolucdo 899 da ANVISA de 2003.

4.7.4.3 Precisao

A precisdo foi avaliada inter e intra dia e os valores do DPR estéo

apresentados nas Tabelas 24 e 25, abaixo.
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Tabela 24: Precisao inter dia

Dial Dia2
Valores Valores
Individuais Média = dp DPR (%)Individuais Média = dp DPR (%)
(%) (%)
99.15 100.85
99.9 99,77 £ 0,57 0.5719 101.24 101,17 +£0,30 0.2923
100.27 101.43
100.37 98.38
100.74 100,68 + 0,28 0.2829 98.18 98,31+0,12 0.1174
100.93 98.38
100.39 101.07
99.64 100,26 + 0,57 0.5691 102.23 101,78 +0,62 0.6113
100.76 102.04

Tabela 25: Precisao intra dia.
Dias Média + dp DPR (%)
99,77 + 0,56
Dia 1 100,68 + 0,28 0.5796
100,26 + 0,57
101,17 £ 0,30
Dia 2 98,31+0,12 1.634
101,78 £ 0,62
Entre Dias 100,33 + 1,20 1.1939

O método para analise quantitativa do acido salicilico no sabonete granulado
mostrou-se preciso para as formulagdes em estudo, uma vez que o desvio padrao
relativo foi inferior a 2,0% em todos os casos, de acordo com o estabelecido pela

Resolugdo 899 da ANVISA (2003).

4.7.4.4 Limite de detecgao (LD) e quantificagdo (LQ)
Os resultados para os limites inferiores de quantificagdo e de deteccao estao
apresentados na Tabela 26, e foram calculados com base em todas as curvas

padrao preparadas para os ensaios de doseamento do acido salicilico.
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Tabela 26: Resultado LD e LQ.

LQ Abs LD Abs
(mg/mL) tedrica (mg/mL) tedrica
9 LQ 9 LD

0,0100 0,2773 0,0033 0,0302

4.7.4.5 Exatidao / Recuperagao

A exatidao foi calculada pelo procedimento de adigdo-padrao, conforme ja foi
descrito no item 3.2.7.4.3.6.

De acordo com a Tabela 22 acima, pode-se verificar que a metodologia
aplicada é exata uma vez que os resultados obtidos na recuperacao estdo dentro da

faixa de 98,0 a 102,0% (JENKE, 1996; BRITO et al., 2003).

4.7.5 Analise quantitativa do AS por espectrofotometria no UV-Vis

Como nado existe metodologia oficial para sabonete granulado com acido
salicilico, padronizou-se considerar a faixa de 90,0% a 110,0% estabelecida para
espuma topica de AS (USP 27, 2004) como especificacdo usual para o teor, de
modo que todas as formulagcdes estariam de acordo para este teste, conforme
Tabelas 27 e 28. Da mesma forma, apds os noventa dias de estudo, também, nao
foi observada diminuigdo consideravel do teor do principio ativo (acido salicilico), em
condigdes padrao (temperatura ambiente - 25°C + 3°C) e em estabilidade acelerada
(estufa a 40°C £ 2°C).

Este resultado comprova a estabilidade da formulagao, apesar de se conhecer
a instabilidade do ativo empregado e a necessidade de certos cuidados tanto

durante a manipulagdo do dermocosmeético, quanto durante as analises.
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Tabela 27: Analise do teor de AS (formulagdo A) a temperatura ambiente.

Dia 0 Dia 7

Teor AS(%) Média+dp DPR (%) Teor AS(%) Média+dp DPR (%)
105.9 106.6
107.8 106.67 £ 1.00 0.9391 108.9 107.53 £ 1.21 1.1249
106.3 107.1
Dia 15 Dia 30

Teor AS(%) Média+dp DPR (%) Teor AS(%) Meédia+dp DPR (%)
105.2 107.2
104.5 104.83 £0.35 0.335 104.5 105.93+1.36 1.2816
104.8 106.1
Dia 60 Dia 90

Teor AS(%) Média+dp DPR (%) Teor AS(%) Meédia+dp DPR (%)
104.6 103.6
104.8 104.3+£0.70 0.6711 104.2 103.77 £ 0.38 0.3649
103.5 103.5

Tabela 28: Analise do teor de AS (formulagédo A) na estufa (40°C + 2°C).

Dia 0 Dia 7

Teor AS(%) Media+dp DPR (%) Teor AS(%) Meédia+dp DPR (%)
108.4 105.6
108.6 108.30 £ 0.36 0.3329 108.5 106.97 £ 1.46 1.3622
107.9 106.8
Dia 15 Dia 30

Teor AS(%) Media+dp DPR (%) Teor AS(%) Média+dp DPR (%)
109.8 105.5
108.5 109.17 £ 0.65 0.596 105.8 105.20£ 0.79 0.7545
109.2 104.3
Dia 60 Dia 90

Teor AS(%) Meédia+dp DPR (%) Teor AS(%) Meédia+dp DPR (%)
106.7 107.2
106.2 105.8 £ 1.10 1.0365 106.3 106.8 £ 0.45 0.4223
104.6 106.8
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4.8 Toxicidade Dérmica

Como pode ser observado nas Figuras 16 e 17, ndo houve nenhum sinal de
eritema e/ou edema nos coelhos testados, ja que a pele dos animais permaneceu
integra apos 24, 72 horas e entre os 10 dias consecutivos de aplicagdes e analises.
Dessa forma, as formulagbes desenvolvidas com os tensoativos cocoil glutamato de
sodio (Amisoft CS-11®) e lauroil glutamato de sddio (Amisoft LS-11®) nao
apresentam irritacdo dérmica primaria ou cumulativa, logo sao consideradas

seguras, podendo ser aplicadas até mesmo em areas mais sensiveis como a face.

Figura 16: Resultado do ensaio de toxicidade dérmica da formulacao A.

Figura 17: eéultédo ensaio de toxicidade dérmica da formulagdo B.
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4.9 Pesquisa de opinido sobre sabonete granulado para limpeza da pele
acneica

De um total de 30 voluntarios inicialmente no estudo, somente 24 pacientes
retornaram apds os trinta dias de uso do sabonete, sendo 15 mulheres e 9 homens.
A utilizagdo do produto ndo foi constante para 12 voluntarios, principalmente, por

esquecimento e a frequéncia de nao utilizagao esta apresentada na Figura 18.

Vezes sem usar o sabonete:

Mais 10X
16,8%

3a5X
41,6%

Figura 18: Freqiiéncia de nao utilizacdo do sabonete para acne.

Com relagédo aos inconvenientes na utilizagao do produto, 70,8% destacaram
nao haver motivos para a nao utilizagdo, enquanto, dentre os 29,2%, restantes,
alguns afirmaram presenca de prurido, ndo adaptagcdo a embalagem, auséncia de
cheiro, falta de espuma e de praticidade.

A preferéncia com relagao a forma farmacéutica utilizada para a incorporagéao
do acido salicilico na limpeza da pele acneica ficou entre os sabonetes em barra e

cremosos, conforme observado na Figura 19.
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Forma farmacéutica preferencial

Liquido
20,8%

Figura 19: Preferéncia quanto a apresentagao.

Das pessoas com pele acneica questionadas, 58,3% acharam que a forma
farmacéutica proposta atendeu melhor do que as outras ja utilizadas, 62,5%
gostaram da auséncia de cheiro e 75% ficaram satisfeitos com a sensagao na pele
com relagdo ao toque apos a utilizagdo. A forma de apresentacéo, ou seja, sachet
de uso unitario, agradou 62,5% e foi regular para outros 33,3%, sendo desagradavel
somente para 4,2%. Os motivos apresentados para a forma farmacéutica ter sido
agradavel foram: auséncia de desperdicio, facilidade de utilizagdo fora da residéncia
e quantidade ideal. As qualidades que desagradaram foram: tipo de apresentagéo
(granulado), ressecamento da pele e necessidade de diluicdo em agua para
aplicagéo.

A maioria, ou seja, 62,5% achou que a oleosidade da pele foi alterada com a
formulacdo em teste, enquanto 16,7% nao notaram diferenca com relagdo a este
parametro avaliado. Ja 54,2% nao observaram maior ressecamento da pele.

Com relagao ao resultado final, 54,2% ficaram satisfeitos e 58,3% comprariam
o produto se este estivesse disponivel no mercado (Figura 20). Os motivos

apresentados para a compra foram facilidade no transporte, diminuigdo do sebo e da
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oleosidade da pele acneica, praticidade, produto mais higiénico. Ja entre os 20,9%
que nao adquiririam o sabonete granulado, 2 ndo gostaram e 1 paciente achou a

forma proposta pouco pratica, discordando da maioria dos voluntarios pesquisados.

Compraria o produto?

N&o sei
20,8%

. Sim
N&o 58,4%
20,8%

Figura 20: Interesse de compra do produto.

Analisando os dados apresentados, chegou-se a um resultado favoravel no
que diz respeito a aceitacdo e aprovagdo do sabonete granulado proposto para
limpeza da pele acneica. Avaliando as respostas, ficou claro que se o produto
estivesse disponivel no mercado teria procura e interesse por parte dos pacientes
acometidos desta dermatose. Mesmo assim, poderia sofrer algumas alteragdes que
melhorassem a forma de apresentagao, como, por exemplo, a incorporagao de uma
esséncia atrairia mais os pacientes, ja que a auséncia de perfume foi um dos
inconvenientes citados. Outro ponto citado foi com relagdo ao pouco granulado
dispensado em cada sachet, 1,0 g; porém, esta critica foi isolada, tendo vindo,
somente, de um voluntario. A grande maioria elogiou a quantidade, considerada

ideal, em cada invdlucro, evitando o desperdicio e auxiliando para que soubessem

quanto do produto iriam utilizar.
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4.10 Pesquisa de opinido sobre sabonete granulado para lavagem das maos

A pesquisa iniciou com 30 voluntarios, mas, somente, 26 retornaram para
avaliacao clinica e preenchimento do questionario, ao final de trinta dias. Destes,
nenhum apresentou lesdes dermatoldgicas (xerose, descamacgao, ceratose, fissura
ou eritema) ao iniciar ou ao finalizar o estudo. Foram questionados 23 voluntarios do
sexo feminino e 3 do sexo masculino, onde 88,5% deixaram de usar o produto, ao
menos trés vezes, e o principal motivo foi esquecimento, 56,5%. Outros motivos
também citados para a ndo utilizagdo foram, auséncia de fragrancia, viagem, e

pouca praticidade, conforme mostrado na Figura 21.

Motivos para ndo utilizacdo do produto

Auséncia

Viagem fragrancia
11,5% 3,8%

— ——

—’

/
Esqueci-
mento
56,5%

Figura 21: Motivos para nao utilizagdo do produto.

Os recipientes utilizados para armazenar o sabonete granulado (formulagao
B) ndo agradaram a grande maioria, a talqueira apresentou um dosador de tamanho
nao adequado para 22,2%, o rotulo de papel se desmanchou em contato com a
agua em 3,8% e o sachet foi de dificil abertura para 56% dos voluntarios que
observaram inconvenientes no produto. Ainda em se tratando dos inconvenientes,
alguns acharam a sensagao nas maos desagradavel, ou seja, observaram aspereza

e ressecamento das maos (34,6%) e, outros, inalaram o po (7,7%).
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Para 61,5%, o sabonete proposto para simples lavagem das maos nao
atendeu melhor do que os ja disponiveis no mercado nas outras formas
farmacéuticas, como liquido e barra. Nao souberam opinar 19,25%, enquanto outros

19,25% preferiram a formulagc&o sob a forma de granulado (Figura 22).

FOrmula proposta atendeu melhor?

Sim
19,25%

Nao sei
19,25%

Nao
61,5%

Figura 22: Aceitagdo do produto proposto.

Este resultado pode estar relacionado ao fato do produto nio ter recebido
nenhum adicional hidratante, ter sido dispensado sem fragrancia e ser uma nova
forma de apresentacdo, que, normalmente, sé € veiculada como produto para
limpeza de roupa. Isto pode levar a uma nao intencional comparagéo ao “sabdo em

po” tradicional, que, normalmente, resseca e descama as maos, sem trazer nenhum

beneficio a pele do usuario.

Para fins de pesquisa, a avaliagdo ndo é considerada negativa, visto que o
interesse maior com esta nova apresentacdo € a adicdo de ativos de dificil
incorporagao nas formas liquidas e semi-sélidas convencionais. Dessa forma, se a
idéia fosse comercializa-la como simples sabonete de limpeza, certamente teriam

que ser adicionados componentes que valorizem e melhorem o sensorial do produto,
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ja que o publico, em geral, compara com os disponiveis no mercado, que possuem

alto poder hidratante e esséncias agradaveis.

Um fator fundamental para a avaliacdo da forma farmacéutica sem principio
ativo (formulacédo B) foi observar se nao causaria nenhum tipo de irritagdo e nem
possuia algum inconveniente tdo grave que inviabilizasse a sua utilizagdo. Os
inconvenientes citados foram: falta de praticidade; talqueira apresentar poros
pequenos, que dificultaram a saida do granulado; sachet com dificil abertura; pouca

espalhabilidade, conforme mostrado na Figura 23.

Fatores desagradaveis da formulacéo

Dificil Pouco
espalhar pratico
3,8% 15,6%

Talqueira
26,9%

Sachet
53,7%

Figura 23: Inconvenientes da formulacéo.

Estes itens negativos apresentados ndo interferem na utilizacdo do sabonete,
visto que problemas relacionados com a embalagem s&o facilmente solucionados ao
serem substituidos os recipientes, e a falta de praticidade foi apresentada como
inconveniente somente para 11,5%, enquanto 30,8% enfatizaram a praticidade no

transporte e na aplicagdo como fatores que beneficiam a formulagao.
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Analisando o interesse na compra do produto, na forma como foi oferecido
aos voluntarios, obteve-se 53,8% de pessoas desinteressadas contra 30,8% que
comprariam, e 15,4% que nao souberam responder. Este resultado, frente a todo o
exposto, nao foi surpreendente, visto que algumas pessoas que utilizaram o
sabonete granulado n&o gostaram da auséncia de perfume, da embalagem
disponibilizada (talqueira com poros estreitos e sachets com dificuldade na abertura)

e nem da caracteristica de simples limpeza das maos.

Torna-se importante ressaltar que, apesar da maioria nido ter aprovado o
sabonete granulado para lavagem das maos, muitos comentarios valiosos foram
feitos e vém de encontro ao que se esperava obter com o desenvolvimento desta
nova forma de apresentacdo para incorporagao de principios ativos: aproveitamento
do produto; quantidade exata sem necessidade de armazenar o recipiente (sachet);
produto mais higiénico; menor contaminagao, por ser uma forma em p¢; facilidade

de transporte e menor irritabilidade frente aos sabdes disponiveis no mercado.
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5. CONCLUSAO

A analise do potencial irritante in vitro realizada com os tensoativos derivados
de aminoacidos em estudo (cocoil glutamato de sédio, lauroil glutamato de sddio,
miristoil glutamato de sédio, cocoil glicinato de sédio) mostrou que o cocoil glicinato
de sddio apresentou desnaturacao proteica, utilizando o lauril sulfato de sédio como
controle. Cocoil glutamato de sddio, lauroil glutamato de sddio e miristoil glutamato
de sodio apresentaram-se menos irritantes que o lauril sulfato de sédio. Dessa
forma, estes trés tensoativos estariam aptos a serem utilizados nas formulacées em
desenvolvimento, ja que a proposta foi o desenvolvimento de uma nova forma de
apresentacdo menos irritante que os sabonetes convencionais. Na experiéncia
pratica com a manipulagao destes surfactantes, preferiu-se trabalhar, somente, com
o cocoil e lauroil glutamato de sodio (Amisoft CS-11® e Amisoft LS-11®), pois o
miristoil glutamato de sddio, por ser um pdé muito fino, mostrou-se, altamente,
irritante das mucosas até mesmo durante o preparo dos granulados.

As formulagdes desenvolvidas (A e B) foram baseadas numa mistura 1:1 dos
dois tensoativos selecionados (Amisoft CS-11® e Amisoft LS-11%), sendo que na
primeira (formulagéo A) foi incorporado acido salicilico a 2%. O método de preparo
seguiu o padrao de granulado e se mostrou bem rapido e pratico, até para produgao
em maior escala.

As duas formulacbes passaram por testes de espuma, onde os resultados
comprovaram que a manutencao da espuma € a mesma, independente da presenca
ou nao de principio ativo, comprovando que este ndo sera um fator negativo para a
aceitacdo da forma de apresentacao testada.

Para avaliagao do teor de principio ativo (acido salicilico), na formulagéo A,

desenvolveu-se um método analitico através de espectrofotometria no UV-Vis, que
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foi, devidamente, validado e mostrou-se especifico, linear, preciso e exato, de
acordo com a Resolugdo 899/2003 do Ministério da Saude / Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria.

Os estudos de estabilidade realizados com as formulagbes (A e B)
forneceram resultados adequados e satisfatorios, ou seja, o sabonete granulado
para limpeza da pele acneica, assim como o sabonete granulado para simples
lavagem das méaos sao estaveis, tanto em temperatura ambiente como estabilidade
acelerada (40°C £ 2°C).

Os testes de irritagdo dérmica primaria e cumulativa sdo qualitativos e se
mostraram eficazes ao que foram propostos, ou seja, as formulagbes nao
apresentaram eritema e/ou edema, confirmando assim o teste de irritabilidade “in
vitro” (desnaturagdo proteica) e comprovando a seguranga das formulagdes
desenvolvidas.

A pesquisa de opinido realizada para avaliar a aceitacdo da nova forma
farmacéutica forneceu resultados satisfatorios, pois demonstrou boa aceitagao pelos
pacientes acometidos de acne, foco principal do trabalho. Ja na avaliagdo dos
voluntarios que usaram a formulagao B (sem incorporagéo de acido salicilico), foram
apresentadas sugestdes, como a troca das embalagens por recipientes de mais facil
utilizacdo, que poderado ser desenvolvidas, uma vez que estas ndo se encontram
disponiveis no mercado.

Outros pontos também serao reavaliados, como a possibilidade da adigdo de
componentes que tornem o produto com um sensorial mais agradavel e, com isso,
mais atraente, pois ficou claro nos questionarios dos voluntarios que utilizaram o
sabonete sem principio ativo, o interesse por inovagao e superagado de expectativas

e, nao, somente, limpeza das maos.
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Anexo | — Aprovacdo CEP/HUCFF
Sabonete Granulado Limpeza Pele Acneica

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

CEP - MEMO - n.° 940/06 Rio de Janeiro, 04 de dezembro de 2006.

Do Coordenador do CEP
A (0): Sr. (a) Pesquisador (a): Dra. Elisabete Pereira dos Santos
Assunto: Parecer sobre projeto de pesquisa
Sr. (a) Pesquisador (a),
Informo a V. Sa que o CEP constituido nos Termos da
Resolugdo n. © 196/96 do Conselho Nacional de Saude e, devidamente
registrado na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa, recebeu, analisou e
emitiu parecer sobre a documentagdo referente ao protocolo e seu
respectiva Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme abaixo
discriminado:

Protocolo de Pesquisa: 160/06 - CEP

Titulo: “Desenvolvimento de Sabonete Granulado Suave para
Uso Topico na Limpeza da Pele Acneica.”

Pesquisador (a) responsavel: Dra. Elisabete Pereira dos Santos
Data de apreciagdo do parecer: 13/11/06
Parecer: "APROVADO”

Informo ainda, que V. Sa devera apresentar relatorio
semestral, previsto para 13/05/07, anual e/ou relatorio final para este Comité
acompanhar o desenvolvimento do projeto. (item VII. 13.d., da Resolugdo n.
© 196/96 — CNS/MS).

i~
b e

~7

s
Atengclsimente,
Prof. Luiz Cgrlos uarte de Miranda
Coordenador do CEP
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Anexo Il — Aprovacao CEP
Sabonete Granulado Lavagem das Maos

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

CEP - MEMO - n.° 948/06 Rio de Janeiro, 05 de dezembro de 2006.

Do: Coordenador do CEP
A (0): Sr. (a) Pesquisador (a): Dr.* Barbara da Silva e Souza Lorca
Assunto: Parecer sobre projeto de pesquisa
Sr. (a) Pesquisador (a),
Informo a V. Sa que o CEP constituido nos Termos da
Resolugdo n. © 196/96 do Conselho Nacional de Saide e, devidamente
registrado na Comissio Nacional de Etica em Pesquisa, recebeu, analisou e
emitiu parecer sobre a documentagio referente ao protocolo e seu
respectivo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme abaixo
discriminado:

Protocolo de Pesquisa: 219/06 - CEP

Titulo: “Desenvolvimento de Sabonete Granulade Hidratante
para Lavagem das M3os.”

Pesquisador (a) responsavel: Dr.* Barbara da Silva e Souza
Lorca

Data de apreciagdo do parecer: 13/11/06

Parecer: "APROVADO”

[nformo ainda, que V. Sa. deverd apresentar relatorio
semestral, previsto para 13/05/07, anual e/ou relatério final para este Comité

acompanhar o desenvolvimento do projeto. (item VIL 13.d., da Resolugdo n.
° 196/96 — CNS/MS).

/,_

Atepeioga ,

Prof. Luiz Carlos Duarte de Miranda
Coordenador do CEP



Anexos 111

Anexo lll — Questionario Sabonete Granulado Limpeza Pele Acneica

PESQUISA DE OPINIAO

Nao é necessario se identificar, porém sua opiniao é muito importante para o projeto.
Agradecemos a sua participagao!

Idade: anos.

Sexo:
( )Feminino ( )Masculino

Vocé deixou de usar o produto durante esses 30 dias?
( )sim ( )néo

Se sim, quantas vezes?
( )entre1e2 ( )entre3e5 ( )entre5e 10vezes ( ) mais de 10 vezes
Por qué?

Observou algum inconveniente ao usar o produto?
( )sim ( )néo
Qual?

Qual a sua preferéncia em relagado a forma de apresentacdo de um sabonete?
( ) liquido ( )barra ( )pod ( )creme

Em relacdo aos demais sabonetes utilizados normalmente, este atendeu melhor?
( )sim ( )néo () néo sei

Qual a sensacgao do produto na pele em relagao ao cheiro?
( )desagradavel ( )naosei ( )agradavel

Qual a sensagao do produto na pele em relagéo ao toque apés o uso?
( )desagradavel ( )ndosei ( )agradavel

Qual a sua opinido com relagao a forma de apresentacédo do produto?
( )desagradavel ( )razoavel ( )agradavel
Por qué?

A apresentagdo em sachet facilitou o uso do produto fora da sua residéncia?
( )sim ( )néo () n&o observado
Por qué?

A quantidade de pé em cada sachet foi suficiente?
( )sim ( )néo () n&o observado

O sachet foi uma apresentacdo de manuseio agradavel?
( )sim ( )néao () n&o observado
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Em caso negativo, por qué?

O enxague foi facil?
()sim ( )néao () n&o observado

A quantidade de espuma interferiu no uso do produto?
( )sim ( )néao () n&o observado

Observou alguma mudanga quanto a oleosidade da pele?
( )sim ( )néo () n&o observado

Se nao, sua pele ficou mais ressecada?
( )sim ( )néao () ndo observado

Em relacdo ao resultado final, vocé ficou:
( ) insatisfeito ( )indiferente ( ) satisfeito

Vocé usaria esta apresentagdo em poé em outra parte do corpo, como couro
cabeludo?
( )sim ( )néo () n&o sei

Compraria este produto caso estivesse disponivel no mercado?
( )sim ( )nédo () nao sei
Por qué?

Vocé acrescentaria algum comentario em relacéo a pesquisa e ao produto que nao
tenha sido abordado?
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Anexo IV — Questionéario Sabonete Granulado Lavagem das Maos

PESQUISA DE OPINIAO
N&o é necessario se identificar, porém sua opinido é muito importante para o projeto.
Agradecemos a sua participagao!

Idade: anos.

Sexo:
( )Feminino ( )Masculino

Vocé deixou de usar o produto durante esses 30 dias?
( )sim ( )nédo

Se sim, quantas vezes?
( )entre1e2 ( )entre3e5 ( )entre5e10vezes ( ) mais de 10 vezes
Por qué?

Observou algum inconveniente ao usar o produto?
( )sim ( )néo
Qual?

Qual a sua preferéncia em relagédo a forma de apresentagcdo de um sabonete?
() liquido ( )barra ()pod ( )creme

Em relacdo aos demais sabonetes utilizados normalmente, este atendeu melhor?
( )sim ( )néo ( ) nao sei

Qual a sensagao do produto na pele em relagdo ao cheiro?
( )desagradavel ( )n&osei ( )agradavel

Qual a sensacgao do produto na pele em relacdo ao toque apds 0 uso?
( )desagradavel ( )néosei ( )agradavel

Qual a sua opinidao com relacao as formas de apresentagéo do produto?
( )desagradavel ( )razoavel ( ) agradavel
Por qué?

A apresentacao em sachet facilitou o uso do produto fora da sua residéncia?
( )sim ( )néao () n&o observado
Porque?

A quantidade de p6 em cada sachet foi suficiente?
()sim ( )nédo () n&o observado

O sachet foi uma apresentacdo de manuseio agradavel?
( )sim ( )néao () ndo observado
Em caso negativo, por qué?




Anexos 114

A talqueira foi uma apresentacdo de manuseio agradavel?
()sim ( )néao ( ) n&o observado

Em caso negativo, por qué?

O enxague foi facil?
( )sim ( )nédo () n&o observado

A quantidade de espuma interferiu no uso do produto?
( )sim ( )néao () n&o observado

Observou alguma mudanga quanto a hidratagédo das maos?
()sim ( )nédo () n&o observado

Se ndo, suas maos ficaram mais ressecadas?
( )sim ( )néo () n&o observado

Em relacao ao resultado final, vocé ficou:
() insatisfeito ( )indiferente ( ) satisfeito

Vocé usaria esta apresentagdo em pod em outra parte do corpo, como couro
cabeludo?
()sim ( )néo () n&o sei

Compraria este produto caso estivesse disponivel no mercado?
( )sim ( )néo () néo sei
Porque?

Vocé acrescentaria algum comentario em relacéo a pesquisa e ao produto que nao
tenha sido abordado?
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Anexo V — Trabalho aprovado para 21° Congresso de Cosmetologia / 2007.

ANALISE “IN VITRO” E “IN VIVO” DO POTENCIAL IRRITANTE DE
TENSOATIVOS DERIVADOS DE AMINOACIDOS

Barbara da Silva e Souza Lorca', Nadia Maria Volpatoz, Lais Bastos da Fonseca', Elisabete

Pereira dos Santos"
1-  Faculdade de Farmacia — Departamento de Medicamentos - Universidade Federal do Rio de Janeiro
2- Faculdade de Farmacia — Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Introducdo: Os detergentes, muito empregados em cosméticos e produtos de higiene, possuem
propriedades fisico-quimicas cruciais para o aparecimento de reagdes inflamatdrias na pele. Estas
alteracbes sao causadas, normalmente, pela desnaturacdao de proteinas encontradas na epiderme,
pela ligacdo das moléculas irritantes a queratina ou delipidagéo1. Para diminuir o potencial de
toxicidade, os tensoativos derivados de aminoacidos mimetizam os compostos naturais e apresentam
alta eficacia, além de pequeno impacto ambiental®. O baixo poder de irritagcdo destes novos derivados
pode ser avaliado através de testes “in vitro” e/ou “in vivo”*°. Objetivos: Avaliar a desnaturacéo de
proteina dos compostos derivados de aminoacidos e do lauril sulfato de sodio (LSS) e realizar testes
de irritacdo dérmica primaria e cumulativa com os detergentes estudados que ndo apresentaram
irritacdo “in vitro”. Metodologia: A partir de solugbes a 5% de cada um dos tensoativos (cocoil
glutamato de sodio, lauroil glutamato de sédio, miristoil glutamato de sédio e cocoil glicinato de sédio
e LSS) e claras de ovos (ovalbumina) foi realizado teste de desnaturagdo protéica, baseado em
estudo que comprovou a irritagdo causada pelos surfactantes com radical lauril e observou que a
ovalbumina apresenta a mesma solubilidade das proteinas encontradas na epidermes. A leitura da
transmitancia foi feita a 660nm apoés 2 minutos de agitagdo da mistura (tensoativo + clara de ovo). No
teste de irritagdo dérmica primaria e cumulativa foram usados coelhos albinos, de 1,5 kg, com regiao
dorsal depilada e dividida em areas, onde parte recebeu aplicagdo de patch oclusivo contendo
amostra a ser analisada e outra funcionou como controle. A pele dos animais foi avaliada quanto a
sua integridade, ou seja, presenca de eritema e/ou edema, 24 e 72 horas apos cada aplicagao.
Resultados: Os tensoativos derivados de aminoacidos cocoil glutamato de sédio, lauroil glutamato
de sddio, miristoil glutamato de sédio ndo apresentaram acéo sobre as proteinas do ovo, ja cocoil
glicinato de sédio e LSS, ao serem comparados com o controle (clara de ovo + agua destilada),
apresentaram diferenga significativa, caracterizando desnaturagéo protéica. Os testes de irritagdo “in
vivo” foram realizados, somente, com os detergentes que, “in vitro”, ndo apresentaram poder irritante,
caracterizado pela agédo desnaturante. Nao foi observado edema ou eritema na pele de nenhum dos
animais submetidos ao teste. Discussdo e Conclusdo: No teste de desnaturagdo protéica, a partir
de valores de transmitancia, foi avaliada presenc¢a de desnaturagdo, que caracteriza agao irritante do
composto. Baseado nos resultados em proteinas de ovo foi realizada analise, em coelhos, dos
tensoativos que nao apresentaram acdo desnaturante. Esta confirmou os resultados obtidos na
analise ”in vitro”, visto que a pele dos coelhos permaneceu integra em todos os tempos avaliados.
Com isso, cocoil glutamato de sodio, lauroil glutamato de soédio, miristoil glutamato de sédio ndo sédo
tensoativos potencialmente irritantes e pode-se afirmar que os métodos propostos sao satisfatorios
para avaliagao de irritabilidade. Bibliografia: 1)WELSS, T., BASKETTER, D.A., SCHRODER, K. R. In
vitro skin irritation: facts and future. State of the art review of mechanisms and models. Toxicology in
Vitro, v. 18, p.231-243, 2004. 2)INFANTE, M.R.et al. Amino acid-based surfactants. C. R. Chimie v.7,
p. 583-592, 2004. 3)MOREN, A.K., KHAN, A. Phase Behavior and Phase Structure of Protein—
Surfactant—-Water Systems. Journal of Colloid and Interface Science, v.218, p. 397-403, 1999.
4)GONZALEZ-PEREZ, A., RUSO, J.M., PRIETO, G., SARMIENTO, F. Physicochemical study of
ovalbuminin the presence of sodium dodecyl sulphate in aqueous media. Colloid Polym Sci, v. 282: p.
351-356, 2004. 5)AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA). Guia para avaliagdo
da seguranca de produtos cosméticos, maio, 2003.6)BREUER, M.M. Cosmetic Science. New York:
Academic Press, p.334-338, 1978.
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