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ANALISE “IN VITRO” E “IN VIVO” DO

POTENCIAL IRRITANTE DE TENSOATIVOS

DERIVADOS DE AMINOACIDOS

Resumo

Os detergentes possuem propriedades fisico-quimicas cruciais para o aparecimento de reagdes
inflamatérias na pele. Para diminuir o potencial de toxicidade, os tensoativos derivados de ami-
noacidos mimetizam os compostos naturais e apresentam alta eficacia, além de pequeno impacto
ambiental. O baixo poder de irritagdo destes novos derivados pode ser avaliado através de testes
“in vitro” e/ou “in vivo”. A partir de solugdes a 5% de cada um dos tensoativos estudados e claras
de ovos foi realizado teste de desnaturagio protéica. Também se fez teste de irritagio dérmica
primaria e cumulativa com os detergentes que mostraram ser menos irritantes. No teste “in vi-
tro”, Amisoft CS-1 1, Amisoft LS-11®, Amisoft MS-1 1®ndo apresentaram agio sobre as proteinas
do ovo, enquanto Amilite GCS-11®e LSS, ao serem comparados com o controle, apresentaram
diferenca significativa, caracterizando desnaturagio protéica. No teste “in vivo”, ndo foi observa-
do edema ou eritema na pele de nenhum dos animais submetidos ao teste. Com isso, Amisoft
CS-11°, Amisoft LS-11®, Amisoft MS-1 1®nio sdo tensoativos potencialmente irritantes e pode-se
afirmar que os métodos propostos sdo satisfatorios para avaliagao de irritabilidade.

Palavras-chave: irritabilidade, tensoativos derivados de aminodacidos, denaturagio protéi-
ca, toxicidade dérmica

SUMMARY

The detergents have physicochemical properties crucial for eliciting irritants skin reactions. To
decrease the potential of toxicity, surfactants, obtained from amino acids, mimics of natural com-
pounds, are biodegradable and not skin irritation. The low toxicity of these amino acids based
surfactants can evaluate in vitro and in vivo. With solutions 5% of the detergents proposed and
egg white protein denaturizing tests have been carried out. Moreover, tests of dermal irritation
have also been performed with the detergents with low toxicity. In vitro test, Amisoft CS-11®,
Amisoft LS-11®, Amisoft MS-1 |® had not presented action in the albumin; however Amilite GCS-
I 1® and sodium lauryl sulphate had presented protein denaturation. In vivo test, nether edema
nor erythema was detected in the animals. With this, Amisoft CS-11®, Amisoft LS-11®, Amisoft

MS-11® are safe surfactants and the proposed tests are satisfactory for evaluation of irritability.
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INTRODUCAO

Os tensoativos sio produtos quimicos de elevada impor- ~ mostrado cada vez mais preocupados com a sintese de de-
tancia mundial, visto que diariamente sdo consumidos emlarga  tergentes biodegradaveis e biocompativeis com a pele dos
escala, o que acaba afetando negativamente tanto o ecossiste-  consumidores sem causar irritagdes dérmicas especialmente

ma como a populagio (1). Em fungdo disso, os profissionais  para aqueles com problemas dermatoldgicos, tais como acne,
responsaveis pela elaboragdo de produtos de higiene tém se  psoriase e dermatite de contato (2).
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A pele é um drgao imunocompetente, totalmente capaz de
iniciar uma reagdo inflamatéria em resposta a produtos irritantes
(3). Grande parte dos detergentes possui propriedades fisico-qui-
micas que s3o cruciais para o aparecimento destes eventos, ou
seja, a ligagdo destas moléculas com a queratina juntamente com
a desnaturacdo de proteinas, causada pela entrada de irritantes
no estrato cérneo (4) levam a alteragdes na membrana que estio
diretamente relacionadas a indugio de respostas cutineas (5).
Outro evento é a delipidagio, processo no qual a balanga de lipi-
deos é modificada, levando a uma alteragio que diminui a fungao
de barreira exercida pelo estrato cérneo (6).

Devido a estas altera¢oes, grande parte da populagio acredita
ter pele sensivel e procura por produtos detergentes menos ir-
ritantes. Como o pH da pele aumenta consideravelmente apds o
uso regular de um sabonete convencional (7,8), o desenvolvimen-
to de sabonetes sintéticos em barra (syndets) e a combinagio de
tensoativos naturais e sintéticos (combars), que possuem um pH
menos alcalino do que os sabdes tradicionais tém despertado um
grande interesse das industrias cosméticas e farmacéuticas (9).

Os surfactantes sintéticos, 5% (combars) a 80% (syndets),
originam produtos menos irritantes, apresentam maior qua-
lidade e quantidade de espuma (10), podem ser ajustados ao
pH normal da pele, usualmente entre pH 5 e 6 (7) e fornecem
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 cérneo e fornecer uma
maior hidratagio cutanea (11).

Uma interessante estratégia para obtengio destes surfac-
tantes mais adequados é através de modelagem molecular,
mimetizando compostos naturais a partir de aminoacidos, oli-
gossacarideos, peptideos e glicerdis (12). 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. Sio preparados efi-
cientemente por catalise quimica ou enzimatica, podendo con-
tribuir para o aumento da demanda de tensoativos “benéficos”
na industria farmacéutica e de alimentos (2,13,14).

A andlise dos tensoativos derivados de aminoacidos, ditos
menos irritantes por apresentarem um pH mais préximo ao
cutdneo, pode ser realizada através do teste de desnaturagao
de proteinas (15,16). Sendo confirmado pelos testes de irrita-
¢do dérmica primaria e cumulativa, preconizados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no “Guia para Ava-
liagdo de Seguranga de Produtos Cosméticos” (17).

Os objetivos do presente estudo foram avaliar o grau de
irritacio de diferentes moléculas derivadas de aminoécidos
e do lauril sulfato de sédio (LSS) através do teste de des-
naturacio de proteinas (I5,16) e realizar testes de irritacio
dérmica primaria e cumulativa (18) com os detergentes que
apresentaram menor indice de desnaturagdo, ou seja, sio
menos irritantes.
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MaTerials E METODOS
Teste de irritacao “in vitro”

Em 1957, Blohm estudou a desnaturagio da albumina do
ovo (ovalbumina) através de uma série de sulfatos de sédio
e mostrou que essa proteina possui uma solubilidade seme-
Ilhante a das proteinas encontradas na epiderme, além de
comprovar que os radicais lauril tém uma larga capacidade de
promoverem desnaturagdo protéica (18).

Baseado neste ensaio foram preparadas solugdes a 5%,
dos surfactantes derivados de aminodcidos a serem avaliados
(Amisoft CS-11®, Amisoft LS-11®, Amisoft MS-11® e Amilite
GCS-119) e o LSS, também em solugio a 5%. Posteriormente,
foram adicionados 10 gramas de claras de ovos, previamente
homogeneizadas em agitador magnético por 5 minutos, a 2,5
gramas de solugio de cada um dos tensoativos. A mistura for-
mada (ovalbumina + tensoativo) permaneceu sob agitagio por
2 minutos e, em seguida, foi realizada leitura da transmitancia a
660 nm em espectrofotémetro UV-Vis (Biospectro® SP-220).
A solugdo controle empregada foi clara de ovo e 4gua destila-
da, nas mesmas proporg¢des das amostras com tensoativos.

Teste de irritacao “in vivo”

De acordo com o “Guia para Avaliagio de Seguranga de
Produtos Cosméticos” (19), o teste de irritagio dérmica pri-
maria foi realizado em coelhos albinos, de aproximadamente
I,5kg, que tiveram sua regido dorsal dividida em quatro dife-
rentes areas. Cada um dos tensoativos selecionados foi apli-
cado nas areas | e 2 (Figura |), em quatro diferentes animais,
previamente depilados, através de um patch oclusivo, com-
posto por gaze estéril fixada ao animal com fita adesiva. As
areas 3 e 4 serviram de controle e, também, foram cobertas
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com o mesmo material. Apds 4 horas de contato, o produto

foi retirado, com auxilio de agua. Passadas 24 e 72 horas da
aplicagdo, foi avaliada a presenga de eritema e/ou edema.

No caso do ensaio para irritagdo dérmica cumulativa, as

aplicagdes foram feitas seguindo a mesma técnica, por um
periodo de 10 dias consecutivos, com freqiiéncia didria e a
observagio da integridade da pele dos animais foi realizada a

cada 24 e 72 horas apés a ultima aplicagio.

ResuLTADOS E Discussio

Amilite GCS-11® e Lauril Sulfato de Sodio apresentaram

diferenca significativa ao serem comparados ao controle, ca-
racterizando desnaturagio de ovalbuminas.

Os testes de irritacdo dérmica primaria e cumulativa fo-

ram realizados, especificamente, com aqueles tensoativos
considerados nio irritantes através do método proposto por
Blohm (19), ou seja, Amisoft CS-11®, Amisoft LS-11®, Amisoft

MS-11® e os resultados obtidos com os coelhos confirmaram
o observado no teste “in vitro”, ja que a pele dos animais
permaneceu integra, apos 24 e 72 horas, entre os |0 dias
consecutivos de aplicagdes e andlises. (Figura 2)

A avaliagdo dos tensoativos através do método de analise

da desnaturacdo de proteinas obteve valores de transmitan-
cia que podem ser observados na Tabela |. Apos avaliagao
estatistica dos resultados através de andlise de variidncia, com
a = 0,05, observou-se que P < 0,001 é considerado uma dife-
renca estatisticamente significante (Tabela 2). Com isso, Ami-
soft LS-11® e Amisoft MS-11® nio apresentaram a¢io sobre
as proteinas do ovo nas condi¢des avaliadas, pois seus valores
comparados ao do controle nio possuem diferenca significa-
tiva. J4 o Amisoft CS-11® aparece com valor estatisticamente
diferente ao do controle (Tabela 1), mas como é um valor
superior, também, ndo apresenta agdo desnaturante.

Figura 2. Integridade da pele apds aplicagao

Controle (clara de ovo + agua) 80,1
Lauril Sulfato de Sodio 10,5
Amilite LS-11® 80,5
Amisoft MS-11® 80,2
Amisoft CS-11® 82,9
Amilite GCS-11® 0,5

Tabela 1. Valores de Transmitancia a 660nm

Syl 79,600 073,324 | 1,057x10% | 0,010 Sim

Controle X LSS 69,567 238,872 | 4,085 x 10%° 0,013 Sim
Controle X Amisoft 2,767 9,500 | 0,00000254 | 0,017 Sim
Contr?_lse_)‘l( ﬁé’misoft 0,367 1,259 0,237 0,025 N&o
Contrlc\>/llg _)g ,1A®misoft 0,100 0,343 0,738 0,050 Nao

Tabela 2. ANOVA - Comparagao com o Grupo Controle
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ConcLusAo

Os testes de irritagdo avaliados sdo métodos qualitativos
e se mostraram eficazes aos que foram propostos.

Através do teste “in vitro” foi possivel avaliar quais sdo os
tensoativos, dentre os estudados, que ndo apresentam des-
naturagido de proteinas. Ou seja, aqueles que apresentaram
valores maiores de transmitincia, caracterizados pela nio
ocorréncia de turvagio, sdo os menos irritantes. Fato que foi
confirmado pela avaliagio “in vivo”, pois como ja foi citado

anteriormente, as proteinas contidas na clara do ovo pos-
suem uma solubilidade semelhante a das proteinas encontra-
das na epiderme.

AGRADECIMENTOS

A Ajinomoto® pela doagio das matérias-primas para rea-
lizagdo do trabalho.

A Farmécia Universitaria da Universidade Federal do Rio
de Janeiro pelo incentivo a pesquisa.

Referéncias

I. YING, G.G. Fate, behavior and effects of surfactants and their
degradationproducts in the environment. Environment International,
v.32, p417-431, 2006.

2. INFANTE, M.R; PEREZ, L; PINAZO, A.; CLAPES, P., MORAN, M.C.;
ANGELET, M.; GARCIA, M.T.; VINARDELL, M.P. Amino acid-based
surfactants. C. R. Chimie v.7, p. 583-592, 2004.

3. BERNHOFER, L. P.; BARKOVIC, S; APPAY.; MARTIN, K. M. IL-Ia and
IL-1ra Secretion from Epidermal Equivalents and the Prediction of the
Irritation Potential of Mild Soap and Surfactant-based Consumer Products.
Toxicology in Vitro, v.13, p.231+£239, 1999.

4. 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. |8, p.231-243, 2004.

5. EFFENDY, I; MAIBACH, H.l. Detergent and Skin Irritation. Clinics in
Dermatology, v.14, p.15-21, 1996.

6. HALL-MANNING T. J; HOLLAND, G. H.; RENNIE2, G.; REVELL, P;
HINES, J.; BARRATT, M. D.; BASKETTER, D. A. Skin Irritation Potential
of Mixed Surfactant Systems. Food and Chemical Toxicology,
v.36, p. 233+238, 1998.

7. FROSCH, PJ. Irritancy of soaps and detergents bars, em “Principles of
cosmetics for the dermatologist”, editado por P. Frost e S. N.
Horwitz, The C.V. Mosby Company, p.5-15, 1982.

8. KORTING, H.C; BRAUN-FALCO, O. The Eflect of Detergents on Skin pH
and Its Consequences. Clinics in Dermatology, v.14, p.23-27, 1996.

9. WALSH, J; ROSSON, G. Syndet — A Skyn friendly alternative to soap.
Cosmetics and Toiletries Manufacture Worldwide,
p. 240-244, 2000.

10. GHAIM, ). B,; VOLZ, E. D. Skin Cleansing Bars. In Handbook of
Cosmetic Science and Technology; BAREL, A. O., PAYE, M., MAIBACH, H. I,
Eds.; Marcel Dekker: New York, 2001.

11. SUBRAMANYAN, K; HAWKINS, S; JOHNSON, A. Cosmetic Benefits of
Mild Cleansing Syndet Bars Versus Soap. J. Am. Acad. Dermatol.,
p.88, 2005.

12. INFANTE, M.R,; PINAZO, A,; SEGUER, |. Non-conventional
Surfactants from Amino Acids and Glycolipids” Structure, Preparation and
Properties. Colloids Surfaces A. Physicochem. Eng Aspects v. |23 124
p.49 70, 1997.

13. TABOHASHI, T; TOBITA, K; SAKAMOTO, K,; KOUCHI, J,;
YOKOYAMA, S.; SAKAI H.; ABE, M. Solution properties of amino acid-
type new surfactant. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces
v.20, p. 79-86, 2001.

14. VAN ROOSMALEN, M..E; WOERLEE, G.F.; WITKAMP, G.J. Amino
acid based surfactants for dry-cleaning withhigh-pressure carbon dioxide.
). of Supercritical Fluids, v.32, p. 243-254, 2004.

15. MOREN, AK; KHAN, A. Phase Behavior and Phase Structure of
Protein—Surfactant—Water Systems. Journal of Colloid and
Interface Science, v.218, p. 397-403, 1999.

16. GONZALEZ-PEREZ, A; RUSO, |.M;; PRIETO, G.; SARMIENTO, F.
Physicochemical study of ovalbuminin the presence of sodium dodecy!
sulphate in aqueous media. Colloid Polym Sci, v. 282:

p. 351356, 2004.

17. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA).
Guia para avaliacdo da seguranca de produtos cosméticos, maio,
2003. Disponivel em: http://www.anvisa.gov.br/cosmeticos/guia/index.htm.
Acesso em: 09 de janeiro de 2007.

18. BREUER, M.M. Cosmetic Science. New York: Academic Press,
p.334-338, 1978.

19. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA).
Guia de estabilidade de produtos cosméticos. Brasilia, 2004. Disponivel
em: <http://www.anvisa.gov.br/divulga/public/series/cosmeticos.pdf>.
Acesso em: 24 de novembro de 2006.

Revista Analytica « Dezembro 2007/Janeiro 2008 « N°32

83

| | Ed 32 Tensoativos.indd 5 17/12/2007 20:04:37 | |



