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Introducéo

Muitos investimentos tem sido empregados nos udltimos vinte anos em
validacdo de metodologias in vitro aplicadas a avaliacdo de toxicidade em
atendimento aos 3 Rs (reduction, replacement and refinement) (NICEATM, 2006). A
Diretiva 86/689 de protecdo animal diz que “experimentos em animais ndo serao
mais aceitos uma vez que haja método alternativo que reproduza os resultados in
vivo” (EC, 1986). O teste de irritagdo ocular desenvolvido por Draize em 1944
continua sendo utilizado e aceito pelas agéncias regulatérias (SCOTT, ESKES, et
al., 2010). Para a determinacdo da seguranca ocular ndo existe ainda uma Unica
metodologia que substitua a utilizagdo de animais, no entanto metodologias in vitro
como o BCOP (Bovine Corneal Opacity and Permeability) tem sido usadas para
reduzir o nimero de animais e em casos como 0S cosmeéticos, em associagdo com
outros ensaios, em substituicdo ao uso de animais. Além disto, o método é rapido e
reprodutivel para avaliar a irritabilidade ocular (DONAHUE, AVALOS et al., 2011). O
BCOP permite classificar o grau de irritacdo induzida por substancias, o qual
comtempla ainda avaliacdo histolégica, importante para a identificacdo de
substancias moderadamente irritantes (CARTER, HARBELL, 2006). Caso haja
informacgdes sobre a substancia que indiquem irritagdo grave ou corrosiva apenas
um animal é utilizado para o teste (BARILE, 2010).

O 4-nerolidilcatecol (4NC) é o principal metabdlito secundario extraido da raiz
e das folhas da Pothomorphe umbellata (REZENDE et al., 2004). Ropke et al, (2003)



encontraram eficacia superior ao a-tocoferol do extrato de P. umbellata na protecéo
in vivo contra radiacdo UV. Silva et al (2005) relatam FPS 4 do 4NC isolado.
Considerando o potencial deste fitoconstituinte como ativo cosmético, neste
trabalho, avaliamos a capacidade do 4NC de induzir irritacdo ocular, bem como o
4NC lipossomado, pelo teste do BCOP.
Materiais e Métodos

4ANC foi isolado pela Dra. Kennia Rocha Rezende-Faculdade de Farméacia-
Universidade Federal de Goias (FF-UFG). Lipossomas com 1% de 4NC foram
desenvolvidos no Farmatec FF-UFG coordenado pela Dra. Eliana Martins Lima.

Olhos bovinos recém coletados (max. 4h apds abate) de abatedouro
comercial foram transportados em HBSS (pH 7,4) sob refrigeracdo. A excisdo foi
realizada avaliando as condi¢cBes gerais da cornea. A figura 1 mostra os passos. As
cOrneas foram expostas as substancias puras por 10 min e ao 4NC a 1%. Apoés
exposicdo a substancia-teste a opacidade é medida e a cOrnea exposta a

fluoresceina para a avaliacdo da permeabilidade (figura 1C).
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Figura 1 - A) Excisédo da cornea do globo ocular. B) Posicionamento da cérnea na camara posterior e
fechamento da camara. C) Exposicao a substancia-teste e a fluoresceina sddica. D) Opacitdmetro.

A quantificacdo da fluoresceina € feita em placa de 96 pocos a 490 nm em
espectrofotdmetro. Utilizamos como controles a glicerina (negativo) e alcool etilico
P.A. (positivo). Os valores aceitos de IVIS (in vitro score, Equacao 1) para o controle
positivo sdo entre 39,9 - 65,4; (n=632) (NICEATM, 2006).

O IVIS (in vitro score) é calculado pela seguinte equacéo:
Equacao 1: IVIS = média opacidade + (15 x permeabilidade 490 nm)
IVIS > 55,1 Irritante severo (OECD, 2009)



O 4NC livre e lipossoma (ambos a 1%) foram expostos por 10 min. Utilizando
o controle veiculo de cada forma apresentada. Dois experimentos em triplicata.
Resultados e Discusséo

O alcool etilico foi usado como controle e apresentou VIS de 64,1 (Quadro 1).
Tanto o 4NC livre quanto em lipossomas foram classificados como néo irritantes nas
condi¢Oes testadas. As figuras 2 e 3 mostram a opacidade e a permeabilidade das

corneas apos exposicao as substancias-teste, respectivamente.

Figura 2 - Opacidade: Corneas apds exposicao a fluoresceina sodica. A fluoresceina marca tecido
danificado. A) Alcool etilico 100%. B) 4NC 1% livre. C) Controle veiculo 4NC (6leo de girassol). D)
4ANC nanolipossomas e E) Nanolipossomas branco.
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Figura 3 - Permeabilidade: Meio coletado da camara posterior apds exposicdo a fluoresceina sodica
para leitura em espectrofotdbmetro a 490nm. A) Alcool etilico 100%. B) 4NC 1% livre. C) Controle
veiculo 4NC (6leo de girassol). D) 4NC nanolipossomas e E) Nanolipossomas branco.

Tanto a opacidade quanto a permeabilidade cérnea encontradas em nossos
experimentos estdo em consonéncia com os valores de literatura (NICEATM, 2006;
SCHRAGE et al., 2011) (Quadro 1).

Quadro 1: Comparacdo entre os valores de opacidade, permeabilidade e IVIS encontrados
experimentalmente no LFTC e literatura.

Referéncia  Substancia-teste  Opacidade Permeabilidade  Ivis  Classificacdo

OECD (2009)
NICEATM, Glicerol 0,3 0,007 0,5 Nao Irritante
2006 Acool Etilico 18,5 2,266 55,1 Irritante Grave
SCHRAGE Glicerol 2,7 0,099 4,2 N&o Irritante
etal., 2011 Acool Etilico 29 1,349 48,6 Irritante Grave
Glicerol 3,0 0,033 15 Nao irritante
Alcool Etilico 38,0 1,739 64,1 Irritante Grave
LFTC, 2011 ANC livre 1,00 0,22 1,3 Nao Irritante
4NC 0,5 0,15 0,7 N&o Irritante
nanoestruturado

A figura 2 evidencia a opacidade da cOrnea exposta ao alcool etilico e mostra

a diferenca entre as coérneas expostas ao 4NC e seus controles que nao



apresentaram opacidade. A permeabilidade encontrada também apresenta valores
consonantes com os de literatura e condiz com os achados da opacidade. A
opacidade esta diretamente ligada a danos a camada epitelial que rompe a
integridade da coOrnea aumentando a permeabilidade (figura 4). Os [VIS’s
encontrados em nossos experimentos classificam o &lcool etilico e a glicerina como
irritante grave e ndo irritante, respectivamente. O 4NC livre apresentou VIS igual a
1,3 e, em sua forma nanoestruturada, igual a 0,7 demonstrando que sua utilizacédo a

1% seja segura para os olhos.

Figura 4 - Corneas bovinas expostas a A) 4NC 1%, b) glicerina 100% e C) alcool etilico 100% por 10
min. Posteriormente, os tecidos foram fixados, seccionados e corados com hematoxilina-eosina,
evidenciando-se por microscopia eletronica trés camadas distintas da cornea: 1) epitélio pavimentoso
estratificado, 2) estroma (substancia propria), e 3) endotélio. Aumento 20x.

Conclusdes

Conseguimos classificar com sucesso o0s controles utilizados para a avaliacdo
da reprodutibilidade do BCOP em nosso laboratorio. O alcool etilico foi classificado
como irritante grave apresentando IVIS maior que 55,1 e o glicerol como néo
irritante. Com estes resultados pudemos aplicar o BCOP como uma ferramenta
eficaz para a avaliagdo da seguranca ocular do 4NC. A classificacdo do 4NC, tanto
em sua forma livre quanto nanoestruturada, apresentaram valores semelhantes ao
nosso controle negativo classificando o 4NC como ndo irritante. Estes resultados
nos déo indicios da utilizacdo segura desta molécula, porém testes complementares
se fazem necessarios para a caracterizacdo completa da seguranca do 4NC.
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