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1. Introducdao

A pele é responsével pela protecao do organismo, oferece uma barreira funcional, que limita as trocas com o
ambiente e a penetracdo de substancias exdégenas (MACHET e BOUCAUD, 2002; WELLS, BASKETTER e
SCHRODER, 2003). Dependendo de sua natureza, farmacos lipofilicos sédo absorvidos pelo estrato cérneo,
ja farmacos hidroficos sdo absorvidos quase que exclusivamente pelos poros de passagem
(PIRES-DE-CAMPQOS, 2004; WANG, et al, 2004)

As microemulsées (MEs) sdo definidas como uma emulséo transparente, termodinamicamente estaveis,
apresentando um o6leo ou farmaco lipofilico disperso em um meio aquoso, contendo um tensoativo e
co-tensoativo. Possuem baixa viscosidade e apresentam globulos da fase interna com tamanho bem
reduzido. (BENITA, 1999; ANSEL et al, 2000; OLIVEIRA, SCARPA e CERA, 2002; OLIVEIRA e SCARPA,
2001; POLIZELLI et al, 2006)

As MEs podem ser utilizadas como veiculos, para favorecer a permeacdo cutdnea de farmacos, pois
interagem com o extrato cérneo, desestruturando a camada lipidica (OLIVEIRA, SCARPA e CERA, 2002).

O US nao se propaga no ar, assim 0s agentes acoplantes sdo utilizados, permitindo que o coeficiente de
atenuagdo entre os dois meios se torne similar e quase toda intensidade seja transmitida, pois alguns
acoplantes podem atenuar a energia irradiada (OKUNO, CALDAS e CHOW, 1986,GUIRRO, CANCELIERI e
SANT'ANNA, 2001)

Quando o US é emitido em freqiiéncia entre 0,5 a 3 MHz ele gera efeitos fisicos, biofisicos e terapéuticos
(LACERDA, CASAROTTO e BALDAN, 2004). Os efeitos fisicos podem ser divididos em mecanicos,
térmicos e quimicos. Estes efeitos fisicos geram efeitos terapéuticos que favorecem a cicatrizagéo, alivia
dor, diminui espasmo muscular, rigidez articular entre outros (LACERDA, CASAROTTO e BALDAN, 2004).

Em estudo Machet e Boucaud (2002) demonstram que o US aplicado na pele pode causar lesdes estruturais
como degeneracéo das fibras colagenas, degradacdo de queratindcitos e irritabilidade na pele.
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como obijetivos verificar a transmissividade do ultra-som terapéutico em sistemas
microemulsionados, avaliar seus potenciais comedogénico, irritativo primario e cumulativo, na pele de
coelhos, associado ou ndo a aplicagédo do ultra-som.

3. Desenvolvimento

Para medir a transmissividade do US nos sistemas microemulsionados, foi adotado a metodologia proposta
por Guirro, Cancelieri e Sant'anna (2001).

Verificamos a calibracéo da intensidade do US na freqiiéncia de 3 MHz e uma poténcia de 0,8 W na balanca
de ultra-som digital modelo UPM-DT-10 OHMIC Instruments com &gua destilada e desgaseificada. A
transmissividade foi medida pela porcentagem de transmissdo das ondas US em relacdo a &gua,
considerando a de + 10% no aparelho de US e de + 0,07% na balanca. Foram realizadas 5 repeticbes de
cada ME.

As MEs testadas eram compostas de: tensoativo (TE) Teg 12- Dimeticone, de corpolimero glicol, agua (H,0)
destilada e 6leo (O) adipato de diisopropila, exceto para a ME 2, que foi utilizado silicone fluido (S)

- ME 1: Apresenta 60% TE, 10% O e 30% H,O.

- ME 2: Formada por 60% TE, 10% S e 30% H,O.

- ME 3: Tem 56,52% TE, 13,04% O e 30,43% H,O0.
- ME 4: Possui 56,52% TE, 4,34% O e 39,13% H,O.

- ME 5: Contém 8,69% TE, 56,52% O e 34,78% H.O.

A partir da analise da transmissividade do US foi escolhido as ME que ndo produziram atenuacéo do US.

Todo o trabalho seguiu as normas propostas pela ANVISA- Guia para avaliacdo de seguranca de produtos
cosméticos (2004).

O estudo do efeito das MEs na pele, associado ou ndo ao ultra-som, foi realizado em coelhos machos
adultos, com peso de 2,0 a 3,0 Kg, que foram tricotomizados em 5 areas no dorso um dia antes de iniciar os
tratamentos. As areas foram: Tratamento com ME 1, ME 1+US, somente ME 2, ME 2+US e o controle, que
ndo sofreu nenhum tratamento.

Para o estudo in vivo, os animais foram divididos em 2 grupos com 5 animais cada. O primeiro grupo foi
submetido a 15 dias de tratamento para os testes de comedogenicidade e de irritabilidade cumulativa. J& o
segundo grupo foram tratados por 3 dias para analise da irritabilidade primaria.

Os testes de comedogenicidade foram feitos na parte interna da orelha direita, que foi dividida em duas
partes, na parte superior foi aplicado a uma microemulsédo e na inferior outra microemulsdo. A orelha

esquerda serviu de controle.

Os testes de irritabilidade primaria foram realizado com apenas uma aplicacdo dos tratamentos e ocluséo

2/9



com um filme de PVC por 4 horas, apos este periodo o produto foi retirado e graduado o eritema e edema
das areas em 4 e 72 horas apos a aplicacéo, segundo a escala de Draize.

Os testes de irritabilidade cumulativa seguiram a metodologia da irritacdo dérmica primaria, diferenciando-se
apenas no numero de aplicacdes que foram feitas (15 aplicacdes) e as analises realizadas diariamente e 24
horas apoés a ultima aplicagéo.

A escala de Draize foi utilizada para analise dos testes de irritabilidade priméaria e cumulativa, avaliando
subjetivamente o eritema e edema presentes na pele, por 3 avaliadores independentes que nao tinham
conhecimento da avaliagdo de cada um. Os dados apresentados representam a média da graduagéo de
eritema e edema destes avaliadores.

Para a analise da quantidade de comeddes presentes na pele dos coelhos utilizamos a Lampada da Wood,
sendo feitas leituras diarias e 24 horas apos a Ultima aplicacao, verificando presenca ou nao de comeddes.
Para a avaliacdo foi utilizado o método de plantimetria por contagem de pontos (Mandarim-de-Lacerde,
1994) em que a porcentagem de areas ocupadas foi calculada.

4, Resultados

Para a analise estatistica da transmissividade do US nas MEs, foi realizado andlise de variancia (ANOVA),
seguido pelo teste de Tukey.

J& a analise dos testes de comedogenicidade, irritacdo dérmica primaria e cumulativa, foi utilizado o teste de
Student Newman Keuls, pois no teste de normalidade nossa distribuicdo amostral apresentou-se normal.

O nivel de signifancia considerado foi de 5%.

A andlise da transmissividade da onda ultrassénica, demonstrou que as ME 1 e 2 obtiveram o melhor
resultado, sendo escolhidas para o experimento.

No teste de comedogenicidade n&o observou-se nenhuma diferenca estatistica para nenhuma ME associada
ou néo ao US.

Os animais ndo apresentaram edema em nenhum dos testes de irritabilidade, portanto somente foi analisado
o eritema pela escala de Draize.

Os resultados da analise de irritabilidade primaria ap6s 4 e 72 horas de aplicagédo dos tratamentos, também
ndo demonstrou diferengas estatisticas.

Analisando todos os tratamentos juntos no teste de irritabilidade cumulativa, observou-se que todos os
tratamentos foram estatisticamente diferentes do controle, promovendo eritema. Porém, a associagdo do US
com as ME 1 e 2 produziram um eritema mais significativo que as mesmas preparacgées isoladamente, como
mostra a tabela 1 e figura 1.

Analisando separadamente cada grupo, podemos avaliar a acdo irritativa em relagdo ao tempo de
tratamento. A ME 1 com US mostrou diferencas estatisticas entre os dias de tratamento, do 2° até o 15 dia

foi diferente do controle, como mostra a tabela 2 e figura 2.

A tabela 3 e figura 3 mostram que no tratamento da ME 2 com US, a analise temporal de irritabilidade
cumulativa apresentou diferencas estatisticas significativas, do 2° dia até 15° foi diferente do controle. E
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possivel observar que a partir do 10° dia houve um aumento na irritabilidade, mantendo-se assim até o 15°
dia de tratamento.

Pela analise temporal de irritabilidade cumulativa do tratamento com a ME 1, observou-se diferencas
estatisticas, comparados com o controle. O 2° dia foi diferente até 015°, atingindo no 14° dia até o 15° dia de
tratamento o pico de irritabilidade. Em relacdo a ME 2, houve diferencas estatisticas a partir do 2° dia de
tratamento até o 15°, atingindo também seu pico de irritabilidade no 14° até o 15° dia de tratamento.

Atualmente, ha no mercado veiculos quimicos e fisicos, como a iontoforese e fonoforese, para facilitar a
peermeacao de substancias, ja que é muito dificil penetrar substancias através da pele.

A fonoforese é a permeacdo cutanea através do US. Segundo Mardegan e Guirro (2005) o meio de
acoplamento para o US deve ser viscoso, com aspecto gel, com baixa atenuacdo e alta transmissividade
(acima de 80%). Os meios de acoplamento podem atenuar a energia irradiada, sendo portanto muito
importante selecionar o melhor material para esta funcdo. (GUIRRO; CANCELIERI e SANT'ANNA, 2001).
Nosso estudo selecionou a ME com menor numero de bolhas de ar, viscosa, e na forma gel, conseguindo
uma transmissividade média de 84,36%.

Outro fator presente no ultra-som € a cavitacdo, que é a geracdo, oscilacdo e colapso subsequientes de
microbolhas gasosas dentro da pele, provavelmente, o principal mecanismo que poderia explicar o aumento
da absorcdo percutanea (BOUCAUD et al, 2001). Tem-se também hipotetizado que a cavitacdo ocorrre
préxima da superficie do estrato cérneo e gera uma desorganizacao temporaria em sua camada bilipidica e
dos cornedcitos, criando canais transitérios, facilitando a absorcéo transdérmica (UEDA, SUGIBAYASHI E
MORIMOTO 1995; MITRAGOTRI, BLANKSCHTEIN E LANGER 1996; MERINO ET AL, 2003)

No tratamento com as MEs isoladas percebeu-se uma irritabilidade cutanea, concordando com o estudo de
Changez, Chander e Dinda (2006), que demonstra que altos niveis de 6leo e tensoativos podem causar

irritabilidade cutanea.

Machet e Boucaud (2002) demonstram que o US aplicado na pele pode causar lesbGes estruturais como
degeneracao das fibras colagenas e degradacgéo de queratindcitos o que pode causar irritabilidade da pele.

Como o US promove uma maior absor¢cdo cutanea, uma substéncia com poder irritativo podera ter isto
potencializado com a associacdo do US, o0 que aconteceu em nosso experimento, uma vez que 0S

tratamentos com MEs associados com ultra-som levaram a irritabilidade cutanea.

J& quando as MEs foram utilizadas em apenas uma aplicacdo com ou sem US, ndo foram capazes de
causar irritabilidade cutanea.

Suspeitava-se que as MEs com altos niveis de 6leo e tensoativos poderiam aumentar os comeddes na pele,
verificou-se que isto ndo ocorreu.

5. Considerag¢des Finais

As MEs podem causar irritabilidade cutdnea se utilizadas diariamente, principalmente associadas ao
ultra-som. As MEs ndo provocam o aparecimento de comeddes na pele, embora ainda sejam necessarios
mais estudos para analisar todos os efeitos que as podem causar na pele humana.
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Tabela 1. Media + ermro padrao da media do eritema, da irritabilidade cumulativa,
segundo a analise da escala de Draize, nos tratamentos com microemulsao (ME) 1 +
ultra-som (U3, microemulsao (ME) 2 + ultra-som (U'S), apenas microemulsao (ME) 1,
microemulsao (ME) 2 e 0 controle.Os dados foram analisados por Student M ewman

keuls (p=0,05). Os valores seguidos por diferentes letras sao estatisticamente
diferentes

médias  epm
Controle oo0° 0,0
ME 1+U5 1,6° 0,10
ME 2+U5 1:5° 0,12

ME 1 1 0,23
ME 2 095" 0,17
p=0,0001
¥ *
+ +
E it H H
1.5 - T
L]
g 1
E i
I:I I I I I |
Contrale Me 1+ Me 2+ e 1 Me 2
us s
tratamentos

* p=0001 comparado a0 controle

+ p=0,05; comparado a ME 1 e 2
Figura 1. Media da irmitahilidade cumulativa, eritema, na pele de 4 coelhos durante 15
dias de tratamento com a microemulsao 1 associado ao dtra-som (ME 1+ US),
microemulsao 2 com  ultra-som (ME  2+U5), apenas microemulsao  (ME) 1
microemulsao (ME) 2 e 0 controle.
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Tabela 2. Media + erro padrao da media do ertema, da irtabilidade cum ulativa,
segundo a analise da escala de Draize, nos coelhos durante 15 dias de tratamento
com microemulsao (ME) 1 + ultra-som (US)).

Dias  media  epm

i 0,40 0,09
P 0,23 0,11
3 1,26 0,14
42 1.47 0,13
! 1,47 0,13
g 1,93 0,13
s 1,80 0,05
Ej 187 0,05
o2 i 0,05

17 2,06 0.0y
i 2,20 0,05
1 2,20 0,03
13 2,20 0,05
147 2,20 0,03
137 2,20 0,03

p=0 0001
EIEI:I _ H H H H H H W H H W
LA b W + + o+ + + +
200 "
g 150 "
‘B
= 1,00 1
050 H
o000 +e—sa—= = = = = 8 8 5 85 85 85 855

| &8 =m & 5 B F = B El 3 s 18 s

Dias de ratamento

*p=0,05, comparado ao 1° dia
+ p=0 U5, comparado ao contrale

Figura 2. Media da irritabilidade cumulativa, eritema, na pele de coelhos(n=5)
durante 14 dias de tratamento com a microemulsao 1 associado ao ultra-som (ME 1+
LIS).
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Tabela 3. Media + erro padrao da media da irmtabilidade cumulativa, segundo a
analise da escala de Draize, nos coelhos, durante 15 dias de tratamento  com
microemulsan (ME) 2 + ultra-som (US).

Dias media epm
1 033 0065
2 091 0,09
3 1,20 0,12
= 147 0,13
e 147 0,13
B 1,60 0,11
i 1,80 0,08
g 1,80 0,03
ga 1,80 0,05
10 1,86 0,10
11° 1,93 0,09
128 200 008
T 200 006
147 200 0,06
1A 200 008

00 +HE— ..
1 2 2 4 5 6 7 2 9 410 11 12 12 14 15
Oizs detratarmento

“p=0,05, comparado ao 1° dia
+p=005, comparado ao contrale

Figura 3. Média da irtahilidade cumulativa, eriterna, na pele de coelhos (n=3) durante

15 dias de tratamento com a microemulsao 2 associado ao ultra-som (ME 2+ US).
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