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1. Introducdao

A pele humana é formada pela epiderme e pela derme, sendo que na epiderme localiza-se a camada ou
estrato corneo, que é a maior barreira para a entrada de uma substancia no corpo (RIEGER, 1993),
responsavel pela impermeabilidade da pele a muitos solutos. A conformacéo lipidica e a morfologia cornea
podem ter uma importante funcdo no controle de penetracdo dos componentes (MARJUKKA SUHONEN et
al., 1999; POTTS; FRANCOUER, 1991).

Marjukka Suhonem et al. 1999) revelam que a desordem no empilhamento da camada cdérnea provocada
pelos promotores de permeacdo cutdnea é um importante mecanismo para se acelerar tal processo. Dentre
esses promotores podemos citar agentes quimicos como os solventes (agua, etanol, metil sulféxido de
alquilo) ou surfactantes, até moléculas lipidicas que, acopladas ao ativo, aumentam sua lipossolubilidade
(fitossomas) ou, ainda, veiculam os ativos (lipossomas) (SCHUELLER; ROMANOWSKI, 2000).

Pode-se também recorrer a agentes fisicos com o propésito de se diminuir as barreiras da pele e assim
acentuar a penetracdo cutanea (KOST et al., 1989), sendo o Ultra-Som (US) um agente fisico muito utilizado
num processo denominado fonoforese ou sonoforese.

De acordo com Mitragotri et al. (1996), a cavitacdo € o principal mecanismo de promoc¢éao da fonoforese, ja
que ela induz a uma desordem na bicamada lipidica da camada cérnea, reduzindo em 30% sua resisténcia a
permeacao.

As microemulsdes (MESs), sdo constituidas por meio da combinacdo de uma fase aquosa, uma fase oleosa,
um tensoativo e, quando necessério, co-tensoativos, que sao responsaveis pela reducdo adicional da
tensdo interfacial formada pelo tensoativo gerando um sistema termodinamicamente estavel (ANSEL et al.,
2000). Também, a adicdo de co-tensoativos torna-se importante como agente auxiliar na solubilizacdo de
substancias ativas no sistema (CUNHA et al., 2003; KREILGAARD, 2002). Ao contrario das emulsbes
classicas, que geralmente possuem goticulas da ordem de micrémetros (um), uma microemulsdo possui
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goticulas da fase interna na ordem de nandmetros (nm), podendo ser empregada como veiculo que tende a
favorecer a permeacdo cutanea de farmacos, quando estes sdo solubilizados na fase oleosa ou aquosa
(OLIVEIRA et al., 2002).

Entende-se por seguranca de produtos tépicos a auséncia razoavel de risco de lesdo significativa em
condi¢Bes de uso consideravelmente previsiveis, ou seja, define-se seguranca em termos de probabilidade
de que o produto ndo provoque danos significativos (ROMANOWSKI; SCHUELLER, 1996). Das reactes
adversas, a mais comum para formulagfes topicas € a irritagdo, que pode ser definida como intolerancia
local podendo corresponder a reacdes de desconforto menores, mas também a rea¢gfes mais ou menos
agudas, variando sua intensidade, desde ardor, coceira, podendo chegar até a corrosdo e destruicdo do
tecido.

A evidéncia e interpretacdo desses possiveis efeitos indesejaveis no tecido cutaneo por meio de substancias
ativas devem ser realizadas por meio de uma avaliacdo histopatoldégica e histométrica, uma vez que
permitem a analise da epiderme e da derme. Além disso, ainda pode auxiliar o delineamento experimental
para a realizacdo de estudos de eficacia na derme e no desenvolvimento de novos produtos cosméticos.
(SILVA; MAIA CAMPOS, 2000; TADINI; MAIA CAMPOS, 2005).

Ha na literatura poucos relatos sobre os efeitos das microemulsées na pele. Sabe-se que, em virtude das
mesmas apresentarem muitas vezes grandes proporcdes de tensoativos, isto poderia levar a uma irritacéo
local. Nao h4, também, trabalhos com fonoforese, associando microemulsdes e US.

2. Objetivos

Verificar o efeito irritativo de sistemas microemulsionados na pele de coelhos, associados ou ndo ao
ultra-som por meio de andlises histopatoldgica e histométrica.

3. Desenvolvimento

Coelhos (n=5) machos adultos tiveram a superficie dorsal tricotomizada e isolada em 5 areas de 8 cm de
didmetro cada uma e submetidas aos seguintes tratamentos diarios durante 15 dias: Controle (C),
Microemulsdo S1 (S1= Silicone fluido de copolimero glicol, Poliéter funcional silixano, Agua destilada),
Microemulsdo S1 + Ultra-Som (S1+US= 3 MHz, 0,1 W/ cm?* 2 minutos, modo continuo), Microemulsdo S4
(S4= Adipato de Diisopropila, Poliéter funcional silixano, Agua destilada) e Microemulsdo S4 + Ultra-Som
(S4+US). Apo6s sacrificio com CO,, fragmentos de pele foram fixados em formol 10% tamponado e tratados
convenientemente para coloracdo por HE. Foram obtidos 3 cortes histolégicos ndo seriados de 5 pm para
cada lamina, cinco laminas por animal e com uma ocular milimetrada (ZEISS) foi medida a espessura da
epiderme em 10 &reas para cada corte. Para a analise histopatoldgica utilizou-se o microscépio Optico de luz
com objetiva de 40x e com uma microcamera para digitalizacdo das imagens transmitidas para o
computador. Para cada corte histolégico, obteve-se a densidade do numero de fibroblastos, leucécitos,
fibrécitos e vasos sanguineos de trés areas (12600 um? cada) da derme papilar com um software de andlise
de imagens histolégicas (KS 400 2.0). Todas as medidas foram submetidas a analise da variancia (ANOVA),
e utilizado o teste F para verificar a diferenca entre os tratamentos. O detalhamento da analise foi feito pelo
teste de Tukey, considerando-se significativos os valores de p< 0,05.

4, Resultados
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A ANOVA evidenciou diferenca significativa entre os tratamentos (p=0,0002). O detalhamento da analise
estatistica, através do teste de Tukey (p<0,05), referente a esses resultados estd apresentado na Tabela 1.

Os resultados histométricos sobre a espessura da epiderme aqui apresentados mostraram (Tabela 1) que
houve aumento significativo da epiderme tratada com as 2 microemulsdes S1 e S4. Este trabalho confirma
estudo de Dreher et al., (1997), que indica aumento de liberagdo de droga utilizando microemulséo,
alegando este fato a ruptura da organizacéo lipidica do estrado cérneo, de acordo com analises feitas em
microscopia eletrbnica.

Quando associadas ao ultra-som, as microemulsdes S1 e S4 ndo mostraram diferencas significativas na
espessura da epiderme, em relacdo aos tratamentos isolados. Embora superior no tratamento S4+US, (p<
0,05) a associagao com o ultra-som ndo promoveu diferenga significativa, comparada com o tratamento S4.

Em relacdo aos efeitos do ultra-som na pele relatados na literatura vale a pena citar Mitragotri et al. (1996),
gue aponta que a cavitacdo promovida pelo ultra-som induz a uma desordem na bicamada lipidica da
camada coérnea, reduzindo em 30% sua resisténcia a permeacao. Estes efeitos podem-se associar com 0s
encontrados com as microemulsées.

Os resultados da Tabela 2 representam a média e o desvio padréo da densidade do nimero de fibroblastos,
leucécitos e fibrécitos nos diferentes grupos experimentais na derme papilar. Para fibroblastos, a ANOVA
evidenciou diferenca significativa entre os tratamentos (p=0,0015). Pela Tabela 2 pode-se observar um
aumento do numero de fibroblastos no tratamento com S1. J& com a microemulsdo S4 ndo se observa
diferenca em relagdo ao controle. No entanto, quando se associa 0s tratamentos — microemulsdo com
ultra-som, tanto S1+US como o S4+US apresentam aumento significativo do nimero de fibroblastos. Este
resultado evidencia um efeito do ultra-som, mais do que efeito isolado das microemulsées. Trabalho de Zhou
et al., 2004 evidenciou aumento do numero destas células por proliferacdo, apés uso sequencial de
estimulos ultrasénicos, facilitando processos de cicatrizag&o.

Estes resultados encontrados para fibrobastos no presente trabalho coincidem com os dos fibrécitos.
Fibrécitos representam células inativas e quando entram em atividade passam a ser designadas de
fibroblastos. O numero de fibrécitos ndo apresentou nenhuma diferenca em todos os tratamentos segundo a
ANOVA (p=0.2105) e o Teste de Tukey (p< 0,05), isto €, nenhum deles provocou ativacdo destas células
(Tabela 2).

Para leucdcitos, a ANOVA evidenciou diferenca significativa entre os tratamentos (p=0,0109). Leucécitos sdo
células da defesa que aumentam em numero num processo inflamatério. Os tratamentos com
microemulsdes isoladas, S1 e S4 ndo provocaram aumento do nimero destas células, evidenciando que as
formulagbes ndo provocaram irritagdo na pele dos coelhos (Tabela 2). No entanto, nos tratamentos
associados com o ultra-som, S1+US e S4+US, houve aumento significativo (p< 0,05) de leucécitos (Tabela
2).

Fyfe e Chahl (1984) investigando a acéo do US terapéutico durante o processo inflamatorio, observaram que
0 US nas frequéncias de 0,75, 1,5 e 3 MHz, mesmo no regime pulsado promove um aumento no
extravasamento plasmatico durante as primeiras 24 horas, mas secundariamente ocorre uma reducéo de tal
evento. No presente trabalho, como o tratamento foi diario, durante 15 dias, é de se esperar que diariamente
houve estimulo para a saida de leucécitos dos vasos sanguineos. Este extravasamento de plasma nao
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resultou, no entanto, em alteragdes no numero, bem como na area de vasos sanguineos, ja que a ANOVA
nao evidenciou diferenca significativa entre os tratamentos (p=0.5170) para essa variavel. O detalhamento
da analise estatistica, através do teste de Tukey (p<0,05), referente a esses resultados esta apresentado na

Tabela 3.

5. Considerac¢des Finais

Os tratamentos com as microemulsées S1 e S4 ndo provocaram irritacdo na pele. Desestruturam a camada
cérnea, principalmente associadas com o ultra-som, aumentando a possibilidade de seu uso como veiculo

de difusdo de farmacos na pele.
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Anexos
Tabela 1 — Média e Desvio Padriio da espessura da epiderme (um) dos diferentes grupos

experimentais

Grupos Meédias Desvios Padrao
Controle 27,39 a 6.98
Microemulsio S1 46.94 b 6.76
Microemulsdo S1+Ultra-Som 4792b 3.56
Microemulsio 54 48,83 b 5,48
Microemulsio S4+Ultra-Som 37.49b 4,58

Médias seguidas de letras iguais nio diferem entre si e médias seguidas de letras diferentes
diterem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 2 — Média e Desvio Padrio do nimero dos diferentes tipos celulares encontrados na
derme papilar numa drea de 12600 pm™ dos grupos experimentais, Controle, microemulsio

S1 (S1), microemulsio S1+Ultra-Som (S1+US), microemulsio 5S4 (54) e microemulsiao

S4+Ultra-Som (S4+US).

Fibroblastos Leucocitos Fibrocitos

Medias Desv. Padrio Meédias Diesv, Padriio Medias Desv, Padrio

Controle 2,00 a 0,23 044 a 0,23 3,87 a 0.51
S1 2,79 be 0,51 051 ab 0,13 339a 0.26
S1+US 2,72 bc 0,35 100 b 0,32 3,60 a 0,19
54 2,22 ab 041 0,82 ab 0,20 3,68 4 0,18
S4+US 304 ¢ 0,15 1LOS b 0,19 394a (0,34

Medias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si e medias seguidas de letras diferentes

diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0.03).

Tabela 3 — Média e Desvio Padrio do nimero de vasos sauguineos encontrados na derme

papilar numa drea de 12600 pm” dos grupos experimentais.

Grupos Mcédias Desvios Padriao
Controle 1.10 a 0.26
Microemulsio S1 1,19 a 0,46
Microemulsao S1+Ultra-Som 1,43 a 0,42
Microemulsdo S4 1,24 a 0,22
Microemulsao S4+Ultra-Som 1,28 a 0.24

Médias seguidas de letras iguais niio diferem entre si e médias seguidas de letras diferentes

diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05),
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