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1. Introducdao

Para uma formulagé@o farmacéutica ser bem sucedida é necesséario que ocorra a permeacgdo da substancia
ativa até o tecido alvo em nivel terapeuticamente relevante, sem causar desconforto ou efeitos colaterais ao
paciente. A esse respeito, a administracdo transdérmica supera a administracdo oral, pois diminui a
degradacao do farmaco antes de entrar na circulacdo sistémica, e aumenta o conforto do paciente
(KREILGAARD, 2002). Porém, devido a funcdo de barreira da pele, ha limitacdo na escolha de uma
formulacéo topica, pois a mesma deve ser capaz de causar uma penetragdo cutanea suficiente do farmaco
sem provocar alteracdes irreversiveis a essa funcao, a qual € de extrema importancia para a protecdo do
organismo humano. Baseado neste principio, um novo veiculo tem sido estudado e descrito, com grande
capacidade de aumentar a permeac¢do cutdnea tanto de substancias hidrofilicas quanto lipofilicas. Esse
veiculo é conhecido como sistema nanoestruturado (KREILGAARD, 2002). Pelo fato dos sistemas
nanoestruturados aumentarem a solubilidade e a estabilidade dos farmacos, sdo capazes de agir como
sistema reservatoério, que proporcionam atividade terapéutica mais intensa, por tempo prolongado; além de
diminuir a toxidade dos mesmos. Além disso, ele pode favorecer a permeacgdo cutanea dos farmacos,
devido o seu conteldo em substancia tensoativas, as quais interagem com o estrato cérneo desestruturando
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a bicamada lipidica (OLIVEIRA et al, 2004). O produto cosmético deve ser seguro para 0 usuario em
condi¢cbes de uso normais, com auséncia razoavel de risco de lesdo. Entretanto, tem sido relatado efeitos
secundarios indesejaveis devido a utlizacdo de produtos cosméticos. Entre eles esta a irritagdo.
(ROMANOWSKI, 1996; LACHAPELLE, 1994). Nao ha na literatura relatos sobre os efeitos que os sistemas
nanoestruturados, podem causar na pele. Todavia, devido as grandes propor¢cbes de tensoativos,
suspeita-se que possam causar uma irritacdo local. A transmissdo transdérmica de farmacos pode ser
realizada pelo uso do ultra-som (US), o que é denominado fonoforese. O US pode ser definido como uma
onda mecéanica longitudinal, cuja finalidade é transmitir energia através das vibra¢des das moléculas do meio
pelo qual passa (GUIRRO e GUIRRO,2002). Os efeitos térmicos, mecanicos e quimicos do US sobre o
tecido, aceleram a difusdo dos ativos presentes nos medicamentos para uso tépico (PIRES-DE-CAMPOS et
al., 2007). Entre os efeitos mecanicos, a cavitagdo produz uma oscilagdo de particulas levando a formagéo
de microbolhas gasosas que se rompem violentamente, desorganizando a bicamada lipidica da camada
cornea, a qual se transforma numa fase fluida, permitindo a passagem do farmaco. Além da cavitagéo,
ocorre, também, diminuicdo do potencial da membrana celular, o que leva a quebra das ligacbes
intercelulares e consequentemente aumento da permeabilidade da membrana. O efeito térmico do US
aumenta a energia cinética das moléculas do medicamento e da membrana celular; o que dilata os pontos
de entrada; além de aumentar a circulagdo na area tratada, facilitando a difusdo através da camada cérnea
até os capilares da derme. A inducéo de um grande nimero de reacfes de oxidacao, inativacdo de enzima,
aumento da atividade do trifosfato de adenosina sdo alguns dos possiveis mecanismos quimicos do US
(PIRES-DE-CAMPOS et al., 2007; POLACOW et al., 2005; POLACOW et al, 2004; PIRES-DE-CAMPOS,
2004; KASSAN et al.,, 1996). Segundo Draelos (1999) a irritacdo de um produto depende também da
condicdo intacta da camada cOrnea. Se a barreira estiver danificada o produto que nao era irritante pode
tornar a sé-lo. Assim, o US poderia aumentar a irritacdo que o proprio sistema nanoestruturado ja causaria
por conter muito tensoativo e por ser muito oleoso, uma vez que uma das alteracdes que o US promove € a
alteracéo da pele.

2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial irritativo de sistemas nanoestruturados na pele
associados, ou nao, a aplicacdo do US através de avaliacao clinica e histoldgica.

3. Desenvolvimento

Seguindo as normas do “Guia para Avaliacdo de Seguranca dos Produtos Cosméticos” (ANVISA, 2002), o
estudo do efeito das formulacdes na pele foi realizado em coelhos machos adultos, com peso de 2,0 a 3,0
Kg. Um dia antes de iniciar os tratamentos foi realizada a tricotomia de cinco areas no dorso dos animais, as
guais foram divididas em: controle; tratado com Sistema 1 (S1) (60% de tensoativo Teg 12-Dimeticone, 10%
de 6leo adipato de diisopropila, 30% de agua destilada); tratado com S1 + US; tratado com Sistema 2 (S2)
(60% de tensoativoTeg 12- Dimeticone, 10% 6leo silicone fluido de copolimero glicol e 30% agua destilada);
tratado com S2 + US.

Os animais foram divididos em 2 grupos de 5 animais cada, sendo que no primeiro grupo os animais foram
submetidos a 15 dias de tratamento para analise do teste de irritabilidade cumulativa . No segundo grupo
foram tratados por 3 dias para analise da irritabilidade priméria. A andlise da irritabilidade foi submetida a
avaliacdo clinica através da graduacgéo pela escala de Draize (1944), a qual avalia subjetivamente o eritema
e edema presentes na pele, com uma graduacdo de 1 a 4 graus para cada um deles. Para eritema descreve
a seguinte graduacéo: grau 1 — eritema muito leve; grau 2 — eritema bem definido; grau 3 — eritema de
moderado a severo; grau 4 — eritema severo com ligeira formacdo de escara. Para edema segue a
graduacdo: grau 1 — edema muito leve; grau 2 — edema leve (borda da area bem definida por elevagéo
definitiva); grau 3 — edema moderado (area elevada aproximadamente 1 mm); grau 4 — edema severo
(elevagdo maior que 1 mm e extensao além da area de exposi¢ao).

Foi verificado a calibragédo da intensidade do US na freqiéncia de 3 MHz em balanca de ultra-som digital
(modelo UPM-DT-10 OHMIC Instruments) com &gua destilada e desgaseificada. Nos tratamentos dos
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animais, o US for regulado a uma frequéncia de 3 MHz; intensidade de 0,2 W/cm?, modo de emisséo
continuo e tempo de aplicacao de 1 min/cmz.

Todas as analises foram feitas por trés pesquisadores diferentes, sendo que nenhum deles teve contato
com as andlises dos demais.

Para a analise histopatolégica, apds sacrificio por CO2, as areas tratadas foram removidas e fixadas em
solucdo de formol tamponado a 10% por 48 horas e tratadas para inclusdo em Paraplast Plus e coloragéo
em Hematoxilina Eosina. Foram obtidos 3 cortes histolégicos de 5 um de profundidade para cada lamina,
sendo cinco laminas por animal. Utilizou-se o microscopio éptico de luz (Zeiss Axiolab, ZEISS, Alemanha)
com lente objetiva em aumento de 40x e com uma microcamera (Sony CCD IRIS / RGB COLOR, Japao),
responsavel pela digitalizacdo das imagens histologicas transmitidas para o computador. Para cada corte
histolégico, obteve-se a densidade do numero de fibroblastos, leucdcitos, fibrocitos e vasos sanguineos de
trés areas (12600 um2 cada) da derme papilar escolhidas aleatoriamente com o auxilio de um software de
andlise de imagens histoldgicas (KS 400 2.0 — Kontron Eletronics, Munique, Alemanha).

Para analise estatistica da irritabilidade primaria utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis; o teste de Friedman,
seguido de Rank para irritabilidade cumulativa e ANOVA — F (ONE — WAY), seguido do Teste post - hoc de
Tukey para analise histopatoldgica. Para todas as analises considerou-se nivel de significAncia igual a 5%.

4, Resultados

Os resultados da analise de irritabilidade priméaria ap6s 4 e 72 horas de aplicagdo dos tratamentos em
relacdo ao eritema, demonstraram que néo houve diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos
tempos analisados, bem como em relagdo ao edema local, onde também nao se evidenciou a presenca do
mesmo (Tabela 1). O teste de irritabilidade cumulativa demonstrou que ndo existiu edema nas é&reas
submetidas aos tratamentos; e com relagdo a presenca de eritema, a analise separada de cada grupo
mostrou, que: o tratamento do S1 + US apresentou diferenca estatistica a partir do 10° dia de tratamento; no
tratamento do S2+ US, houve a presenca de diferenca estatistica a partir do 11° dia de tratamento; somente
S1, houve diferenca estatistica a partir do 12° dia; somente S2, apresentou diferenca estatistica a partir do
12° dia (Tabela 2). A analise histolégica demonstrou que os tratamentos que utilizavam apenas os sistemas
nanoestruturados nao provocam aumento do nuamero de leucécitos. Entretanto, os tratamentos que
associaram o US a aplicacao das formulacfes, apresentaram aumento significativo do nimero de leucécitos
em relacdo ao controle. A analise de fibroblastos demonstrou um aumento no nimero dos mesmos no
tratamento com S1 comparando-a com o controle, 0 que ndo ocorreu com o S2. Porém, quando houve
associacdo do US com as formulacdes, tanto o S1 quanto o S2 apresentaram aumento significativo do
namero de fibroblastos. Com relacdo ao numero de fibrocitos ndo foi evidenciado diferenca estatistica
significativa nos diferentes tratamentos (Tabela 3). Para a variavel vasos sanguineos, também ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos.

A influéncia do US na transmisséo transcutanea de farmacos foi comprovada por Rosim et al (2004), os
quais compararam a penetracao transcutanea de diclofenaco sédico na forma de gel topico associado
(aplicacdo com US ligado) ou ndo a aplicacdo prévia do US (aplicagcdo com US desligado), em humanos
sadios. Amostras de sangue coletadas imediatamente antes, 60, 120 e 180 minutos apos a aplicagéo do gel
mostraram que a massa de diclofenaco no plasma foi significativamente mais alta ap6s a aplicacdo do US se
comparada ao procedimento placebo. Assim, os autores concluiram que a aplicacdo do US antes da
aplicacdo do gel de diclofenaco facilita a penetragédo transcutanea do medicamento. No tipo de tratamento
gue aplicou apenas as formulacdes (S1 ou S2), embora a analise estatistica mostre diferenca significativa,
nao houve irritabilidade cutédnea de acordo com o escore da escala de Draize (1944), que considera irritacdo
moderada quando o escore entre edema e eritema estiver entre 2 e 5, fato este confirmado pela analise
histologica, a qual mostrou que ndo houve aumento no nimero de leucdcitos, nos tratamentos que utilizaram
as formulagbes isoladas. Este resultado é contrario ao estudo de Changez, Chander e Dinda (2006), os
guais dizem que os altos niveis de Oleo e tensoativos podem causar irritabilidade cutdnea. Machet e
Boucaud (2002) demonstram que o US aplicado na pele pode causar lesbes estruturais como degeneracao
das fibras coldgenas e degradagdo de queratindcitos. Assim, o US também pode causar irritabilidade da
pele. Esses resultados corroboram com 0 nosso, uma vez que 0s tratamentos com o0s sistemas
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nanoestruturados associados ao US (S1 + US ou S2 + US) levaram a irritabilidade cutanea cumulativa, a
partir do 7° dia de tratamento segundo o escore da escala de Draize. Podemos considerar que houve uma
potencializacdo da acao irritativa neste tipo de tratamento. Este resultado também foi confirmado pela
analise histolégica, a qual detectou aumento significativo do nimero de leucécitos nos grupos associados ao
US em relacdo ao grupo controle.

5. Considerag¢des Finais

Os sistemas nanoestruturados aplicados isoladamente ndo ocasionam irritabilidade cutanea primaria, nem
cumulativa, segundo escore de Draize. Entretanto, a associacdo com US pode causar irritabilidade cutadnea
cumulativa, devendo, portanto, ser evitada a fonoforese com estas formulacdes durante varios dias
consecutivos.
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Anexos

Tabela 1. Mediana do erterma, na imtahilidade primaria, segundo a analise da
ecscala de Drajze, apds 4 e 72 horas de tratamento com  sisterna
naneestruturado 1 {513 + ditra-som {US), sistema nanoestruturado 2 (52 +
ultra-som (LIS), sisterna panoestroturado 1 0513, sistema panoestroturado 2
(52 e controle.

Grupos Medianas — 4 horas Medianas — 72 horas
o e 1.0 0,0
52+ 15 ' 0,66 ' 0,0

51 0,0 0.0

52 ' 0,33 ' 0,0
Controle ' o ' 0.0

p =006 parairitabilidade primaria apas 4 horas; e p= 021 parairritabilidade primaria apds 72
horas (valores dezcritos pelo teste de Krugeall- v alliz).
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Tabela 2. Mediana fid) e Soma dos Banks (SR) do eritema, na irritabilidade
cumulativa, segundo a andlise da escala de Drajze, nos tratamentos com
sistema paneestrupirade 1 (511 + ultra-zom (U], sistema panoestrupirade 2
(521 +  ultra-zom  (US),  sistema papeestrufurade 1 (31),  sistema
nangestiuturado 2 (521 e o controle.

Lria =1+ LUsF 2+ UsE =1 = Controle
g (=R) hd (=R Il (=F) hid CxRY | hd (SR
1 UFaiara UAaiara Ui/ aia U2aiEra ANy
7 LR F=)] 1T{1] UBE(TEI b | OEdT2aib | Ol
3 1] R =) OREEY | UBECe | U]
& TAAEAY AR T TA] O
& T2dEEY | TEE ) T2 | T2 U
B TEEZEY | THEE () TiEY T Ui
; e o Y TiHmaT T U
o 2EIAT | L TiEAT TiEa U
N B 1) N =} TAIETAY | TAEETAY U
10 2iEra | 21 TEdEEEY | T2 e Ui

T [ Z2AdE2a1ab | 2 Baja | 123(A) | 1240 | U]
T [ZAdEEaan | 2 Eeala | TdmEaal 1A a ]
T4 [ZAdESAT AL 2 EEaTa | TAFEIAE | A3 E0Aa | U]
T [ ZAEEeTab | 2 EYsTa | BB ab  TBEEEI a b Uil)
T8 | ZAdEEA A b ditdala | TEE(EN ab  TBE(EE) abe U]

Letras kgnak ldicam diferenga estletca e atre of dias o < 005, pek Teste de Bak,
“ puakor aprezertado 13 Andlle Tez® de Fredma) p< 00001
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Tabela 3. Media e Desvio Padrao do ndmero dos diferentes tipos celulares
encontrados na denme papilar noma ares de 12600 pm® dos grupos
experimentais, controle,  sisterma panoestruturado 1 (51),  sistema
nanoestruturado 1 {513 + Ultra-Som (JS), sistema nanoestruturado 2 (82);
sisterna nanoestruturado 2 (S2) + Litra-Sorm (US).

Fibrablastios Leucacitos Fibracitos
*p=0,001%5) *p=0,0109) *{p=0,210%)
. Desy. . Desy. . Desy.
Medias % Medias N Medias 7
Fadrao Fadrao Fadrao
Contrale 2003 0,23 044 a 0,23 R T 0,51
51 279 b 0,51 0,81 ah 0,13 3944 0,26
S1+U5 272hc 0,34 1,00 b 0,32 603 0,149
52 222 ah 0,41 0,82 ah 0,20 3683 0,18
S2+)5 J04c 0,14 1,08 b 0149 344.a 0,34

Madias seguidas de letras iguais nao diferem entre si @ medias seguidas de letras diferentes
difarem entre =i pelo Teste de Tukey (p = 005
T powalor de ANDWES F
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