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Resumo

Estudos demonstram que a administragdo transdérmica de principios ativos terapéuticos oferecem muitas vantagens, pois utilizam
a pele como via de entrada para substincias que proporcionem beneficios em fungdo de seus compostos. Sendo assim, justifica-se o
interesse e o crescimento de pesquisas que visam a descobrir formas de quantificar e potencializar a permeagdo de substincias na
pele. O microagulhamento é uma dessas técnicas utilizadas recentemente, pois tem como objetivo a cria¢do de microrupturas na
pele, penetrando suas barreiras. O dcido ascorbico é um ativo farmacologico que, quando associado a técnica de
microagulhamento, possui agdo antioxidante, formadora de coldgeno e inibidora da melanogénese. Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi verificar e analisar a retengiio e permeagio do Acido Ascorbico 5%, associado ao microagulhamento em sistema de
disfungdo vertical. Os resultados mostraram que as micropunturas sao efetivas no que diz respeito a ampliar a retengdo do ativo em
todas as camadas da pele no tempo de 30 minutos, entretanto, a permeacgdo foi maior no grupo tratado em relag@o ou controle no
tempo de 15 minutos.
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Abstract

Studies demonstrate that the transdermal administration of therapeutic active ingredients offer many advantages once the skin is
used as a gateway for substances that provide benefits depending on their compounds. This may justify the interest and the growth
of researches that seek to discover ways to quantify and potentiate the permeation of substances in the skin. Microneedling is one of
the techniques recently used since it aims to create microruptures in the skin, penetrating its barriers. Ascorbic acid is a
pharmacological active that associated with the microneedle technique, has antioxidant, collagen-forming and melanogenesis
inhibiting action. The objective of this study was, therefore, to verify and analyze the retention and permeation of 5% Ascorbic Acid
associated to microneedling in a vertical dysfunction system. The results showed that micropunctures are effective in increasing the
retention of the active in all the layers of the skin in the time of 30 minutes, however, the permeation was greater in the treated
group in relation or control in the time of 15 minutes.
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1 Introducao



A membrana cutdnea ¢ as estruturas anexas sdo os dois principais componentes do sistema
tegumentar. A membrana cutanea, também conhecida como pele, ¢ composta pela epiderme e, logo
abaixo, a derme. Em seguida encontramos a hipoderme, a qual separa o tegumento dos tecidos e
orgdos. A epiderme ¢é subdividida em camada coérnea, camada lucida e granulosa. No estrato corneo na

qual s@o encontrados os queratinocitos (MARTINI et al., 2013).

Dentre as iniimeras funcgdes atribuidas ao sistema tegumentar na atualidade, destaca-se a
possibilidade de constituir-se como via de entrada para substancias terapéuticas. Entretanto, a eficiéncia
na liberagdo, retengdo ¢ permeagao através dessas camadas da pele podem ser percebidas como barreiras
na entrega dos principios ativos até o tecido alvo. Pensando nisso, estdo sendo desenvolvidas diversas
estratégias que venham a promover tal entrega com éxito, como, por exemplo, a iontoforese, a fonoforese,

a eletroporacdo e o microagulhamento (BANGA, 2009).

Os pesquisadores Orentriech e Orentreith foram os pioneiros na pesquisa sobre a utilizagdo de
agulhas com o intuito de estimular a produ¢@o de coldgeno. Atualmente tem sido proposta a utilizagdo de
microagulhas, gerando micropunturas que atingem a derme, gerando sangramento, estimulo inflamatério
e consequente produgdo de coldgeno. A indugdo percutdnea de colageno (IPC) inicia com o
atravessamento da barreira cutanea, visando a dissociagdo dos queratindcitos. Isto resulta na liberagdo de
citocinas como a interleucina, o que gera vasodilatagdo dérmica e migracdo de queratindcitos para

restaurar o dano (BAL, et al., 2008; FERNANDES, 2006).

A partir desta lesdo controlada, investigagdes também tem demonstrado que a referida técnica
pode ser usada no que diz respeito a ampliar a permeacao transdérmica de principios ativos (LIMA, et al.,

2015)

O 4cido ascorbico ¢ estudado por ser precursor de processos quimicos, biologicos e
fisiologicos. Dentre os seus papeis no organismo, podemos relacionar suas agdes com o sistema imune,
formacdo de coladgeno, absorcdo de ferro, entre outros. Este ¢ um composto natural, que pode ser

encontrado em frutas citricas e vegetais (LIMA, ET AL., 2009).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi verificar e analisar a retengdo e permeacdo do Acido

Ascorbico 5%, associado ao microagulhamento em sistema de disfungdo vertical.

2 Metodologia

Os ensaios experimentais foram realizados in vitro a partir de uma célula de difusdo tipo Franz,
sendo que as amostras utilizadas para a analise foram obtidas a partir do gel de hidroxietilcelulose
associado ao principio ativo acido ascorbico 5%. O microagulhamento foi aplicado em biomembrana de
pele de suino sobreposto a referida célula, que posteriormente recebeu o ativo para avaliagdo de

permeagdo e retengdo nos tempos de 15 ¢ 30 minutos.



2.1 Aplicacio do microagulhamento in vitro

O aparelho de microagulhamento (FIGURA 1/A) utilizado para a pesquisa foi fornecido pela
empresa Molior Ltda., sendo este de 0,50 milimetros. Cabe ressaltar que nos grupos tratados com
microagulhamentos o rolo foi transpassado sobre a pele de suino por 10 vezes, imediatamente antes da
aplicagdo do acido ascorbico, em diferentes dire¢des (FIGURA 1/B), sendo elas na horizontal, vertical e

diagonal direita e esquerda, conforme descrito por Doddaballapur (2009).

FIGURA 1/A: Aparelho de microagulhamento

FIGURA 1/B: Diregdes da aplicagdo do microagulhamento

2.2 Analise da permeacdo do acido ascorbico

O estudo da permeacdo do acido ascorbico foi realizado a partir de uma célula de difusdo

vertical tipo Franz (FIGURA 2), com solugdo receptora seguindo os preceitos do FDA (Food and Drug



Administration), com agua e alcool etilico 99,5% (Nuclear) 1:1. Com a finalidade de separar o meio
doador do receptor, utilizou-se uma pele suina previamente preparada. E importante enfatizar que esta
célula esteve em banho termostatizado, com agua aquecida a 37°C, a fim de simular a temperatura
corporea; apés, ela foi disposta sobre um agitador mecanico, pois dentro do compartimento receptor foi

colocado um agitador magnético a fim de manter a homogeneidade da amostra.

Foram realizadas analises com e sem aplicacdo da técnica de microagulhamento, a partir de
varreduras espectrofotométricas 190 a 990 nm, nos tempos de 15 ¢ 30 minutos, em triplicata. A absor¢do
do composto ocorre no comprimento de onda préoximo a 254 nm como a regido de absorbancia maxima.

Os ensaios foram obtidos por meio de um espectrofotometro Cary 100 Bio UV/Vis.

FIGURA 2: célula de difusdo vertical tipo Franz

2.3 Analise de retencio acido ascorbico através da biomembrana de pele de suino

Para detectar a retencao in vitro do acido ascorbico foram utilizados os mesmos pardmetros da
espectrofotometria supracitados, bem como respeitados os mesmos tempos e sistematica de difusdo

vertical.

No caso de retenc@o na epiderme, utilizou-se o sistema de 12 fitas de 3 cm de comprimento e 1
cm de largura, sendo que a primeira foi descartada e as outras 11 foram utilizadas para a realiza¢do da
analise. Todas foram posicionadas no mesmo local, no qual h4 simulagdo de um processo de “depilagdo”
para a retirada do extrato corneo. As fitas foram colocadas em um Becker, ao qual se misturou uma
solucdo de 4 ml de metanol com 4gua, posicionado no agitador magnético para manter a homogeneidade
da amostra e, por fim expor, a um banho termostatizado com agua aquecida a 37°C, durante 30 minutos

(DE ROSA, ET AL., 2000).

Ainda na avaliacdo de reten¢do na derme e na epiderme, as amostras foram separadas e

colocadas em distintos Beckers. Também se adicionou uma solu¢do de 4 ml de metanol com agua, que



em seguida foi posicionada sobre o agitador magnético e exposta ao banho termostatizado com agua a

temperatura corporal de 37°C, durante 30 minutos.

2.4 Procedimentos para analise dos dados

Os resultados foram expressos em média “£” de erro padrio da média (EPM). Para os
parametros com dois grupos, foi utilizado o teste de ¢ de Student. Em todos os casos os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. Todas as andalises foram realizadas utilizando

o software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao 18.0.

3 Resultados

Os resultados serdo apresentados e discutidos seguindo a logica da anatomia do sistema
tegumentar, iniciando pela retengdo no extrato corneo e seguindo pelo restante da epiderme ¢ a derme, até

chegar as andlises de retengdo.

Acompanhando a metodologia descrita, comparamos, em um primeiro momento, a retengdo do
acido ascorbico no estrato corneo. Os resultados da figura 3 mostraram que ndo existe diferenga em
termos de retengdo no extrato corneo no tempo de 15 minutos, entretanto, em 30 minutos o

microagulhamento ampliou de 0,026 mg.L" para 0,35 mg.L" a reten¢do do 4cido ascorbico.
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Figura 3 - Analise da retengdo de acido ascorbico no extrato corneo com ¢ sem a utilizagdo do

microagulhamento nos tempos de 15 e 30 minutos. Dados expressos em +£ SEM. * p<0.05 vs controle.



O estrato corneo ¢ parte mais externa da pele. Teoricamente, para que as substancias terapéuticas
cheguem ao seu tecido alvo, elas devem ultrapassar o estrato corneo e chegar com facilidade as estruturas
adjacentes, ou seja, nas demais camadas da epiderme (basal, espinhosa e granulosa). Neste sentido,
avaliamos a reteng@o do acido ascorbico nestas estruturas com tempos de 15 ¢ 30 minutos. Comparando o
grupo microagulhamento com o grupo de controle, os resultados mostraram que a técnica foi efetiva

apenas no tempo de 30 minutos, na qual a retengdo do ativo foi de 0,11 mg.L"' para 0,23 mg.L".
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Figura 4 - Andlise da reteng@o do acido ascorbico na epiderme com e sem a utilizagdo do

microagulhamento nos tempos de 15 e 30 minutos. Dados expressos em = SEM. * p<0.05 vs controle.

Um dos sitios alvos terapéuticos do acido ascorbico ¢ a derme, uma vez que o ativo tem
atividade antioxidante, que se configura um papel importante da produgdo de colageno por atuar como
inibidor da melanogénese. Além disso, essa camada da pele ¢ a ultima barreira para que as substancias
possam efetivamente permear. Avaliamos a retengdo da molécula em estudo na derme; os resultados,
conforme figura 5, seguiram a logica dos demais ensaios de retengdo supracitados, nos quais o tempo de
30 minutos proporcionou retengdo média de 0,14 mg.L"' no grupo controle e de 0,29 mg.L"' no grupo

tratado.
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Figura 5 - Analise da reteng@o do acido ascorbico na derme com e sem a utilizagdo do microagulhamento

nos tempos de 15 e 30 minutos. Dados expressos em + SEM. * p<0.05 vs controle.

Por fim, avaliamos a permeagdo do acido pela pele. Os resultados desta analise (FIGURA 5)
mostraram que o microagulhamento foi eficaz em 15 minutos, quando o grupo de controle teve
permeagdo de 0,002 mg.L"' e no grupo tratado de 0,004 mg.L", contudo, a mesma diferenca nio se

manteve em 30 minutos.
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Figura 5 - Analise da permeagdo do acido ascorbico com e sem a utilizacdo do microagulhamento nos

tempos de 15 e 30 minutos. Dados expressos em = SEM. * p<0.05 vs controle.

Acreditamos que nossos resultados estdo amparados em estudos que caracterizam as agulhas
como recursos que t€m a capacidade gerar, no sistema tegumentar, multiplas micropunturas longas o
suficiente para atingir a derme, sendo estas capazes de facilitar a veiculagdo de ativos como, por exemplo,

o retinol e a vitamina C (LIMA, ET AL., 2013). Cabe ressaltar que pontos obscuros se fazem presentes



nesta pesquisa, ndo existindo amparo na literatura para discutir o resultado néo significativo de permeagio
em 30 minutos do acido ascorbico no grupo tratado, uma vez que esta diferenga se fez presente no tempo

inicial. Sendo assim, mais investigagdes sdo necessarias, ampliando principalmente os tempos de analise.

Consideracoes Finais

Os resultados demonstraram, que neste modelo experimental, o microagulhamento tem a
capacidade de ampliar a retencdo do acido ascérbico no estrato corneo, na epiderme e na derme no tempo
de 30 minutos apos a aplicagdo da técnica em 97%, 209%, 207% respectivamente. Contudo, ainda se
pode evidenciar, que a micropuntura tem a competéncia de ampliar a permeagdo do ativo para o meio
receptor no tempo de 15 minutos quando comparado com o grupo controle em 200%, sendo que, esta
diferenca de incremento nao se manteve no tempo de 30 minutos. Ressaltamos, que mais estudos devem
ser realizados, no sentido de ampliar o entendimento do real efeito do microagulhamento na permeagao ¢

retencao do acido ascorbico, principalmente a partir de maiores tempos de avaliagao.
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