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Resumo da Tese apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos necessarios
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A resposta de irritagdo da pele em testes de contato ¢ frequentemente avaliada
por métodos subjetivos que utilizam escalas baseadas na observagdo visual. Porém, a
utilizacdo de um método objetivo e ndo-invasivo para avaliagdo da irritacdo pode
contribuir para diminui¢ao do risco imposto a homens e animais submetidos ao teste. O
objetivo deste estudo foi investigar a potencialidade do método de espectroscopia por
bioimpedancia baseado na resposta da corrente a excitagdo por degrau de tensdo para
detectar reagdes da pele apos aplicacdo de uma substancia irritante em baixas e altas
concentragdes. Os resultados obtidos com o método desenvolvido foram
correlacionados com a escala visual em 12 humanos (r=0,650) e 30 coelhos (r=0,651).
Observou-se que os valores do indice de impedancia proposto apés a indugdo da
irritacdo apresentaram reducdo estatisticamente significativa (p<0,05) quando
comparados com os valores obtidos antes da aplicacdo do irritante, inclusive nos locais
da pele onde nao foram observadas reagdes visuais indicando que o método utilizado ¢
mais sensivel do que o método subjetivo por ter identificado a presenca de irritagdo na
auséncia de sinal visual. Baseado nos achados do estudo ¢ possivel concluir que o
método de impedancia ¢ capaz de detectar a irritacdo da pele sugerindo que pode ser
utilizado para medir alteragdes induzidas por substincias irritantes em baixas

concentragoes.
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Skin irritant reaction in contact test is frequently assessed by subjective methods
trough visual scales. Although, the use of objective and non-invasive methods can
contribute to reduce the risk imposed to animals and humans. The aim of this study was
to investigate the potential of impedance spectroscopy based on current response to
voltage step in detection of skin reaction after irritant substance application in low and
high concentrations. Results obtained with the method were compared with visual score
in 12 humans (r=0.650) and 30 rabbits (r=0.651). It was observed that the impedance
index values obtained after induction of irritation showed a statically significant
reduction (p<0.05) when compared with values obtained before irritant application,
even on sites where it was not possible to identify visual reactions indicating that the
used method was more sensible than subjective method since it detected the presence of
irritation in the absence of visual signs. Based on these findings, it is possible to
conclude that the impedance method is able to detect skin irritation and could be used to

measure alterations induced by irritant substances in low concentrations.
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CAPiTULO 1

INTRODUCAO

A pele ¢ reconhecida como o maior 6rgao do corpo e sua principal fungao
mecanica ¢ delimitar o organismo, protegendo-o contra agentes do meio externo

(AZULAY & AZULAY, 1999a).

Sua larga superficie estd constantemente exposta a fatores fisicos e quimicos.
Agentes infecciosos e alergénicos podem desencadear uma reacdo cutdnea muito
comum na area dermatoldgica conhecida como Dermatite de Contato por Irritante
(DCI), caracterizada por uma reacdo ndo imunoldgica na pele decorrente do contato

com uma substancia irritante (solventes e detergentes).

A histéria médica e o exame clinico constituem ferramentas importantes no
diagnostico dermatologico. O método mais utilizado na avaliagdo clinica dos testes de
contato ¢ baseado na leitura visual do grau de irritagdo (visual scoring). Porém, tal
método apresenta algumas desvantagens, tais como: variagdo interindividual entre os
observadores, necessitando de maior tempo de treinamento; subjetividade; sistema de
pontuagdo simplificado e a impossibilidade de quantificagdo continua da irritagao
(KUZMINA et al., 2003; GOON et al., 2004). E sabido que sinais macroscopicos
como edema e eritema sdo relativamente tardios. Devido a subjetividade da avaliagdo,
o resultado do teste se torna algumas vezes ndo confidvel, dependendo de fatores

como cor da pele do paciente e a habilidade do examinador.

Durante as ultimas décadas, técnicas de bioengenharia tém sido utilizadas no
campo experimental da dermatite de contato, proporcionando dados objetivos e

quantitativos, assim como detectando alteragdes da pele no estagio subclinico. Todos



os métodos de bioengenharia cutanea sao baseados em um principio fisico particular
para avaliar um fendmeno biologico resultante de eventos complexos (KUZMINA et

al., 2003).

Embora os métodos ndo-invasivos em dermatologia sejam empregados desde
o inicio do século XIX, o interesse em desenvolver "novas" técnicas comecgou durante
a década de 70 do século XX, quando o termo “bioengenharia da pele” foi introduzido
para a aplica¢do da engenharia em dermatologia e cosmetologia. Em 1976 foi fundada
a Sociedade Internacional de Bioengenharia da Pele (ISBS — International Skin
Bioengineering Society) para auxiliar no desenvolvimento de novos instrumentos,
proporcionar um programa de trocas de informagdes e padronizar os métodos

(ELSNER et al., 1998).

O desenvolvimento da bioengenharia tem importincia fundamental na area de
cosmetologia. Antes que novos produtos sejam introduzidos no mercado, o teste
destes cosméticos, assim como de seus ingredientes, ¢ essencial para identificar o
potencial para reagdes cutaneas adversas (irritacdo ou alergia) (ROBINSON &
PERKINS, 2002). Tradicionalmente, testes de irritagdo cutanea t€ém sido conduzidos
em alguns animais que apresentam uma pele mais sensivel que de seres humanos. A
utilizacao da bioengenharia cutanea durante estes testes ndo sé apresenta vantagens no
avanco cientifico, como também nas questdes €ticas, por possibilitar a monitoracao de

alteragdes funcionais e estruturais da pele no estdgio subclinico, reduzindo desta

forma, o risco potencial imposto aos animais.

De acordo com ELSNER et al. (1998), as técnicas de bioengenharia nao-
invasivas sdo indispensaveis no desenvolvimento de drogas e cosméticos, assim como
na clinica dermatoldgica. Tais técnicas permitem aos pesquisadores estudar a
estrutura e a fungdo do tecido epitelial de revestimento humano de forma quantitativa

e qualitativa.

As técnicas de bioengenharia tém crescido e varios instrumentos comerciais sao
utilizados nos laboratérios dermatologicos. Enquanto muitos aparelhos ainda estdo
sendo utilizados em experimentos, a tecnologia avanca rapidamente, sendo
confirmada pelo aumento do uso de imagens de ultra-som e microscopia da superficie

da pele na pratica clinica.



Vérios métodos propostos para avaliacdo nado-invasiva da pele ja estdo
disponiveis no mercado. Dentre os mais estabelecidos encontram-se a “Perda de dgua
transepidérmica”, a “Capacitancia Elétrica de Hidrata¢do” e a “Fluxometria a laser-
Doppler” (ELSNER et al., 1998). Alguns destes, porém, apresentam desvantagens
como, por exemplo, interferéncia de fatores ambientais e efeitos psicologicos e

fisiologicos do individuo.

Um método que vem sendo recentemente utilizado ¢ baseado nas alteracdes
dos parametros de impedancia elétrica da pele decorrente do processo de irritagdo.
Medidas precisas de impedancia fornecem informacgdes significativas sobre a
propriedade elétrica do material bioldgico sob investigagdo, auxiliando no diagnostico
clinico.

A impedancia elétrica reflete alteracdes no espaco extracelular e proporciona
uma estimativa do grau de edema causado pela resposta inflamatoria (OLLMAR &
EMTESTAM, 1992). Baseado nesta afirmativa, Ollmar e colaboradores
desenvolveram um Monitor de Impedancia para Caracterizagcdo de Superficie da Pele
(SCIM). O instrumento grava o espectro de impedancia, magnitude e fase, em 31
freqliéncias distribuidas logaritmicamente na faixa de 1 kHz a 1 MHz. O indice de
impedancia ou irritacdo (IX) desenvolvido por Ollmar e colaboradores deriva da razao
dos valores de impedancia obtidos em duas freqiiéncias fixas, onde a baixa freqiiéncia
(20 kHz) esta relacionada com o espaco extracelular e a alta freqiiéncia (500 kHz)
representa o volume total do tecido.

Uma vez que este indice de irritagdo (IX) reflete apenas um aspecto da
impedancia, quatro novos indices de impedancia foram introduzidos (indice de
magnitude, indice de fase, indice da parte real e indice da parte imaginaria). O indice
da parte real reflete alteragdes principalmente na condutividade, enquanto que o
indice da parte imaginaria reflete alteragdes na reatancia. O indice de magnitude
descreve a impedancia no espaco complexo, que aumenta se as partes real e
imaginaria mudam na mesma dire¢do e propor¢do. O indice de fase aumenta se as
partes real e imaginaria mudam em dire¢do e/ou proporg¢ao diferentes.

Apesar do avango no diagndstico dermatoldgico através da técnica de
impedancia bioelétrica, ainda existem campos sem resposta como a possibilidade de
quantificagdo do estado da pele em reagdo a uma substincia irritante. E possivel

predizer o potencial de irritagdo de um produto cosmético ou medicamentoso através



de parametros de impedancia bioelétrica? Como desenvolver uma técnica quantitativa

adequada inclusive para casos subclinicos? Existem questdes clinicas que podem ser

mais bem respondidas com a quantificagdo das reacdes dermatoldgicas?

Para contribuir para as respostas destas perguntas este trabalho avaliou uma
técnica de espectroscopia de impedancia elétrica para detectar a resposta da pele
induzida por varias concentragdes do irritante (Lauril Sulfato de Sodio - SLS). A
técnica de impedancia ¢ baseada na resposta da corrente a uma excitagdo por degrau
de tensdo (NEVES & SOUZA, 2000).

Alguns objetivos especificos abordados na busca das respostas as perguntas
colocadas foram:

e Construir um sistema de aquisicao de dados para determinagao dos parametros de
bioimpedancia da pele;

e Realizar um experimento piloto que respondesse a questao da exeqiiibilidade de
quantificagdo de alteragdes dermatologicas através da impedancia bioelétrica;

e Investigar modelos elétricos adequados a caracterizacao da pele;

e Associar as alteracdes dos parametros de impedancia com as alteragdes
fisiologicas da pele decorrente da irritagdo provocada por aplicagdo Unica e
cumulativa do irritante;

O método proposto foi avaliado através da comparacdo dos resultados da
impedancia da pele com os do método visual. Posteriormente foi pesquisada uma
contribuicao clinica relevante, como a habilidade da bioimpedancia em identificar a

protecdo da pele contra irritagdo decorrente da aplicacao de um hidratante.



CAPITULO 2

DERMATOLOGIA E COSMETOLOGIA

2.1 Estrutura e func¢oes da pele humana

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano com uma superficie de
aproximadamente 1,8 m? e corresponde a 15% do peso corporal. Consiste em uma
membrana de dupla camada que delimita o organismo protegendo-o através das
inimeras fungdes de relagdo com o meio externo. E um o6rgdo que apresenta certo
grau de impermeabilidade, cuja maior funcdo ¢ a conservacdo da homeostasia
(termorregulacdo, controle hemodinamico e excrecdo de metabolitos). A presenca de
elementos do sistema nervoso situados na derme faz com que seja considerada como
um orgao de informagdes sensoriais (calor, frio, pressdo, dor e tato). Dentre outras
fungdes apresentadas pela pele podem-se destacar: defesa contra elemento fisico,
quimico (queratinizagdo e manto lipidico) e imunoldgico (anticorpogénese); controle

do fluxo sanguineo e capacidade renovadora e reparadora.

Pode ser dividida em duas partes, a camada mais externa sendo representada

pela epiderme e a mais interna pela derme que cobre o tecido celular subcutaneo

(Figura 1).



Epiderme

Derme

Hipo-
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Figura 1 — Ilustragdo da estrutura da pele humana: epiderme, derme e hipoderme (extraido de
www.saudetotal.com)

2.1.1 Epiderme

E a camada mais externa da pele e constituida por células epiteliais
(queratindcitos). Estas células sdo produzidas na camada mais inferior da epiderme
(camada basal ou germinativa) e em sua evolugdo em dire¢do a superficie sofrem um
processo de queratinizagdo ou corneificagdo, que da origem a camada cornea. Esta
camada ¢ composta basicamente de queratina, uma proteina responsavel pela
impermeabiliza¢ao da pele. A renovagdo celular constante da epiderme faz com que
as c€lulas da camada coérnea sejam gradativamente eliminadas e substituidas por

outras (Figura 2). Este processo ocorre em quatro semanas em uma pele saudavel.

—

Figura 2 - Processo de renovacgdo cutanea (extraido de www.saudetotal.com).



2.1.1.1 Camadas da epiderme

A epiderme ¢ composta por quatro camadas que podem ser observadas na
Figura 3. A camada basal, também chamada de camada germinativa, ¢ formada por
células altas, que se dividem por mitose e sdo as responsaveis por renovar as células
da epiderme. Atua como filtro semipermeével para trocas necessarias entre as células
da derme e epiderme.

As células da camada espinhosa sao mais cuboidais (células de Malpighi) e
apresentam projecdes citoplasmaticas que ancoram as células umas as outras, dando
resisténcia ao atrito.

As células da camada granulosa sdo poligonais, mais achatadas, e tém
granulos grosseiros em seu citoplasma (querato-hialina) que sdo precursores da

queratina do estrato corneo.

A camada mais superficial é formada por células em forma de placa, os
queratinocitos, que correspondem a camada cérnea, formada por células mortas e
achatadas que se dispdem como placas empilhadas. A espessura desta camada varia
com a regido do corpo sendo mais espessa nas regides palmoplantares. Apresenta

funcdo protetora contra agressoes fisicas, quimicas e bioldgicas do meio ambiente.

Camacda comea

Camada granulosa nEpidenne
Camada espinhosa
Camada Bagal

Wasos
gangilineos

Figura 3 — Camadas da epiderme (extraido de www.saudetotal.com).

Além dos querandcitos também sdo encontrados na epiderme: os melandcitos,
que produzem a melanina (pigmento que da cor a pele) e as células de defesa

imunologica (células de Langerhans).



2.1.2 Derme

Esta camada ¢ localizada entre a epiderme e a hipoderme e ¢ responsavel pela
resisténcia e elasticidade da pele. E constituida por tecido conjuntivo (fibras colagenas
e elasticas envoltas por substancia fundamental), vasos sangiiineos e linfaticos, nervos
e terminagdes nervosas. O limite da derme com a epiderme ¢ formado por papilas
dérmicas (camada papilar), que correspondem a reentrancias na epiderme. A camada
papilar estd ligada com uma camada mais profunda e mais espessa denominada

camada reticular (Figura 4).

Derme

Figura 4 - [lustracdo de camadas da derme (extraido de www.saudetotal.com).

Na derme estdo presentes os anexos cutaneos derivados da epiderme: unhas,
pélos, glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas. A abertura dos foliculos
polissebaceos (pélo e glandula sebacea) e das glandulas sudoriparas na pele formam

os orificios conhecidos como poros.

e As unhas sao formadas por células corneificadas (queratina) localizadas na
falange distal dos dedos. Formam laminas de consisténcia endurecida que confere
protecdo a extremidade dos dedos das maos e pés. A unha cresce através da raiz,
ou matriz, a partir da diferenciacdo de células epiteliais de forma similar a

epiderme, fazendo com que a unha deslize gradualmente sobre o leito ungueal.



Os pélos estdo presentes por quase toda a superficie cutanea, exceto nas regides
plantares e palmares. Podem ser mintsculos e finos (lanugos) ou grossos e fortes
(terminais). Sao constituidos de queratina e se desenvolvem a partir de uma

invaginagdo da epiderme, o foliculo piloso.

As glandulas sudoriparas produzem o suor e t€ém grande importancia na regulagao
da temperatura corporal. Existem dois tipos: as écrinas, que sdo mais numerosas,
existindo por todo o corpo e produzem suor, um fluido constituido de dgua, sodio,
potassio, cloretos, uréia, amoOnia e acido Urico; e as apocrinas, existentes
principalmente nas axilas, regides genitais ¢ ao redor dos mamilos. Sao
responsaveis pelo odor caracteristico do suor quando a sua secre¢do sofre

decomposicao por bactérias.

As glandulas sebaceas desembocam na por¢do terminal dos foliculos pilosos e
produzem a oleosidade ou o sebo da pele. Mais numerosas e maiores na face,
couro cabeludo e porgdo superior do tronco, ndo existem nas regioes palmares e

plantares. A oleosidade da pele tem agdes bactericidas e antifingicas.

Além dos anexos cutaneos, sdo encontrados varios receptores nervosos que

caracterizam a pele como um 6rgdo sensorial capaz de identificar percepgdes como

dor, temperatura, pressao e tato.

2.1.2.1 Regulagdo da temperatura

O organismo humano estd adaptado para funcionar de forma otimizada a

temperatura de 36,5° C. O aumento da temperatura corporal ocasiona a necessidade de

dissipagdo do calor que ¢ feita através da producdo do suor pelas glandulas

sudoriparas. A evaporagdo das gotas de suor ¢ um fendmeno fisico onde ocorre uma

mudanga de um estado liquido para gasoso. Esta mudancga requer energia que ¢ obtida

da superficie da pele ocasionando seu resfriamento.

2.1.3 Hipoderme

Também chamada de tecido celular subcutaneo, por ser a por¢ao mais profunda da

pele, a hipoderme ¢ composta por feixes de tecido conjuntivo que envolvem células

gordurosas (adipécitos) e formam lobos de gordura (Figura 5). E formada por um



tecido conjuntivo frouxo que une a derme aos outros 6rgaos do corpo, permitindo que
a pele tenha certo grau de deslizamento, variavel com a regido do corpo. Sua estrutura

fornece protecdo contra traumas fisicos (AZULAY & AZULAY, 1999a).

'Hipoderme

Figura 5 — Ilustragdo da hipoderme (extraido de www.saudetotal.com).

2.1.4 Emulsao Epicutanea

A emulsdo epicutdnea da pele consiste de sebo excretado pelas glandulas
sebaceas e componentes do suor. Esta emulsdo fornece protecdo a pele contra o
ressecamento e penetracdo de microorganismos devido a existéncia de uma barreira
acida natural. Qualquer alteracdo da emulsdo epicutanea pode causar problemas a pele
tais como irritagdo e doencas cutdneas. O equilibrio desta emulsdo pode ser
perturbado apenas com a limpeza da pele. Porém, em peles saudéaveis esta alteragao ¢
restaurada, uma vez que as glandulas sebaceas iniciam sua funcdo instantaneamente
(BARNHILL, 2004).

A composi¢do da emulsdo epicutdnea varia e ¢ dependente de diversos
parametros, sendo a camada cornea (estrato corneo) o fator mais importante para o
equilibrio da emulsdo, ja que as camadas internas da pele estdo sempre hidratadas.
Quanto maior o conteudo de dgua do estrato corneo, maior o equilibrio da emulsdo
epicutanea.

O pH da pele constitui um outro fator que influencia no equilibrio da emulsao.
O valor do pH ¢ determinado pelas substancias soluveis em dgua presentes na camada
cornea, pela secrecao da transpiragdo, pelo sebo e pela excrecao de acido carbdnico. A
média de valores para mulheres ¢ de 5,5 e para homens de aproximadamente 5,0

(COURAGE & RICHTER, 1999). Estes valores variam de acordo com a area da pele
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e fatores externos diversos. Porém, o pH normal da pele se encontra sempre na faixa
acida provocando um efeito bactericida e fungicida.

A utilizacdo permanente de alguns cosméticos e produtos farmacéuticos ou
quimicos pode irritar a pele ou causar envelhecimento precoce. Normalmente,
solucdes de sabao apresentam valores de pH acima de 7. Apos a lavagem destas
solucdes, a pele saudavel obtém o valor normal de pH em aproximadamente cinco
horas (COURAGE & RICHTER, 1999). A pele sensivel ajusta o valor de pH por um
periodo mais prolongado causando uma influéncia negativa na fun¢do de protecdo
contra microorganismos. A utilizagdo de sabdes nao-alcalinos (neutros ou levemente
acidos) elimina a influéncia negativa do sabao na pele sensivel.

Na drea dermatolégica ha grande interesse no equilibrio da emulsdo
epicutnea. As técnicas de bioengenharia sdo utilizadas para detectar as alteragdes da
funcdo da barreira cutdnea que podem ser observadas no inicio do processo através de
medidas de hidratacdo, sebo e pH. Tais técnicas também podem ser utilizadas para

testar a eficécia de produtos cosméticos e farmacéuticos.

2.1.5 Influéncia fisiologica da pele

O mecanismo de regulagdo de temperatura corporal influencia a hidratacdo da
pele. Se a temperatura corporal for maior do que a temperatura do ambiente, o
organismo equilibra esta diferenga através da evaporagdo da dgua. Sob condi¢cdes
climaticas normais (20° C, 40-60% de umidade relativa), a regulacdo da temperatura €
feita principalmente pela evaporagdo. As principais formas de excrecdo da agua
corporal sdo através da urina, respiracdo e pele (evaporacdo) e estes processos sao
importantes para o equilibrio da dgua que ¢ indispensavel para o revestimento da
barreira da epiderme.

A regido do corpo medida também influencia o valor de hidratacdo devido a
espessura da pele e a atividade das glandulas sudoriparas. Os valores de hidratacao
sao altos na fronte e na palma das maos, enquanto que no brago, a poucos centimetros
as maos, a pele ¢ seca (COURAGE & RICHTER, 1999).

As glandulas sebaceas podem ser encontradas em toda superficie da pele.
Porém, a quantidade de sebo varia em diferentes partes do corpo. A maioria das
glandulas sebaceas pode ser encontrada na zona-t da face (fronte, nariz e queixo),

couro cabeludo, parte superior do dorso e peito.
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O valor do pH aumenta com a idade e varia consideravelmente em diferentes
regioes do corpo. No peito, por exemplo, o valor de pH ¢ maior do que na fronte ¢ a
sola dos pés apresenta os maiores valores de pH (COURAGE & RICHTER, 1999).

A hidratagdo, o conteudo de sebo e o valor do pH variam com a idade. A
hidratag¢do da pele da crianga € baixa e atinge seu valor maximo em um adulto de 20 a
40 anos. A partir desta idade, a hidratagdo se torna baixa novamente devido a
diminui¢do da capacidade de estocar dgua do estrato corneo (COURAGE e
RICHTER, 1999).

A pele de um adolescente € mais oleosa do que de uma crianca devido a maior
secrecao de sebo que € controlada por hormonios.

O excesso de transpiracdo influencia no equilibrio da emulsdo epicutanea. Por
este motivo, ao fazer medi¢cdes de hidratacdo, conteido de sebo ou pH, ¢
recomendado que o individuo fique em repouso por 10-20 minutos para que a
circulagdo sanguinea alcance os niveis normais, € que se verifique a presenca de

estresse emocional, que aumenta a transpiragao.

2.1.6 Efeitos ambientais

O nivel de hidratacao da pele aumenta com o aumento da umidade relativa do
ar e da temperatura ambiental. As condi¢des ideais de medida sdo temperatura a
aproximadamente 20° C e umidade relativa a aproximadamente 50%. Sendo assim, as
estacdes do ano e o clima influenciam na medida de hidratacdo. Devido a baixa
umidade relativa do ar no inverno, o conteido de d4gua da emulsao epicutanea também
diminui e a pele pode sofrer desidratacdo se a limpeza for excessiva. Durante o verao,
a transpiracdo ¢ maior, porém, devido ao aumento da umidade relativa do ar, a perda
de 4gua pela evaporag@o ¢ menor e o estrato corneo ¢ mais hidratado.

O estilo de vida do individuo, a alimentagdo, o consumo regular de nicotina e
alcool e o uso de produtos farmacéuticos e cosméticos influenciam na emulsdo
epicutanea da pele. O uso de cosméticos baseados em emulsdo dgua/dleo proporciona
mais hidratacdo a pele do que aqueles baseados em emulsdo 6leo/dgua. Em virtude da
composi¢do dos cosméticos, ¢ recomendado um tempo de 30 minutos apds a
aplicacdo do produto para medir a hidratacdo da pele a fim de evitar a influéncia do

hidratante.
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2.2 Dermatites ou Eczemas

Correspondem a um grupo de dermatoses pruriginosas de etiologia variada,
localizadas ou dispersas, cuja lesdo elementar ¢ a vesicula. Sao resultantes de agentes
exdgenos (contactantes) ou enddgenos (endoctantes), que podem ser de natureza
fisica até psiquica, e que agem por mecanismos diversos (AZULAY & AZULAY,
1999Db).

A palavra eczema deriva do grego, podendo ser entendido como “estado de
ebuli¢ao” da pele. O termo ¢ amplamente empregado na pratica clinica dermatoldgica
para definir o estado patoldgico da pele em que predominam condigdes inflamatodrias
caracterizadas pelos sinais eritema, edema, vesiculagdo (elevagdo circunscrita com
liquido no interior), secrecdo, infiltragdo e crostas (SAMPAIO et al., 1987). Com o
tempo, a doenca evolui para uma forma mais cronica onde predominam as escamas e
liquenificagdo (aumento da espessura da epiderme), associados sempre ao sintoma
prurido, em intensidades variaveis. Este ¢ causado pela liberagcdo de certas substancias
que excitam as terminagdes nervosas cutaneas, sendo os estimulos levados ao cortex

cerebral.

O eczema ¢ definido como um tipo de resposta inflamatéria da pele onde ha
predominio de infiltrado linfo-histiocitario em torno dos vasos da derme superior, em
associagdo com graus variados de espongiose (edema intercelular) e acantose

(aumento da espessura da camada espinhosa).

Com freqiiéncia os termos “eczema” e “dermatite” sdo usados como
sindonimos, sendo o termo “dermatite” capaz de incluir todos os tipos de inflamagao
cutanea, interpretando-se assim, que todos os eczemas sdo dermatites, mas nem toda

dermatite é eczema.

A classificacdo das formas clinicas de eczema ¢ dificil porque, além da
nomenclatura ser controversa, em muitos casos estao implicadas multiplas causas e/ou

duas ou mais formas podem estar presentes, simultdnea ou seqiiencialmente.

Considerando critérios clinicos e causas, os eczemas podem ser agrupados nos

seguintes tipos principais:
1. Eczema ou Dermatite eczematosa de contato.

2. Eczema ou Dermatite eczematosa atopica.
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3. Eczema ou Dermatite numular.

4. Eczema circunscrito ou Liquen simples.

5. Eczema ou Dermatite eczematosa de estase.
6. Eczema Disidrésico ou Disidrose.

Os eczemas sdo patologias cutaneas muito freqiientes, sendo mais comum o

eczema de contato; seguido pelo atopico, sendo os demais tipos mais raros.

2.2.1 Eczema de Contato (Dermatite de Contato)

Por constituir a forma mais comum das dermatites e por ser a manifestagao
clinica observada durante o estudo, o detalhamento da dermatite eczematosa se

concentrara apenas no eczema de contato.

Existem quatro tipos de dermatite de contato com etiofisiopatogenias distintas:
dermatite de contato alérgica (DCA), dermatite de contato fototoxico (DCFT),
dermatite de contato fotoalérgico (DCFA) e dermatite de contato por irritacao

primaria (DCIP).

2.2.1.1 Dermatite de contato alérgica (DCA)

A DCA corresponde a uma reagao imunologica, onde ha hipersensibilidade
retardada ou mediada por células (hipersensibilidade tipo IV). A substancia
contactante ¢ capaz de penetrar na pele e estimular o sistema imunologico do
individuo a produzir linfocitos T que liberam vérias citocinas, provocando uma reacao

inflamatoria.

O tempo deste processo sera de poucos dias para alérgenos fortes (sete a
quatorze dias), podendo levar anos para outros antigenos. Em geral, a

hipersensibilidade adquirida persiste por toda vida.

Neste tipo de dermatite, os agentes etiologicos sdo substancias quimicas pouco
complexas tais como os metais cromo (couros), niquel (utilidades domésticas) e
mercurio (remédios); antibidticos (penicilina e neomicina); cosméticos (eosina, fenol,

formol e outros) e objetos plasticos (polietileno, acrilicos, polivinil).
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Clinicamente, a DCA pode apresentar-se de trés formas, sendo que em todas
ha ocorréncia de muito prurido: aguda (eritema, vesiculas, exsudag¢do e crostas);

subaguda (eritema, papulas, escamas e crostas); cronica (liquenificagio).

2.2.1.2  Dermatite de contato fototoxico (DCFT)

E desencadeado por substancias que se transformam em elementos fototdxicos
pela acdo da radiacdo UVA, levando a uma reagdo eczematosa. Nao existe mecanismo

imunolégico na formacao do eczema.

2.2.1.3  Dermatite de contato fotoalérgico (DCFA)

O mecanismo etiopatogénico ¢ o mesmo da dermatite alérgica de contato, com
participacdo da luz solar no desencadeamento do processo. A formagao da reagao
imunolégica do tipo IV necessita da presenca concomitante da radiacdo apropriada e
do fotoaergeno. ApoOs a absor¢do da energia da luz, a substincia ¢ convertida em
molécula em estado ativado. Neste processo, a molécula se une ao carregador proteico
para formar um antigeno completo. Uma vez que o antigeno ¢ formado, o mecanismo

que se segue ¢ o mesmo da DCA.

2.2.1.4 Dermatite de contato por irritagdo primdria (DCIP)

A DCIP ¢ mais comum do que a DCA e de acordo com MATHIAS e
MAIBACH (1978) pode ser definida como “uma reacdo inflamatoria local nao-
imunolégica caracterizada por eritema, edema ou descamacdo, devido a uma tnica ou
repetidas aplicagdes de substincias quimicas ao mesmo local cutaneo”. Geralmente ¢
provocada por substancias alcalinas ou 4cidas fracas que produzem irritagdo cutanea.
Estas substancias, ao entrarem em contato com a pele causam reagdo inflamatoria na
derme e as caracteristicas clinicas surgem horas ap6s o contato com agentes irritantes
fortes ou depois de semanas de contato com agentes irritantes fracos. Ocorre sensagao

de dor e queimagao e o prurido ¢ discreto ou ausente.

A dermatite de contato por irritante primario absoluto ¢ desencadeada pela

acdo caustica de substancias quando em contato com a pele. Ocorre pela capacidade
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da substancia em provocar dano tecidual. Nao existe susceptibilidade individual e os
sintomas surgem abruptamente, havendo melhora rapida ap6s a suspensao do contato.

Geralmente ¢ conseqiiente do contato acidental.

A dermatite de contato por irritante primario relativo ¢ a forma mais
freqliente de dermatite de contato por irritagdo. Pode surgir apds dias, semanas, meses
ou anos de exposicdo ao agente causador. O seu aparecimento depende das
caracteristicas da substancia irritante, do tempo de exposi¢do e da periodicidade do
contato com o agente irritante. A freqiiente exposicdo a agua, sabdes e detergentes

favorecem a irritagao.

r

Uma observagdo importante ¢ que nao héd envolvimento do sistema
imunolégico, e portanto qualquer individuo em contato com as substancias especificas

desenvolvem a DCPI, que fica restrita ao local de contato (SAMPAIO et al., 1987).

Existem variagdes na suscetibilidade dos individuos e de regides do mesmo
individuo que dependem principalmente da espessura da camada coérnea. A
sensibilidade da pele esta relacionada com o grau de queratinizacdo e densidade das
glandulas sudoriparas e foliculos de cabelo (NICANDER, 1998). Com a diminui¢do
da umidade relativa do ar, a pele pode ficar desidratada permitindo a penetracdo de

irritantes através do extrato corneo (Figura 6).

Figura 6 — Atuacao do irritante na pele hidratada (esquerda) e pele desidratada
(direita) (extraido de www.skinmdnatural.com).

A resposta histopatologica na DCPI ¢ caracterizada, em alguns casos, por
alteracdes que ficam limitadas a camada mais superficial da epiderme, enquanto que

em outros casos ha envolvimento de todo epitélio. A resposta ¢ dependente do
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irritante em contato. FARTASCH (1997) mostrou que irritantes diferentes induzem

alteracoes distintas aos componentes do extrato corneo.

Na Figura 7 sdo apresentadas algumas manifestacdes de dermatite de contato

por irritantes primarios. Os irritantes utilizados foram: figura (a) henna; (b)

desodorante e (c) esmalte de unhas.

(a) (b) (©)

Figura 7 — Exemplos de dermatites de contato por irritante primario: (a) henna, (b)
desodorante, (c) esmalte de unhas (extraido de www.dermatologia.net).

a) Irritantes

De acordo com KLIGMAN e WOODING (1967), uma irritagdo primaria

prejudica a pele por agdo citotdxica direta sem sensibiliza¢do prévia.

Dentre os irritantes mais comuns podem-se destacar: tintas de cabelo,
cosméticos em geral (tais como pds, cremes nutritivos e de limpeza), perfumes e
coldnias (desodorantes), depilatdrios, sabdes e esmalte de unhas, 6leos de bronzear e
protetores anti-solares, tecidos como nailon e poliéster, couro de sapatos, pulseiras,

relogios e brincos.

Muitos irritantes primarios tém sido usados para provocar DCPI
experimentalmente, como lauril sulfato de sodio (SLS) e 4cido nonandico.
WAHLBERG e MAIBACH (1980) sugeriram que o irritante selecionado deveria ser
quimicamente bem definido, ndo apresentar valores extremos de pH e ndo causar
toxicidade sistémica, sensibilizacdo, inconveniéncia cosmética ou efeitos

carcinogénicos naqueles expostos ao irritante.

b) Processo de inflamacao
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A inflamagdo ¢ a reagdo do organismo a invasao por um agente infeccioso ou
apenas reacao a uma lesao fisica. Esta reacdo atrai leucdcitos e moléculas plasmaticas

para o local de infec¢do ou dano tecidual.

Durante a reacdo inflamatdria sdo identificados dois eventos diferenciados e

que se relacionam (ABBAS et al., 2000):

Eventos Vasculares

Os eventos vasculares ocorrem na microcirculagdo. O rubor ¢ o aumento de
temperatura local que caracterizam as regides de inflamagdo se devem a maior
quantidade de sangue fluindo através dos vasos locais. O aumento do fluxo sangiiineo,
por sua vez, se deve a uma vasoconstri¢ao arterial, seguida por dilatacdo ativa e
intensa das arteriolas, capilares e veias do local. O edema associado ¢ resultado da

exsudacgao dos vasos a partir das vénulas.

O aumento da permeabilidade capilar ¢ causado pela retragdo das células
endoteliais abrindo as jungdes intercelulares e possivelmente também pelo aumento
no transporte vesicular através do endotélio (WILLIAMS & KUPPER, 1996). Isto
permite que moléculas de maior peso molecular atravessem o endotélio, facilitando a
chegada de anticorpo, complemento ¢ moléculas de outros sistemas enzimaticos do
plasma (sistema de coagulagdo, sistema fibrinolitico e sistema das cininas) no local da
inflamag¢do. Este aumento de liquido no local da inflamacao leva a um aumento da
drenagem linfatica, permitindo que o agressor seja retirado e levado até linfonodos,
onde entra em contato com células do sistema imune adaptativo. A causa imediata de
tais modificagdes ¢ a acdo local dos chamados mediadores quimicos da reagdo
inflamatodria aguda. Estes mediadores sdo sistemas de enzimas plasmaticas, citocinas e

produtos de mastdcitos, plaquetas e leucdcitos.

Mediadores

— Aminas vasoativas: A histamina e a serotonina estao envolvidas na vasodilatacao

e aumento da permeabilidade vascular no local da inflamacdo. A liberagao de
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histamina pelos mastocitos e basofilos ¢ desencadeada por injuria tecidual, complexo

antigeno-anticorpo e pelo sistema complemento.

— Sistema de Coagulagao: A funcao final do sistema de coagulagdo ¢ a producdo
de fibrina, elemento essencial para a formagdo do trombo sangiiineo. Este sistema
pode ser desencadeado por injaria tecidual ou por fatores liberados pelos tecidos, e
tem como fun¢do durante a resposta inflamatéria delimitar a éarea inflamada

impedindo a rapida disseminagao do agressor.

— Sistema Fibrinolitico: Sua fun¢do dentro da coagulagdo sangiiinea ¢ de desfazer
os trombos e deste modo manter um fluxo sangiiineo continuo. Dentro da resposta
inflamatéria esta envolvida na ativacdo do sistema complemento e participar do

aumento da permeabilidade vascular.

— Sistema Cininas: Este sistema de enzimas tem como fun¢do a ativagdo das
plaquetas e produgdo de bradicinina e calicreina. A bradicinina ¢ um potente agente
vasoativo, produz vasodilatagdo, contragdo da musculatura lisa e produz dor. A

calicreina ¢ um agente quimiotatico para neutrofilo.

— Citocinas: as citocinas sdo um tipo especial de mediadores que podem ser

produzidos pelas células do tecido afetado, e atraem linfécitos e fagocitos.

— Produtos do metabolismo do acido araquidonico: O acido araquidonico ¢
encontrado em fosfolipideos de membranas celulares em mastocitos, basofilos,
macrofagos e células endoteliais. Os produtos gerados do metabolismo do acido
araquidonico sdo o leucotrieno e a prostaglandina. As prostaglandinas agem na
vasodilatagdo, inibi¢do da agregacdo de plaquetas, potencializa a dor, vasoconstrigao
e modula a fun¢do de macrofagos. Os leucotrienos promovem quimiotaxia, aumento
da permeabilidade vascular, agregacdo e pavimentacdo de leucdcitos nas células

endoteliais ¢ vasoconstrigao.

Eventos Celulares

Em condi¢des normais, os leucécitos circulam através de todos os tecidos do
organismo. Cada grupo celular possui um padrdo caracteristico de migra¢do. Quando
ocorre inflamagdo em um determinado local ocorre uma reacdo de atracdo de
leucécitos de diferentes populagdes para o tecido inflamado (BEVILACQUA, 1993).

O aumento da permeabilidade vascular associado a dilatagao do leito capilar e venoso,
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além de outros fatores como o aumento da adesividade das plaquetas e a
hemoconcentragdo, colaboram para um progressivo retardo da circulagdo na area
inflamada. Uma das conseqiiéncias ¢ a mudang¢a no padrido de circulagdo. Em
condi¢des normais, os elementos figurados do sangue circulam no centro da corrente
¢ o fluido circula em contato com o endotélio. Na inflamag¢dao esta condicao se
modifica, as células passam a circular por toda a coluna sanguinea, facilitando o
contato dos leucécitos com as células endoteliais. O processo de aproximacdo dos
leucocitos a parede do vaso proximo ao local de inflamagdo ¢ denominado
marginagdo dos leucdcitos, enquanto que sua adesao denomina-se pavimentagao e sua
passagem para o tecido chama-se diapedese (ABBAS, 2000). A migragdo para a area
inflamada ocorre direcionada através de agentes quimiotaticos que sdo produtos de
origem variada cuja agdo resulta em marginacdo, pavimentacdo e diapedese de
leucéceitos para o tecido inflamado. S3o agentes quimiotaticos os fragmentos do
sistema complemento ativado; fatores derivados do sistema fibrinolitico, sistema
cininas; produtos de leucdcitos e plaquetas; produtos de determinadas bactérias.

Na primeira fase de rea¢do inflamatoria, os neutrofilos sdo os mais numerosos
leucécitos a entrarem no local afetado, encarregando-se da fagocitose, por exemplo,
de bactérias. Os neutrofilos morrem durante o processo de destruicdo do invasor,
constituindo a substancia amarelada e espessa chamada pus. Outro efeito combinado
de produtos de neutrdfilos e endotoxinas bacterianas (pirogénios) ¢ a elevacao da
temperatura corporal, gerando o surgimento da febre. Outros leucdcitos fagocitos,
principalmente mondcitos, entram secundariamente no local de inflamacdao. Os
mondcitos diferenciam-se em macréfagos, fagocitam bactérias e restos teciduais. Com
o tempo as caracteristicas da populagdo celular no local da inflamagdo muda. Os
macréfagos permanecem mais tempo no local que os neutrofilos e tém papel
importante na resposta imune, pois vao apresentar antigenos aos linfécitos. Os
eosinéfilos, os basofilos e linfocitos passam a atuar principalmente em estdgios mais
avancados da inflamagdo desencadeando a resposta imune. A migra¢do de grande
quantidade de linfocitos para o local vai permitir que o pequeno nimero de linfécitos
especificos para cada antigeno, tenha a chance de se encontrar com o antigeno
(NEUTRA, 1996).

As células fagociticas fazem parte da resposta imune inata compreendendo a
primeira linha de defesa do organismo e estdo relacionadas com o processo de

inflamagdo. Os  fagodcitos estdo divididos em duas categorias: os
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monocitos/macrofagos e os granuldcitos. Além destas células a resposta imune ¢
assessorada por inimeras células com caracteristicas bastante distintas. As células
acessorias incluem: células apresentadoras de antigenos; plaquetas; mastocitos;

células endoteliais.

¢) Inflamacao da pele

O controle das reagdes imunes e inflamatorias na pele € feito pela liberagao de
citocinas e eicosandides na comunicacdo célula-célula. Este processo de controle
ainda nao ¢ totalmente entendido, principalmente devido a natureza complexa dos
varios mecanismos de feedback que existem entre mais de 30 fatores quimicos. O
fendmeno complexo de irritacdo da pele envolve células epidérmicas residentes,
fibroblastos dérmicos e células endoteliais, assim como leucdcitos invasores
interagindo uns com outros sob controle de uma rede de citocinas ¢ mediadores
lipidicos (BOSS & KAPSENBERG, 1993). Embora a fun¢do priméaria dos
queratinocitos seja manter a integridade estrutural e a fun¢do de barreira da epiderme,
nas ultimas trés décadas tem sido esclarecido que estas células desempenham uma
importante funcao na iniciagdo e perpetuagdo da resposta inflamatoria e imunologica
da pele através da liberacao de citocinas (McKENZIE & SAUDER, 1990). Enquanto
os queratindcitos presentes produzem algumas citocinas, uma variedade de estimulos
ambientais, tais como tumores, raios ultravioletas e agentes quimicos, podem induzir
os queratinocitos epidérmicos a liberarem citocinas inflamatorias (interleucina 1 —
[IL-1], fator de necrose tumoral — [TNF]), citocinas quimiotaticas (IL-8, IP-10) e
citocinas promotoras de crescimento (IL-6, IL-7, IL-15). Dentre todas as citocinas
produzidas pelos queratindcitos, apenas a IL-la e o TNF-a ativam um namero
suficiente de mecanismos que independentemente desencadeiam a inflamagao cutanea
(KUPPER, 1990). Como a IL-1a ¢ produzida pelos queratindcitos e fica retida na
célula, a epiderme constitui de um vasto reservatério de IL-la (KUPPER &
GROVES, 1995). Qualquer dano provocado na pele desencadeia a liberagao de IL-1a
pelos queratinocitos, que € essencialmente o evento primario na defesa da pele. As IL-
la estimulam posteriormente outras IL-1a e a produgdo e liberagao de outras citocinas
como IL-8 e IL-6. Estas citocinas, por sua vez, sdo ativadoras de células pro-
inflamatorias. Além de serem diretamente quimiotaticas aos leucdcitos, as IL-la

induzem a expressao de moléculas de adesdo intercelulares na superficie de células
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endoteliais e fibroblastos (KUPPER & GROVES, 1995). Assim, a resposta
inflamatdria pode ser rapidamente gerada via cascata e rede de citocinas.

Neste cendrio, os queratindcitos agem como transdutores de sinais pro-
inflamatorios respondendo a um estimulo externo nao-especifico com a producao de
citocinas inflamatorias, moléculas de adesdo e fatores quimiotaticos, preparando a
pele para uma atividade imunologica especifica. O padrao histopatologico de quase
toda doenca inflamatoria da pele pode ser atribuido a citocinas apropriadas ou
combinadas. O padrdo de citocinas expressas no local desempenha uma importante
funcdo na modulagao da natureza da inflamacao tecidual. Por esta razdo, ¢ importante
lembrar que diversos mecanismos e tipos de células estdo envolvidos na indugdo da

resposta inflamatdria da pele.

2.2.2 Patogénese das Doencas da Pele

A dermatite de contato segue um padrdo de reagdo cutanea conhecido como
padrdo de reagdo espongiotico. Esta reagao ¢ caracterizada por edema intercelular na
epiderme (espongiose) com alongamento das pontes intercelulares. Pode variar de
focos microscopicos até vesiculas reconhecidas macroscopicamente.

O conceito de espongiose ¢ anatomopatoldgico, enquanto que a denominagao
eczema refere-se a um padrdo clinico de lesdo. Apesar de todos os eczemas
mostrarem espongiose a microscopia em algum estagio de sua evolugdo, o padrao
clinico da espongiose ¢ muito varidvel, podendo apresentar-se como eczema, eritema
e lesdes vesico-bolhosas.

Células inflamatorias estdo presentes na derme e entre as células da epiderme
(exocitose) e seu tipo e padrao de distribuicdo permite fazer um diagnostico especifico
dentro do grupo de doengas espongioticas.

A maioria das doengas cutaneas com este padrdo (dermatite atdopica, dermatite
de contato, dermatite seborréica) desenvolve progressiva hiperplasia psoriasiforme da
epiderme com sua cronificacdo. Esta alteracdo usualmente ¢ acompanhada de
diminui¢do da espongiose.

Histologicamente, as dermatites sdo classificadas em: aguda, subaguda e
cronica.

Na dermatite aguda, o estrato corneo se encontra normal, a epiderme pode

estar normal ou espessada com a presenga de edema entre os queratindcitos
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progredindo para formagao de vesiculas intraepidérmicas, que podem se romper com
formacdo de crostas. H4 presenca de exocitose de linfécitos e infiltrado linfo-
histiocitario ao redor dos vasos superficiais (derme). Os eosindfilos podem estar
presentes tanto no infiltrado, como nas éareas de espongiose (mais freqiiente nas
DCA). Na DCIP pode ocorrer ulceragao extensa, necrose e acantdlise (perda de
coesdo entre as células espinhosas com formacao de espagos, vesiculas ou bolhas
intra-epidérmicas) dependendo do agente irritante. A dermatite ¢ considerada aguda
quando a substdncia causadora tem concentragdo alta e a resposta ¢ imediata a
eXposicao.

A dermatite subaguda ¢ caracterizada por apresentar epiderme acantotica

(aumento da espessura da camada espinhosa), com paraqueratose (retengdo de nucleos
picndticos na camada cdrnea), e pouca ou moderada espongiose. O infiltrado
inflamatério € menos proeminente.
Na dermatite cronica, sdo observados hiperqueratose (aumento da espessura da
camada cornea), paraqueratose, hipergranulose (aumento do niimero de células da
camada granulosa), liquenificacdo (aumento da espessura da epiderme) com acantose
moderada. A espongiose esta presente em focos minimos ¢ o infiltrado inflamatério €
esparso. H& presenca de fibrose nas papilas dérmicas. A dermatite ¢ considerada
cronica quando a pele ¢ exposta repetidamente a substancias irritativas de baixa
concentragio, provocando um dano cumulativo. E o caso do eczema de mios de
individuos que lidam diariamente com sabdes e detergentes (BARNHILL, 2004).

A seguir serdo apresentadas algumas ilustracdes de cortes histologicos
cutneos para observagao da pele normal e das principais altera¢des histoldgicas que
ocorrem durante o processo de irritagdo. Neste caso, a irritagdo esta presente nas maos
e esta relacionada ao uso de detergentes.

A Figura 8 (a e b) ilustra cortes histologicos da pele normal com todas as

camadas sem alteragdes histoldgicas.
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Figura 8 — Cortes histologicos da pele normal (extraido de www.fcm.unicamp.br) ampliada
em 100x.

Na Figura 9a observa-se a epiderme acantdtica, com espongiose e formagao de
vesiculas e bolhas. Estas contém material amorfo ou filamentoso, queratinocitos em
degeneracdo, detritos celulares, alguns neutréfilos e hemécias. Na figura 9b observa-
se o rompimento da bolha na superficie, com extravasamento do seu conteudo para o
estrato corneo. Este achado ¢ comum na fase aguda do eczema e explica o significado

do termo (efervescéncia ou ebuli¢do).

(b)

Figura 9 — Corte histologico da pele com irritag@o: a) presenga de vesicula; b) rompimento da
vesicula (extraido de www.fcm.unicamp.br).

Na Figura 10 pode ser observada a presenca de espongiose (edema

intercelular), notada como fendas claras entre as células da epiderme.
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Figura 10 — Corte histologico da pele com irritacdo: presenca de espongiose (extraido de
www.fcm.unicamp.br).

A Figura 11 ilustra as camadas basal e suprabasal da epiderme onde pode ser
observado um infiltrado inflamatorio cronico inespecifico. Este infiltrado ¢

denominado exocitose, independente se agudo ou cronico.

I EOGITOSE: INFILTRADO
QUE PERMEIA A EPIDERME i
A U S -

Figura 11 — Corte histologico da pele com irritagdo: presenca de infiltrado inflamatério
(extraido de www.fcm.unicamp.br).

2.2.3 Testes de Contato (Patch Test)

O teste de contato ou teste epicutaneo ¢ o método mais eficiente para
confirmar o diagnoéstico etioldégico da dermatite alérgica de contato. A presenca de
teste positivo a certa substancia, relacionada com a histéria clinica do paciente,
possibilita identificar os materiais que, em contato com a pele do paciente, podem

desencadear um quadro eczematoso (AGNER & SERUP, 1990).

Este teste também pode auxiliar na distingdo entre dermatite de contato

alérgica e dermatite de contato por irritagdo primaria. A auséncia de testes positivos
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em pacientes com quadro de dermatite de contato pode confirmar a hipotese de

quadro eczematoso ocasionado pela agao de um irritante na pele.

O teste baseia-se no principio da participacdo dos linfécitos T sensibilizados e
macrofagos (reacdo tipo IV de hipersensibilidade tardia). Os linfécitos T sdo capazes
de se tornarem sensiveis (imunologicamente competentes) e passarem essa
hipersensibilidade a outros linfocitos. Os linfocitos sensiveis distribuem-se pelo
sistema linfatico, ou sanguineo, a todo organismo, tornando o tegumento cutineo

capaz de responder ao antigeno (ROBINSON & PERKINS, 2002).

O tempo minimo necessario para a producdo de um estado de sensibilizacao
cutanea ¢ de 5 dias. Durante o periodo de incubagdo, antes do aparecimento do quadro
inflamatério cutaneo, ha tumefacdo dos linfonodos ¢ aumento do numero de
linfocitos. Quando sensibilizados, em presenca do antigeno, os linfocitos determinam

vasodilatagdo e reagdo epidérmica.

Os testes em geral s@o aplicados no dorso dos pacientes, por se tratar de area
que, pela sua extensdo, possibilita a colocagdo de numero adequado de substancias

(Figura 12).

Existem varios materiais que facilitam a aplicacao dos testes. Esses materiais
sdo compostos por fitas adesivas hipoalergénicas com camaras de papel, aluminio ou
plastico, sobre as quais sdo colocadas as substancias da bateria de testes. Como
exemplo, cita-se o Finn Chambers, disponivel no mercado. Na falta destes
aplicadores, as substancias podem ser aplicadas sobre quadrados de papel de filtro de

1 cm de lado aderidos em fita adesiva tipo micropore e distantes entre si de 2 cm.

Figura 12 — [lustragdo do teste de contato cutaneo (Patch Test) (extraido de
www.cdc.gov).
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ApoOs 48 horas o material ¢ removido, deixando-se a area cutdnea exposta por
15 a 30 minutos e em seguida ¢ realizada a primeira leitura do teste. A segunda leitura
¢ feita 24 horas ap0s a retirada do material. Os resultados sdo anotados de acordo com
a tabela preconizada pelo Grupo Internacional Investigador de Dermatites de Contato,

a seguir referida:

Tabela 1: Leitura dos Testes de Contato indicada pelo Grupo Internacional

Investigador de Dermatites de Contato.

Reagdo Resultado
Ausente Negativo (-)
Leve eritema Duvidoso (?)

Discreto eritema com algumas papulas (lesdo elevada com até  Positivo (+)
1 cm de diametro)

Eritema + Péapulas + Vesiculas (elevacdo com menos de 1 cm  Positivo (++)
de didmetro e com liquido no interior)

Eritema intenso + Papulas + Vesiculas confluentes Positivo (+++)

Quando o paciente apresenta todos os testes de contato negativos, as seguintes

eventualidades podem ocorrer:
— Trata-se de caso de dermatite de contato por irritagdo primaria;
— Houve falha na aplicacdo do teste epicutaneo;
— Houve exposicdo solar prévia no local da aplicacao dos testes;
— O tempo de leitura do teste foi insuficiente;
— A substancia alergizante nao foi testada;
— A substancia testada ¢é fotossensibilizante;
— Ocorreu uso de corticodide topico no local da aplicagdo do teste.

O teste epicutaneo ¢ recomendado em casos de dermatite de contato. Porém,
para o paciente ser submetido aos testes, deve, no momento da aplicagdo, apresentar
sua dermatose em fase inativa. O diagndstico da dermatite ¢ baseado no algoritmo

descrito a seguir:
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Dermatite de contato

Historia clinica +
Exame fisico

Dermatite de contato Outras dermatites
| eczematosas
[ | |
Com participagdo Sem participagdo D t'l .
da luz solar da luz solar - atopica
D. estase
| | Disidrose
Fototeste de Teste de
contato contato
[ I
[ | | |
positivo negativo positivo negativo
D. Contato D. Contato D. Alérgica D. Contato
Fotoalérgica Fototoxica de contato irritagdo
primaria

2.3 Cosmetologia

Antes de iniciar a discussdo sobre cosmetologia e sua relagdo com a seguranga
de saude do consumidor convém definir conceitos sobre produto cosmético e

ingrediente cosmético.

De acordo com a definicdo conferida pela legislacdo vigente da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (Resolugdo n° 79, de 28 de agosto de
2000), Cosméticos, Produtos de Higiene e Perfumes “sao preparacdes constituidas por
substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo
humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, Orgdos genitais externos, dentes e
membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de
limpa-los, perfumad-los, alterar sua aparéncia e/ou corrigir odores corporais e/ou

protegé-los ou manté-los em bom estado”.

A definigdo de ingrediente cosmético engloba “qualquer substancia quimica
ou preparacao de origem sintética ou natural, com exce¢do dos compostos odorificos

€ aromaticos que entrem na composi¢ao dos produtos cosméticos”.
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Atualmente, quando um fabricante deseja incluir um novo ingrediente ou
produto cosmético no mercado, a lei exige que sejam efetuados determinados ensaios
toxicoldgicos a fim de avaliar a seguranga para a saude humana dos ingredientes e
combinagdes de ingredientes presentes na composi¢ao dos produtos cosméticos. Esses
produtos ndo devem ser nocivos nem em curto prazo (causando, por exemplo reagdes
alérgicas), nem em longo prazo (provocando anomalias congénitas).

As doengas por hipersensibilidade constituem um dos problemas de satde
mais comuns e mais dispendiosos em paises industrializados. Em 1994, a FDA (Food
and Drugs Administrations, USA) recebeu aproximadamente 200 relatos de reacdes
adversas a cosméticos, 65 dos quais correspondiam a produtos para tratamento da pele
e maquilagem. A maioria dos relatos era relativa a irritagdes cutaneas e alérgicas.

Os ensaios toxicologicos de cosméticos sdo realizados principalmente em
animais, dentre eles o rato, o coelho e o porquinho da India. Inicialmente, usam-se
baterias de ensaios, submetendo os animais a exposi¢ao por diferentes vias. Procede-
se, entdo, a observacdo dos efeitos e seu somatorio, para cada um dos quais se
determina geralmente uma curva dose/efeito e um resultado médio. Posteriormente,
sdao determinados os mecanismos que permitam transformar a relacdo da substancia
em teste no animal em uma relagcao no homem.

Devido a evolucdo técnico-cientifica, na década de 80 iniciou-se o
desenvolvimento de modelos experimentais alternativos para a area cosmética, em
substitui¢do ao uso de animais de laboratorio. Metodologias foram desenvolvidas,
inicialmente, para responder corretamente as necessidades de pesquisa em
farmacologia, onde se sabe que o comportamento animal pode ser diferente do
humano. Os métodos alternativos também foram contemplados para a avaliagdo de
efeitos toxicologicos. Isto resulta fundamentalmente da percepgao publica de que,
laboratorios de toxicologia administram rotineiramente materiais como batons,
xampus ou outras substancias na pele e olhos de animais causando dor e estresse. O
grande nivel de sofrimento a que os animais sdo sujeitos, tem sido ao longo dos anos
alvo de ataque por parte da opinido publica, obrigando inimeras empresas a investir
na pesquisa de métodos alternativos.

Virios esfor¢os t€m sido efetuados para a diminui¢do do uso e do sofrimento
de animais. Em 1984, o Governo Britanico concedeu fundos para o desenvolvimento
de métodos alternativos ao FRAME - Fund for Replacement of Animal Medical
Experiments. Em 1994, foi inaugurado o ECVAM - FEuropean Committee for
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Validation of Alternative Methods - instituicao da Comissao Européia encarregada de
promover e validar técnicas e metodologias destinadas a substituicao dos ensaios em
animais. Algumas institui¢des, como CTFA - Cosmetic, Toiletries and Frangrance
Association, IRAG - Interagency Regulatory Alternatives Group, FDA - Food and
Drug Administration e Alternatives to Animal Testing, John Hopkins University,
Baltimore - USA, sdo referéncias para acelerar a padronizacdo ¢ a harmonizacao de

metodologias in vitro.

2.3.1 Analise da seguranca de um produto cosmético

A andlise da seguranc¢a de um produto depende da sua utilizacdo, uma vez que
esta ¢ determinante na quantidade de substancia que podera ser ingerida, inalada ou
absorvida pelo consumidor. Assim, antes de qualquer avaliacdo ou andlise de risco de
um produto, o grau e a via de exposi¢do (pele, mucosas, ingestdo, inalagdo) do
consumidor deverao ser considerados.

Em virtude desta variabilidade, ndo ¢ possivel indicar niveis especificos de
utilizacdo e exposigdo de cosméticos, sendo necessdria fazer uma abordagem

individual na avaliacdo da seguranca apods a obtencdo dos resultados de toxicidade.

Devido a grande complexidade que envolve pardmetros relacionados as
avaliagdes de risco, algumas consideracdes, definidas pela ANVISA (2003), se

tornam necessarias para um maior entendimento do assunto.

1 - Dano e risco: o dano ¢ o prejuizo a saude em funcdo da propriedade inerente de

uma substancia; o risco € a probabilidade de ocorréncia do dano;

2 - Os ingredientes para uso em produtos cosméticos devem ser avaliados em termos
de risco e nao de dano, conseqiientemente a avaliacao do risco deve relacionar o dano

com o nivel de exposi¢ao;

3 - A avaliagdo de seguranca deve atender o conhecimento dos pardmetros
toxicoldgicos de interesse dos ingredientes com base em dados correntes, observadas

as condigdes de uso do produto cosmético e o perfil do consumidor alvo;

Os tipos de reagdes que podem ser observadas em conseqiiéncia do uso de um

produto cosmético sdo:
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 Irritacdo: intolerancia local podendo corresponder a reagdes de desconforto
menores, mas também a reagdes mais ou menos agudas, variando sua intensidade,
desde ardor, coceira e pinica¢cdo podendo chegar até a corrosdo e destruigcdo do tecido.

Todas estas reacdes se restringem a area em contato direto com o produto;

* Sensibilizacdo: corresponde a uma alergia, que ¢ uma reagao de efeito imediato (de
contato ou, urticaria) ou tardio (hipersensibilidade). Ela envolve mecanismos
imunologicos e pode aparecer em outra area, diferente da area de aplicagdo. Portanto,
¢ importante insistir que no campo da imunologia deve-se, ndo apenas, verificar se um
produto pode desencadear uma resposta alérgica em pessoas pré-sensibilizadas, mas
também, verificar se o proprio produto nao ¢ capaz de induzir uma reagdo alérgica ao

consumidor;

« Efeito sistémico: resultante da passagem de quaisquer ingredientes do produto para a
circulagdo geral, diretamente por via oral, inalatdria, transcutanea ou transmucosa,

metabolizados ou nao.
De maneira geral, deve-se considerar que:

* Na grande maioria dos casos, o risco sistémico ¢ avaliado a partir dos dados
relativos as matérias primas. Nao se conhece efeitos toxicologicos sistémicos em
produtos acabados que nao sejam causados pelos proprios ingredientes. Portanto, ¢
importante prever este tipo de risco para os produtos que eventualmente possam ser
ingeridos ou inalados, ou aqueles destinados a uma populagdo em particular (criangas,

gestantes, etc.);

* Ao contrario, as reacdes de irritacdo, decorrentes da penetracdo cutidnea ou de
mucosa dos ingredientes, estdo relacionadas as concentragdes de uso no produto final

e sua formulacao cosmética;

» Entre estas duas situacdes extremas, o risco de alergia pode decorrer tanto em
funcao dos ingredientes quanto do produto final. Na realidade, a reacdo ¢ basicamente
atribuida a algum ingrediente cuja reatividade pode ser desencadeada ou

potencializada pela formula do produto acabado.

Assim, com base nas informagdes obtidas, pode-se chegar a alguma das

seguintes conclusoes:
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a) Os dados sao suficientemente claros para assegurar o uso do produto cosmético
avaliado por parte dos consumidores, respeitadas as condi¢gdes normais ou

razoavelmente previsiveis de uso;

b) Os dados disponiveis permitem a comercializacdo do produto em condigdes

restritas de uso, claramente expressas na rotulagem;

c) Os dados ndo sdo suficientes para atestar a seguranca do produto e necessita-se
empreender novas pesquisas ou testes adicionais para avaliar a auséncia de risco para

os consumidores alvo;

d) Os dados sdo suficientes para desaconselhar a comercializacdo do produto.

2.3.2 Ensaios de toxicidade

As substancias analisadas nos ensaios de toxicidade devem ter especificagdes
semelhantes as usadas nos produtos comercializados, uma vez que pequenas
alteracdes na sua natureza podem alterar a sua toxicidade.

A determinagdo do potencial toxico € o primeiro passo na analise de risco de
um ingrediente e consiste de uma série de estudos de toxicidade. Assim, quando
requerido, o fabricante de um produto cosmético deve disponibilizar a informagdo
relativa aos seguintes ensaios: 1. Toxicidade aguda; 2. Absor¢do cutinea; 3. Irritagdo
cutanea; 4. Sensibilizacdo cutanea; 5. Mutagenicidade; 6. Fotomutagenicidade e
fototoxicidade; 7. Toxicidade sub-cronica; 8. Irritacdo de membranas mucosas; ¢ 9.
Dados humanos (se disponiveis).

Na falta de disponibilizagdo de métodos substitutivos in vitro adequados e
validos, e por razdes éticas evidentes, a maioria destes testes feitos com ingredientes
s0 pode ser razoavelmente avaliada, hoje, em animais. No entanto, ¢ da
responsabilidade do pesquisador, bem como, dos avaliadores dos dados, a redugdo
maxima do nimero de animais de laboratorio utilizados ¢ também, a maxima redugao
de seu sofrimento.

De acordo com o Artigo 7 da diretiva 86/609/EEC relativa a protecao de
animais, um ensaio in vivo nao deve ser executado na eventual existéncia de outro
método cientifico in vitro valido, satisfatorio, razoavel e disponivel na pratica para
obtencdo do resultado desejado. Este principio tem estimulado a criacdo de estratégias

alternativas. Porém, estas novas metodologias ainda ndo foram suficientemente
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validadas para utilizacdo em alguns ensaios, como por exemplo, na avaliagdo de
substancias irritantes (EDWARDS & MARKS, 1995).

A dificuldade no emprego de tais métodos alternativos, hoje, reside na
avaliagdo da reatividade de sistemas mais complexos o que €, na pratica, o caso da
avaliagdo de risco toxicologico. E necessario o acesso a uma bateria de testes que
sejam complementares, de maneira que o conjunto destes oferega um resultado com
os mesmos niveis cientificos ¢ de informagdo, em relagdo aos obtidos, anteriormente,
com os modelos em animais. Tais modelos alternativos devem ser, portanto,
validados, de acordo com os procedimentos internacionais na area de aplicagdo para
que sejam reconhecidos pelo meio cientifico e pelos 6érgaos regulamentadores.

Em relagdo a irritacdo cutanea, ainda ndo existem métodos alternativos validos
capazes de substituir o teste in vivo 404 da OECD (detalhado posteriormente). No
entanto, em ensaios de corrosdo da pele a ECVAM concluiu positivamente a
validacao de dois métodos in vitro: o Teste da Resisténcia Elétrica Transcutanea de
Pele de Rato (TER) e o Teste EPISKIN. A corrosdao da pele ¢ definida como a
producdo de uma lesdo irreversivel seguida da aplicacdo de um material teste. O teste
de corrosividade consiste em aplicar o produto sobre uma unidade de epiderme
reconstruida. A viabilidade celular ¢ avaliada pela medida da atividade mitocondrial,
através do corante MTT que forma um precipitado azul (formazan) sobre as células

viaveis, quantificado por espectrofotometria (ELSNER et al., 1998).

2.3.2.1 Principios do TER

O material a testar ¢ aplicado por um periodo minimo de 24 horas em discos
de epiderme de ratos jovens (20-23 dias) mortos “sem sofrimento”. Para cada
substancia sao utilizados trés discos de pele. Os materiais a testar sao entao removidos
por lavagem com jato de agua tépida (até 30°C). A TER é mensurada usando uma
corrente alternada de baixa voltagem. Antes de mensurar a TER a tensdo superficial
da pele ¢ reduzida pela adigdo de etanol a 70%, seguida de hidratacdo com 3 mL de
solucao de sulfato de magnésio. Os eletrodos sao colocados de cada lado do disco de
pele para medicdo da resisténcia elétrica. Os materiais corrosivos sdo identificados
pela sua habilidade de danificar a integridade do estrato corneo e da barreira funcional
da pele, que ¢ mensurada por um valor de TER abaixo ou igual a 5 kQ. Se o valor

obtido for superior a 5 kQ, os materiais ndo sdo corrosivos.
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2.3.2.2  Principios do EPISKIN

O material a testar ¢ aplicado topicamente por mais de 4 horas num modelo de
pele humana tridimensional, contendo uma epiderme reconstituida e um estrato
corneo funcional. Os materiais corrosivos sdo identificados pela habilidade de
provocarem um decréscimo na viabilidade das células abaixo de niveis definidos em
periodos de tempo especificos. A viabilidade das células ¢ mensurada pela quantidade
de reducao de MTT (valor de densidade Optica). O disco de pele € colocado em 0,3
mg/mL de solugdo MTT (corante) a 20-28°C durante 3 horas. O precipitado azul
formado ¢ extraido e a concentracdo ¢ mensurada pela determinacdo da densidade
optica a comprimento de onda entre 545 e 595 nm. O controle negativo do valor de
DO (densidade optica) representa 100% de viabilidade celular. Os valores obtidos
para cada amostra podem ser usados para calcular uma porcentagem de viabilidade
em relagdo ao controle negativo. Um valor percentual limite de viabilidade celular,
distinguindo materiais de teste corrosivos de ndo corrosivos, deve ser claramente
definido em um modelo antes do método ter validade, e o estudo subseqiiente de

validagdo tem que demonstrar que este valor limite é apropriado.

2.3.3 Testes toxicoldgicos in vivo

Produtos cosméticos necessitam de ensaios clinicos em humanos, para que as
empresas possam oferecer aos consumidores, 0 maximo de seguranga com 0 menor
risco, garantindo as melhores condi¢des de uso do produto. A partir das informagdes
pré-clinicas coletadas, deve haver a comprovagao de seguranca de uso por humanos.
Estas informacdes sdo importantes para determinacdo do modo e local de uso,
adverténcias de rotulagem e orientacdes para o servico de atendimento ao
consumidor.

Os ensaios de compatibilidade tém por objetivo comprovar a inocuidade dos
produtos em pele humana. Sdo realizados de modo geral com apdsitos oclusivos ou
semi-oclusivos (patch tests) ou em modelos abertos (open tests). Representam o
primeiro contato do produto acabado com um ser humano, e por isso devem seguir
premissas de ordem ¢ética (levantamento prévio de dados pré-clinicos segundo

Resolucao 196/96 do MS) e de boas praticas clinicas.
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A avaliacdo do produto cosmético em humanos nao ocorre no sentido de
investigar o potencial de risco, mas sim, de confirmar a seguranga do produto
acabado.

No Brasil, o Conselho Nacional de Saude regulamentou as pesquisas
envolvendo seres humanos através da Resolu¢ao 196/96 e, constituiu a Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), responsavel, entre outros, pelo registro dos
Comités de Etica em Pesquisa Institucionais.

Como anteriormente referido, ¢ ilegal distribuir cosméticos que contenham
substancias perigosas susceptiveis de provocar danos nos consumidores em condig¢des
normais. A diretiva 67/548/CEE referente a classificacdo de substancias perigosas
inclui nesta categoria as seguintes substancias:

— Toxicas: definidas como substancias e preparagdes que, por inalacao,
ingestao ou penetragdo cutanea, podem implicar riscos graves, agudos ou
crénicos, € mesmo a morte.

— Corrosivas: definidas como substancias e preparagdes que, em contato
com tecidos vivos, podem exercer uma agdo destrutiva sobre estes
ultimos.

— Nocivas: substancias e preparacdes que, por inalacdo, ingestdo ou
penetracao cutanea, podem implicar riscos de gravidade limitada.

— Irritantes: substancias e preparagdes ndo corrosivas que, por contato
imediato, prolongado ou repetido com a pele ou as mucosas, podem
provocar uma reagdo inflamatoria.

A execugdo de testes in vivo na area dos cosméticos € pratica corrente desde os
anos 30. As firmas de cosméticos fazem-no para sua propria protecdo, para estabelecer
a seguranga do produto e dos seus ingredientes e assegurar a auséncia de efeitos
toxicos, irritantes, corrosivos ou nocivos para o consumidor (EDWARDS & MARKS,
1995).

No caso dos EUA, o FDA, ao contrario do que acontece para os produtos que
atuam como farmacos, ndo requer aprovacdo governamental prévia para a
comercializacdo de cosméticos. No entanto, na ocorréncia de um problema de
seguranga com esse produto, apds a sua introdug@o no mercado, o FDA pode exigir da
firma a informacao relativa a dados de seguranca do produto. Uma vez que nao existe

atualmente informacao suficiente de alternativas validas a testagem animal para
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garantir a seguranca do consumidor, o FDA s6 podera aceitar dados de testes de
seguranca executados em animais.

A cosmetologia talvez seja a drea em que mais animais s3o utilizados nos
ensaios toxicologicos. Nestes ensaios, procura-se demonstrar a possivel toxicidade,
inocuidade e as conseqiiéncias do uso/manipulagdo das substancias introduzidas na
elaboragdo de produtos cosméticos, mediante a exposi¢ao de determinadas espécies
animais inferiores a possiveis xenobiodticos e a observacdo das conseqiiéncias dessa
exposicao.

Para avaliacdo do risco e da seguranca de um ingrediente ou produto em
cosmetologia sdo referidos alguns testes toxicoldgicos em animais. Dentre estes testes,
sdo realizados os testes de irritagdo cutanea, que podem ser feitos de duas formas
dependendo do tipo de exposicao do produto.

— Teste de irritacdo cutanea primadria (teste 404 da OECD): sdo utilizados
seis coelhos, sendo o material testado (0,6 mL de substancia liquida ou
semi-liquida) aplicado em locais da pele intacta ou irritada durante 4 a
24 horas, usando uma técnica de banda oclusiva. As areas do teste sdo
examinadas para detec¢do de eritema ou edema nas 24 e 72 horas apds
a aplicacdo e classificadas em uma escala de 0 a 9. Uma média
combinada de 5 de todas as observacoes ¢ considerada indicativa da
presenca de uma substancia irritante.

— Teste de irritacdo cutdnea sub-aguda: o procedimento ¢ semelhante ao
anterior, mas a pele intacta ¢ untada diariamente durante 90 dias sem
cobertura de bandagem. Como conseqiiéncias da exposi¢cdo continua
pode observar-se um efeito mumificante ou coagulativo da pele,
necrose ou formacao severa de escamas com posterior descamagao.

Apesar do desenvolvimento de grande variedade de métodos alternativos
experimentais, estes tém se provado, em grande parte, longe de serem seguros
substituintes da experimentacdo animal. Uma das razdes para esta situacdo ¢ a
complexidade de mecanismos envolvidos e a conseqiiente falta de modelos in vitro
capazes de refletir rigorosamente os mecanismos de dano celular.

De acordo com as principais institui¢cdes regulamentadoras da comercializa¢ao
dos produtos cosméticos, os testes in vivo, particularmente os de irritagdo ocular e

cutanea, constituem ainda os métodos mais vidveis para garantir a seguranga de um
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cosmético. Os testes alternativos poderdo, em contrapartida ser uteis como
instrumentos de pré-avaliagdo para indicagdo da toxicidade relativa da substancia, ndo
podendo demonstrar isoladamente a seguranca da substincia. Os efeitos de uma
substancia em uma rea¢do bioquimica, ou em uma célula ou tecido especificos em
cultura, podem diferir do seu efeito no organismo como um todo. Outro fator que ¢
preponderante na dificuldade de aceitacdo de métodos alternativos € o insucesso dos
estudos prévios de validagdo, imprescindiveis para a sua introducdo na rotina
laboratorial.

Os defensores ativistas dos animais defendem como principais desvantagens
da experimentagdo animal o desconforto e mortalidade animal € o excessivo tempo ¢
dinheiro despendido nestes ensaios.

No entanto, apesar da opinido publica ser favoravel a novas iniciativas e aos
cosméticos “Cruelty-Free”, ¢ de conhecimento também geral e indiscutivel que os
testes sem animais sdo considerados por essa mesma opinido como dotados de um
baixo fator de confianga comparativamente aos procedimentos animais.

Considerando a importdncia da seguranca do produto através dos testes
toxicologicos em animais ¢ da mesma forma a preocupagao ética envolvida, seria de
grande contribui¢do para a comunidade cientifica a introducao de testes que utilizem
baixas concentracdes do produto para identificar a irritacdo cutanea poupando desta

forma, algumas manifestacdes cutdneas desnecessdrias aos animais.
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CAPITULO 3

BIOENGENHARIA CUTANEA

Os métodos de bioengenharia ndo-invasiva tém sido muito utilizados na area
dermatologica, principalmente para detectar reagdes da pele a produtos cosméticos e

farmacéuticos, tais como aumento ou diminuic¢ao da hidratagao e irritagao.

Existem varios métodos de bioengenharia e cada qual ¢ capaz de detectar
diferentes parametros fisicos da pele. Portanto, a utilizagdo dos métodos depende da
situagdo a ser estudada. Quando se pretende medir a resposta da pele a irritagdo, cada
método avalia aspectos diferentes da resposta e em determinados casos a combinagdo
de alguns métodos pode auxiliar na obten¢do de resultados mais fidedignos da

resposta fisioldgica da pele.

Dentre os varios métodos existentes, aqueles mais utilizados na pratica clinica

e mais citados na literatura serdo, resumidamente, descritos a seguir.

3.1 Perda de agua transepidérmica (Transepidermal Water

Loss - TEWL)

A perda de agua transepidérmica ¢ a difusdo passiva da 4gua através do estrato
corneo. Esta perda de 4dgua constitui um pardmetro importante para a avaliacdo da
fungdo da pele como barreira da agua. Portanto, quanto melhor a barreira protetora,

maior o contetido de 4gua na pele (COURAGE & RICHTER, 1999).

A utilizagdo de produtos cosméticos e farmacéuticos altera o processo de

excregao da pele através da reagcdo dos seus componentes ativos com o vapor de agua
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e o dioxido de carbono podendo causar um aumento do conteudo de 4gua no estrato
corneo. A aplicacdo de um irritante provoca alteragdo na barreira, aumentando a
permeabilidade da membrana celular e a excre¢do de agua.

A medida de TEWL (Figura 13a) permite identificar as alteragdes na fungdo
de protegao da pele que ocorrem no inicio do processo de irritagdo por fatores fisicos
(oclusao) e quimicos (detergentes), o que torna um instrumento importante para ser
utilizado em testes de produtos cosméticos e farmacéuticos. A medida ¢ feita através

dos aparelhos TEWAMETER TM 210 ® (Figura 13b) ou EVAPOMITER ™ EP 1.

(a) (b)

Figura 13 — Medida de TEWL com Tewameter (a) e aspecto geral do equipamento
Tweameter TM 210 ® (b) (extraido de www.courage-khazaka.de).

O transporte de vapor da agua ¢ medido através de uma camara aberta,
posicionada perpendicularmente a superficie da pele (Figura 14), e a leitura ¢ feita

apos 30-60 segundos do posicionamento.

Além dos aspectos pessoais, como idade, localizagdo anatomica, temperatura
da pele e suor, os aspectos ambientais também sdo importantes para a confiabilidade
da medida, como temperatura ambiental e umidade relativa do ar. A medida deve ser
feita ap6s 15 minutos de climatizagio sob uma temperatura entre 20-22°C

(NICANDER, 1998).
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Figura 14 — Ilustragcdo de medida do transporte de vapor de agua cutanea (extraido de
www.courage-khazaka.de).

3.2 Capacitancia elétrica de hidratacao (Electrical

Capacitance Moist - ECM)

O valor de capacitancia da pele estd associado ao grau de hidratagdo da
camada superficial (estrato corneo). Tal capacitancia ¢ medida em baixas freqiiéncias
através de um instrumento denominado Corneometer' ™ CM820 (Figura 15a). O probe
cobre uma 4rea de 49 mm * e ¢ aplicado a pele com uma forca constante de 3,5 N
(Figura 15b). O resultado ¢ expresso em unidades arbitrarias e ¢ diretamente

proporcional ao nivel de hidratacdo (LOMUTO et al., 1995).

A hidratacdo do estrato cérneo ¢ medida indiretamente pela capacitancia
elétrica existente entre os eletrodos do probe e o meio dielétrico formado pela pele e
os eletrodos. Sabendo-se dos valores de constante dielétrica da dgua (81) e do estrato
cérneo seco (abaixo de 5) o grau de hidratacdo ¢ definido fisicamente (NICANDER,
1998).

A medida ¢ influenciada por variaveis pessoais ¢ ambientais que devem ser
consideradas antes da utilizagcdo do instrumento. A temperatura ambiental deve estar
entre 20 e 25°C, a umidade relativa entre 40 ¢ 50% e a medida deve ser feita ap6s 20-

30 minutos de climatizagao.
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(@) (b)

Figura 15 — Aspecto geral do Corneometer' " CM820 (a) e medida de ECM com o
equipamento (b) (extraido de www.courage-khazaka.de).

Alguns autores afirmam que a capacitancia elétrica de hidratacao nao pode ser
utilizada para medir o nivel de irritacio da pele. VAN NESTE et al. (1987)
observaram que o Corneometer ndo refletia a intensidade da irritagdo cutinea, apesar
de ser fortemente associada com as alteragdes que ocorrem na superficie da pele.
OLLMAR et al. (1994) também concluiram que a medida de ECM deve ser utilizada
apenas para detectar o nivel de hidratacdo do estrato corneo. De acordo com a teoria
proposta neste ultimo estudo, a pele pode apresentar duas barreiras, uma no estrato
coérneo e a outra mais abaixo, no estrato basal. Em baixas concentragdes de SLS
(Lauril Sulfato de Sodio), apenas uma irritagdo superficial ¢ induzida. O estrato
corneo sofre desidratacdo e a segunda barreira nao ¢ afetada suficientemente para
desencadear um aumento no transporte de dgua. Portanto, um valor baixo de ECM ¢
encontrado. Em concentragdes mais altas, ambas as barreiras sdo afetadas e o liquido
aumenta no estrato corneo com a evaporagao na superficie. Em certo grau de irritagao
ocorre um equilibrio e nenhuma resposta pode ser detectada com o Corneometer. Em
altas concentragdes do irritante, a taxa de transporte da agua do estrato basal excede a
taxa de evaporacdo ocasionando altos valores de ECM. Por este motivo, os autores

descrevem que a irritacdo da pele ndo pode ser medida por esta técnica.
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3.3 Fluxometria a laser-Doppler (Laser-Doppler Flowmetry —
LDF)

Este método ¢ baseado no principio de Doppler para deteccdo das particulas
em movimento. Tem como fundamento a medig¢ao da perfusao dos eritrocitos (fluxo
sanguineo microvascular) nos tecidos através da ilumina¢do com laser de baixa

poténcia com um probe de fibra 6tica (SERUP, 1995).

O processo de irritacdo da pele provoca alteragdes na microcirculagdo, que
pode ser detectada pelo método. A Figura 16 mostra uma area de tecido cutaneo
(branca) exposta a um irritante (Lauril Sulfato de Sédio - SLS). Pode-se observar na
area exposta uma alteragdo da microcirculacdo através do comprimento de onda dos

eritrocitos.

Figura 16 — Resposta da pele a irritagdo por SLS detectada por fluxometria a laser-Doppler
(extraido de www.moor.co.uk).

3.4 Impedancia elétrica (IMP)

Por ser a base do presente trabalho, este método sera descrito com maiores

detalhes, visando facilitar a leitura das demais partes do trabalho.

3.4.1 Conceitos gerais

A impedancia elétrica do corpo ¢ medida através da leitura da diferenca de
potencial (tensdo) produzida entre dois eletrodos quando o sistema bioldgico ¢

excitado por uma corrente elétrica alternada (AC) e consiste na oposicao a passagem
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desta corrente. Esta corrente flui através de ions presentes nos fluidos corporais e ¢
inversamente proporcional a mobilidade destes e diretamente proporcional a area por
onde atravessa. A conjuncdo destes efeitos ¢ denominada genericamente de
impedancia, sendo sua parte real conhecida como resisténcia e sua parte imaginaria

denominada de reatancia (GRIMNES & MARTINSEN, 2000).

A membrana celular ¢ andloga a um capacitor elétrico, que por defini¢ao
consiste de duas ou mais placas condutoras separadas por um isolante ou material ndo
condutivo. A analogia advém do fato da membrana ser formada por uma camada de
lipidios nao condutora, denominada camada dielétrica, e estar situada entre duas
camadas condutoras de proteinas e de eletrolitos (os liquidos intra-celular e extra-

celular).

As correntes e tensdes alternadas podem ser separadas ao longo do eixo do
tempo. Como os materiais biologicos tém propriedades capacitivas, a tensdo ¢
atrasada da corrente. Este atraso no tempo ¢ denominado angulo de fase (6) (Figura

17).

Figura 17 — Relacdo grafica dos termos de impedancia (NICANDER, 1998).

Se a corrente ¢ aplicada a um resistor puro, a impedancia serd igual a
resisténcia, que ¢ relacionada com o pico da magnitude da tensdo e da corrente.
Porém, os materiais bioldgicos apresentam propriedades resistivas e capacitivas, e

com isso, a impedancia ¢ descrita por um par de nimeros para cada freqiiéncia
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(resisténcia e reatancia). Estes, por sua vez, estdo representados no plano complexo
(AGNER, 2002); sendo a resisténcia a parte real (eixo x) e a reatdncia a parte
imagindria (eixo y). O modulo da impedancia ¢ a magnitude da resultante entre os
dois componentes e o angulo de fase ¢ aquele formado entre o vetor de impedancia e

o eixo real (Figura 18).

Z (R,X)
Q‘;\

Parte imaginaria

Parte real

Figura 18 — Representagdo da impedancia no plano complexo (AGNER, 2002)

Em um resistor puro, a impedancia sera freqiiéncia-independente e estara
localizada no eixo real. Em um tecido bioldgico, com propriedades resistivas e
capacitivas, a impedancia serd freqiiéncia-dependente e estard representada por um

grafico caracteristico no espaco de nimeros complexos.

3.4.2 Propriedades elétricas dos tecidos

As alteragdes estruturais e quimicas dos tecidos sdo acompanhadas pelas

mudancas na impedancia elétrica (FOSTER & SCHWAN, 1989; SCHWAN, 1989).

Em 1912, HOBER apud NICANDER (1998) estudou células sangiiineas e
demonstrou que a membrana limita a passagem da corrente em baixas freqiiéncias,

enquanto que em altas freqiiéncias a corrente penetra nas células (Figura 19).

Figura 19 — Corrente elétrica de baixa freqiiéncia (LF) penetrando no espaco extracelular e
de alta freqiiéncia (HF) nos espagos intra e extracelulares.
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Através da teoria das células em suspensao pode-se afirmar que em casos de
edema, onde ha uma expansdao do liquido extracelular, a impedancia em baixas

freqiiéncias diminui devido & menor resisténcia extracelular.

Baseado neste fato, Ollmar e colaboradores desenvolveram, como
anteriormente mencionado, um indice de impedancia (IX) para quantificar a resposta
da pele a irritagdo. O indice foi definido como o quociente entre os moddulos da
impedancia em duas freqiiéncias (uma considerada baixa, 20 kHz e outra considerada

alta, 500 MHz) (OLLMAR et al., 1994)

O grau de irritagcdo cutanea ¢ definido pelo indice de impedancia (IX): quanto
menor o /X maior o nivel de irritagdo. Esta relacdo pode ser interpretada pela teoria
exposta acima. A expansdo do liquido extracelular (edema) em decorréncia da
irritagdo  diminui a impedancia em baixas freqliéncias (numerador) e

conseqiientemente o /X ¢ menor.

3.4.2.1 Polarizacao

A polarizacdo ¢ um conceito importante para o estudo das propriedades
elétricas do tecido, uma vez que estd presente em muitos fendmenos caracteristicos,
como a relaxagdo e a dispersdo, e pode ser definida como o distirbio da distribui¢do
de cargas em uma regido em conseqiiéncia da presenca de energia externa ou interna.
A polarizagdo exdgena ocorre apds a aplicacdo de energia externa, como, por
exemplo, radiacdo eletromagnética ou campo elétrico externo. A polarizagdo
enddgena ¢ obtida através do consumo de energia interna como ocorre com a
membrana celular que é polarizada devido a transferéncia de ions da bomba sédio-
potassio deixando o interior da célula carregado negativamente e o exterior

positivamente.

A membrana celular apresenta uma caracteristica dielétrica que esta associada
a alguns fendmenos elétricos, como por exemplo, a polarizacdo dielétrica, que
ocorrem no tecido.

Um dielétrico pode ser definido como um material que tenha a capacidade de
armazenar energia elétrica, devido ao deslocamento (polariza¢do) de cargas positivas
e negativas, sob efeito de um campo elétrico aplicado.

A aplicagdo do campo elétrico externo sobre o material produz uma forca que,

exercida sobre cada particula carregada, direciona as cargas positivas no sentido do

45



campo e as particulas negativas no sentido inverso, de forma que as partes positivas e
negativas de cada molécula sejam deslocadas de suas posi¢des de equilibrio em
sentidos opostos. Baseado neste conceito, a superficie externa da membrana celular
apresenta carga negativa, enquanto que o interior ¢ positivamente carregado,
estabelecendo um potencial de membrana.

O organismo vivo ¢ um complexo heterogéneo de tecidos bioldgicos com
propriedades condutivas e dielétricas bastante dissimilares. Enquanto que o tecido
muscular ¢ mais condutor com algumas propriedades capacitivas, o extrato corneo ¢
mais dielétrico com algumas propriedades condutivas.

Todo material dielétrico tem uma rigidez dielétrica, que ¢ o valor maximo do
campo elétrico a que ele pode ser submetido sem comprometer suas caracteristicas
dielétricas (isolantes), tornando-se bruscamente um condutor. Um material pode ter
caracteristicas condutoras ou isolantes dependendo da freqii€éncia da corrente aplicada.
Em freqiiéncias suficientemente altas um material condutor pode se tornar um

dielétrico (GRIMNES & MARTINSEN, 2000).

3.4.2.2 Relaxacgdo e dispersdo dielétrica de tecidos biologicos

A polarizagdo ¢ considerada como um estado estdtico do material nao
dependente do tempo, mas apenas da aplicacdo de um campo externo. Entretanto, a
polarizacdo e a mudanga de posi¢ao das cargas em um material ndo ocorrem
instantaneamente. Assim, a relaxacdo dielétrica pode ser definida como o tempo
necessario para as cargas se estabilizarem apos a aplicagcdo de um campo elétrico. O
tempo de relaxacdo ¢ dependente do mecanismo de polarizagdo. Se a freqiiéncia
medida for baixa, esse tempo ¢ suficiente e a polarizacdo ¢ maxima. Com o aumento
da freqiiéncia a polarizagdo e a permissividade vao diminuindo.

O conceito de dispersdo ¢ o mesmo de relaxagdo, porém no dominio da
freqiiéncia. Em uma dispersdo simples ¢ encontrado um nivel de permissividade em
baixas freqiiéncias (tempo para completar o relaxamento) e um segundo nivel em altas
freqliéncias (tempo insuficiente para o processo de relaxamento), que serd a zona de
transi¢do caracterizada por uma janela de freqiiéncias, com uma freqiiéncia central
caracteristica. Cada faixa de freqliéncia representa um nivel de dispersdo.
SCHAWAN (1957) descreveu trés principais niveis de dispersao nos tecidos vivos

conhecidos por dispersdo a, B e v, cada qual relacionado a efeitos caracteristicos que
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ocorrem na célula (Figura 20). A dispersdo o ¢ afetada principalmente pela
polarizacdo de nuvens idnicas ao redor da célula, a dispersdo [ reflete alteracdes
estruturais como edema e polarizacdo da membrana celular e a dispersdo y esta

relacionada com a relaxa¢do de moléculas pequenas (GRIMNES & MARTINSEN,
2000).

Log,,IZ| (Ohm)

<108 Hz

-
Log,,f (Hz)

Figura 20 — Caracteristicas gerais do espectro de impedancia nos tecidos (AGNER, 2002)

O estrato corneo exibe uma ampla dispersao o que provavelmente ¢ devido a
sua natureza heterogénea com diferentes graus de hidratagdo entre as células
queratinizadas. A derme e a epiderme apresentam propriedades elétricas parecidas
com as de outros tecidos bioldgicos e, portanto, exibem dispersdes a e 3 separadas. A
interface entre o estrato corneo e a camada mais interna da pele da origem ao tipo de
dispersao Maxwell-Wagner na série 3. O efeito Maxwell-Wagner € o processo que
ocorre na interface entre diferentes dielétricos na regido de MHz. Embora a
impedancia do estrato cérneo seja bem maior em baixas freqiiéncias do que a
impedancia da pele com células vivas, as diferengas nos mecanismos de dispersao
fazem com que as propriedades elétricas convirjam com o aumento da freqiiéncia.
Esta ¢ a principal razdo pelo qual o aumento da freqiiéncia leva a medi¢des nas

camadas mais internas da pele.

3.4.2.3 Equacgdo de Cole

47



Algumas propriedades da estrutura celular foram descritas por COLE (1940) e
representadas no plano complexo por gréaficos circulares. A equagao da impedancia de
Cole modela a maioria dos materiais bioldgicos, inclusive a pele, e pode ser escrita
como:

Ry—R
z=r,+ Lo Fe) (1)
1+ (jor)*
onde Z ¢ a impedancia [Q]; Ry a resisténcia na freqiiéncia zero [Q2]; R.a resisténcia na
freqiiéncia infinita [Q]; @ a freqiiéncia angular [rad-s']; 7 a constante de tempo
caracteristica do sistema, correspondendo a uma freqiiéncia caracteristica angular, e &

o angulo de depressao para o centro do grafico [rad].

No grafico de Cole o comportamento da curva para a maioria dos tecidos

bioldgicos ¢ uma curva semicircular (Figura 21).
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Figura 21 — Grafico de Cole-Cole - reatancia vs. resisténcia, CORNISH et al. (1998).

Em baixas freqiiéncias a reatdncia da membrana celular ¢ alta e a corrente
elétrica flui apenas no espago extracelular. Assim, a medida da impedancia ¢
considerada resistiva pura, sem componente reativo, € a resisténcia na freqiiéncia zero
(Rp) pode ser considerada como a resisténcia extracelular (R.). Quando a freqiiéncia ¢
aumentada a corrente comeca a fluir no espaco extracelular e intracelular, causando
diminui¢do da resisténcia total equivalente (Ry) e aumento da reatancia equivalente
(Xcy), fazendo com que o angulo de fase também aumente. Uma observacgdo
importante nesta analise a ¢ definicdo da freqiiéncia caracteristica (F¢), que ¢ aquela
onde o valor da reatancia equivalente ¢ maximo. Quando a freqiiéncia excede este

valor, a reatancia equivalente diminui a medida que a corrente penetra na célula. Em
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sinais de freqiiéncias muito altas, a impedancia equivale apenas a resisténcia R (R,
em paralelo com R;), que por sua vez esta associada a agua corporal total.

O comportamento da curva ¢ alterado quando se pretende medir apenas a
impedancia da pele. Em peles intactas, a camada mais superficial (o estrato corneo)
domina a impedancia. Pode-se observar através da Figura 22 que o grafico para a pele
intacta ¢ quase uma reta (Figura 22a). Quando o estrato corneo € removido através da

friccdo sobre a pele, o grafico comeca a se aproximar de um semicirculo (Figura 22b).

1kHz - 1000kHz 1kHz - 1000kHz
500 5
d D
400} <4 4L
3001 4 3t
-Im (k€2) -lm (k€2)
2001 4 H S
100} 1 /
-
0 i A i i 0 N z A 1 i
0 100 200 300 400 500 o 1 2 3 ]
Re (k) Re (k)
(a) (b)

Figura 22 — Grafico de Nyquist (ou grafico de Cole-Cole) para pele intacta (a) ¢ para pele
friccionada (b) (NICANDER, 1998).

MARTINSEN (2001) observou que a resposta de freqiiéncia do estrato corneo
ndo obedece a equagdo de Cole. Com isso, o autor afirma que a interpretacdo das
medidas de estrato corneo com aparelhos multifreqilienciais ¢ impossivel de ser feita
in vivo com o sistema de eletrodos normalmente utilizado. Este autor afirmou que
medidas elétricas de hidratacao do estrato corneo devem ser conduzidas em uma tnica

baixa freqiiéncia.

3.4.3 Modelagem em bioimpedancia

Antes de discutir sobre modelagem ¢ importante definir o conceito de modelo.
A palavra modelo tem essencialmente duas interpretacdes diferentes; protdtipo/figura

e equivalente/substituto. Os modelos elétricos pretendem representar propriedades
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especificas da realidade que eles refletem. Sua funcao preditiva ¢ de grande interesse,
uma vez que sdao usados para investigar a funcionalidade ou estrutura do original.
Porém, algumas vezes os modelos sdo usados em contextos para os quais nao foram
destinados ou sdo usados apenas porque fornecem resultados numéricos adequados na
curva de ajuste aos dados medidos, e assim, o modelo nao ¢ preditivo dos parametros
fisiologicos e patologicos, podendo induzir interpretagdes erroneas. Em virtude disso,
uma avaliagdo critica seguida pelo processo de validagdo deve ser realizada a fim de

utilizar o modelo que represente realmente as propriedades que se deseja estudar.

O processo de validacao envolve varios procedimentos para avaliar como o
modelo estd relacionado com os dados observados, com o conhecimento prévio da
realidade e com a aplicacdo desejada (LJUNG, 1987). Um comportamento deficiente
do modelo nestes aspectos resulta na sua rejeicao, enquanto que um bom desempenho
ira desencadear certa confianca. Porém, ¢ importante ressaltar que um modelo nao
pode nunca ser aceito como final e como verdadeira descricdo do sistema. Por outro
lado, pode ser considerado como uma boa descricdo de alguns aspectos que sdo de

interesse particular no estudo.

O sistema bioldgico pode ser representado por elementos resistivos e
capacitivos em circuitos série/paralelos. Um dos modelos classicos e bastante
utilizado ¢ representado por uma resisténcia intracelular (R;) em série com a
capacitancia de membrana (C,), ambos em paralelo com a resisténcia extracelular

(R.) (Figura 23).

Figura 23 — Modelo das propriedades elétricas utilizadas nas medi¢des de
bioimpedéancia corporal.

A pele, por sua vez, ¢ considerada um Orgdo heterogéneo complexo por
apresentar varias camadas de espessuras e estruturas diferentes. Esta caracteristica
fisica confere uma perda de energia pela passagem de uma corrente elétrica conhecida

pelo fendmeno de dispersdo. Em virtude desta perda dielétrica, as camadas da pele
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ndo podem ser tratadas por uma simples capacitancia na medida de impedancia. Por
este motivo, o modelo utilizado para medidas de bioimpedancia corporal nao ¢ ideal

para modelagem do comportamento elétrico da pele.

GRIMNES e MARTINSEN (2000) sugeriram trés solugdes diferentes para

este problema que poderiam resultar nos seguintes modelos:

e Modelo I: uma solugdo seria fazer uma distingdo completa entre as diferentes
estruturas da pele e assim, desenvolver um modelo elétrico tdo complexo como a
pele. As membranas lipidicas seriam entdo tipicamente representadas por
capacitores, os eletrdlitos por resistores e as membranas semipermeaveis por fonte
de tensdo. Este modelo teria como objetivo refletir as propriedades elétricas das

varias estruturas microanatomicas.

e Modelo 2: uma solugdo diferente seria focar nas estruturas da pele que mais
contribuem para as propriedades elétricas e decidir se cada uma destas estruturas
seria representada por um resistor ou um capacitor, e posteriormente encontrar o
circuito elétrico equivalente mais simples que envolva todas estas estruturas. Este

modelo seria uma versdo simplificada do modelo 1.

e  Modelo 3: uma terceira solu¢do seria considerar a pele como uma caixa preta,
realizar varias medidas e encontrar o circuito elétrico que combine com os niveis
de admitancia e a resposta da freqiiéncia medidos. A anatomia da pele ndo ¢

considerada neste modelo.

Varios autores afirmam que a pele apresenta propriedades elétricas diferentes
dos outros tecidos e sugeriram modelos especificos que representam contribui¢des de
algumas estruturas como polarizagao do eletrodo, estrato corneo, ductos sudoriparos e
camadas internas da pele (GRIMNES & MARTINSEN, 2000).

Algumas tentativas tém sido feitas para melhor modelagem da impedancia da
pele, destacando-se os modelos de TREGEAR (1966), SALTER (1979), NEUMAN
(1992), KONTTURI et al. (1993) e COLE (1940) (Figura 24).
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(e) Modelo basico da pele descrito por COLE (f) Sistema multiplo de COLE para
com uma unica dispersao modelar a pele com varias dispersoes

Figura 24 — [lustragdo de modelos elétricos da pele descritos na literatura (GRIMNES &
MARTINSEN, 2000).

KONTTURI et al. (1993) e COLE (1940) incluiram no circuito equivalente da
pele, em substitui¢do do capacitor, um Elemento de Fase Constante (Constante Phase
Element - CPE) que modela a heterogeneidade do meio. A idéia de introduzir o CPE
no modelo surgiu apds varias observagdes em eletroquimica e com as células e
tecidos em suspensdo. Estas observagdes resultaram em um semi-circulo deprimido

no grafico de Nyquist (grafico do mdédulo da impedéancia em fungdo da freqiiéncia no
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plano complexo) que foi melhor modelado com o CPE. A defini¢do e aplicacao do

CPE na modelagem da pele sdo discutidas no capitulo 4.

O modelo basico de COLE (Figura 24e) representa uma dispersdo elétrica
unica com uma distribuicdo do tempo de relaxag¢do e pode, portanto, ser um modelo
interessante para tecidos macroscopicamente homogéneos dentro de uma faixa de
freqliéncia limitada. Um sistema experimental pratico, entretanto, ira envolver em
muitos casos um objeto que pode ser dividido em dois ou mais componentes, ¢ cada
um destes pode ser modelado individualmente pela equagdo de COLE. Além disso,
quando a medida ¢ baseada em uma ampla faixa de freqiiéncia, diferentes
mecanismos de dispersao irdo dominar em diferentes partes da faixa de freqiiéncia, e
cada um destes mecanismos também pode ser atribuido a uma equacao de COLE.
Considerando este fato, foi sugerido o sistema multiplo de COLE (Figura 24f) para
medir a impedancia da pele. Os dados medidos podem representar contribuigdes da
polarizacao de eletrodo, estrato corneo, ductos sudoriparos e tecido interno da pele,
além das diversas dispersdes de alguns destes componentes. Apenas um modelo
basico de COLE representa a polarizagdo de eletrodo, embora duas dispersdes tenham
sido descritas em alguns estudos (ONARAL & SCHAWN, 1982 apud GRIMNES &
MARTINSEN, 2000). O estrato corneo ¢ dominado por uma ampla dispersdo
(YAMAMOTO & YAMAMOTO, 1976) e os ductos sudoriparos exibem uma
dispersdo devido a relaxacdo dos ions opostos (MARTINSEN, 1998). As camadas
mais internas da pele provavelmente apresentam algumas dispersdes, como citado

anteriormente.

Este modelo complexo pode ser simplificado baseando-se nos conhecimentos
sobre as diferentes partes do circuito. O modelo de COLE que representa os ductos
sudoriparos pode, por exemplo, ser reduzido a um simples resistor uma vez que a
admitancia de polarizagdo provavelmente ¢ negligenciada (MARTINSEN, 1998). As
dispersdoes B e y dos tecidos internos da pele também podem ser omitidas se as
medicoes forem realizadas em baixas freqiiéncias e da mesma forma a polarizacao do
eletrodo pode ser negligenciada em determinados conjunto de dados. Entretanto, ¢ de
suma importancia reconhecer todos os sistemas de COLE relevantes que influenciam

na interpretacdo dos dados medidos antes de fazer as simplificagdes necessarias.

Segundo GRIMNES ¢ MARTINSEN (2000), existem dois tipos de modelos;

os descritivos e os explanatorios. Os modelos descritivos caracterizam a pele
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eletricamente por meio dos componentes elétricos e algoritmos. Estes representam
principalmente o fendmeno, ou seja, os valores medidos e a teoria ndo estdo
relacionados com a microanatomia da pele. As entidades do modelo ndo sdo
necessariamente como uma estrutura bioldgica isolada, e mesmo que o modelo inclua
componentes elétricos conhecidos, eles nao correspondem necessariamente ao
processo eletrofisiologico da pele. Estes modelos simulam o comportamento elétrico

da pele e sdo bons instrumentos para calcular a resposta de freqiiéncia da pele.

Os modelos explanatorios sdo baseados nos conceitos basicos da teoria elétrica
— potencial, condutancia, polarizagdo, indugdo, etc. O conhecimento sobre os
mecanismos fisicos envolvidos neste fendmeno ¢ usado para proporcionar o
entendimento do fendmeno similar nos materiais bioldgicos. Os modelos sdo
explanatérios porque os componentes representam estruturas anatdmicas isoladas ou
processos fisicos, ou seja, a propriedade elétrica dominante pode ser explicada por
meio das propriedades dos componentes. Um pré-requisito para este modelo € supor

que seus componentes existem como estruturas da pele.

Os modelos de TREGEAR e NEUMAN (Figuras 24a e 24c, respectivamente)
sao essencialmente explanatorios. Eles proporcionam um conhecimento dos
mecanismos elétricos dominantes do estrato corneo e sdo apropriados para predizer o
efeito de, por exemplo, aumento da umidade do ar, da atividade secretora dos ductos
sudoriparos, do processo de remocao do estrato corneo. O ponto negativo, entretanto,
¢ que estes modelos ndo simulam a resposta elétrica de freqiiéncia da pele como os
modelos de SALTER e KONTURI (Figuras 24b e 24d, respectivamente), que sdo

classificados como modelos descritivos.

Considerando a complexidade da pele, a escolha do melhor modelo deve ser
baseada em algumas reflexdes. De acordo com GRIMNES e MARTINSEN (2000), o
modelo mais correto deve considerar todos os conhecimentos recentes sobre o
processo de relaxagdo, dispersdo de freqiiéncia, difusdo, etc. Além disso, deve ser
simples e usar simbolos de forma a tornar facil o entendimento do perfil das
propriedades elétricas das diferentes subestruturas da pele. Tal modelo satisfaz todos
os requisitos para um modelo elétrico da pele — mas infelizmente nao existe. O
modelo existente mais correto €, portanto, aquele que melhor se adapta ao objetivo da

sua aplicagao.
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Os modelos explanatorios sao os unicos que diferenciam as subestruturas da
pele e t€ém um valor clinico no auxilio da escolha da técnica de medigdo. Os modelos
descritivos, entretanto, sdo considerados como estagio intermedidrio essencial no
desenvolvimento de modelos explanatérios melhores. Os novos modelos
explanatorios devem compreender componentes passivos discretos, porém com
alteracdes no uso dos simbolos comparados aos modelos descritivos, assim que a
relacdo entre a estrutura anatdmica e os mecanismos eletrofisioldgicos forem
determinadas. Estes novos modelos devem ser capazes de explicar a relagdo entre as
doencas da pele e a resposta de freqiiéncia da pele mostrando como as alteragdes na

subestrutura da pele influenciam um ou mais componentes do modelo.

Em 2005, GRIMNES e MARTINSEN propuseram uma alternativa no modelo
basico de COLE (1940) para representar a pele. O modelo de COLE ¢ baseado em um
CPE, uma condutancia como parametro dependente e uma constante de tempo
caracteristica como parametro independente. Entretanto, geralmente as constantes de
tempo dos tecidos ou células em suspensdo sdo condutancia-dependente, o que torna o
modelo de COLE incompativel com a teoria geral de relaxa¢do. Em virtude disto, os
autores analisaram um modelo alternativo com uma condutancia independente € com
um tempo de relaxagdo como parametro dependente tornando-o mais adequado a

teoria geral de relaxacdo e aos dados medidos.

A Figura 25 mostra os modelos propostos por COLE (a) e por GRIMNES e
MARTINSEN (b).

Gvar

Gi(jors)*
CPE

(a) (b)

Figura 25 — Circuito equivalente da pele condutincia-dependente proposto por COLE, 1940
(a) e circuito equivalente da pele condutancia-independente proposto por GRIMNES e
MARTINSEN, 2005 (b).
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Pode-se observar na Figura 25a que o CPE est4 em paralelo com a condutancia
AG. Entretanto, a admitancia do CPE, AG(jwz,)”, é proporcional a condutincia do
circuito (AG). Assim, a condutancia paralela ndo ¢ um parametro independente. Na
Figura 25b foi introduzida uma condutancia independente G,, em paralelo com o
CPE com admitincia G,(jwz,)” De acordo com os autores, o CPE modela o estrato

cérneo e a condutancia independente (G,,,) modela os ductos sudoriparos.

As equagdes da impedancia dos circuitos descritos acima sdo,

respectivamente:
2
AG +AG(jorz )
3
7ok + 1 i 3)
Gyar + Gy (ja)TZ)

Os resultados do estudo mostraram que a constante de tempo 7z corresponde
ao apice do semi-circulo no grafico de Nyquist apenas quando G; = G,,,, que € o caso
do modelo de COLE. Entretanto, quando G; # G, a constante de tempo (7z,) ndo

corresponde ao apice do arco e ¢ determinada pela equagao 4:

TZm =

| [ G j% (4)
=7z

D7 Gvar

Baseado nesta observagdo, a constante de tempo 7z ndo ¢ a verdadeira
constante de tempo caracteristica e a nova constante de tempo 7z, mostra que uma
alteracdo em G,,, passa a influenciar na constante de tempo de acordo com a teoria de
relaxacao. Quanto maior o valor de G,,,, menor o valor de 7z,. A verdadeira constante
de tempo 7z, ndo aparece na equagao 3, mas ¢ calculada pela equagao 4. A freqiiéncia
caracteristica @z, corresponde a freqliéncia quando a admitancia do CPE, Ycpr =

Gi(jor,)”, seigualaa G,,.
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A determinacdo dos pardmetros R., G, ¢ « ¢ feita através da geometria da
curva, porém os parametros G; e 7z ndo podem ser determinados separadamente dos
dados medidos, apenas o produto G;zz. Neste caso, um valor fixo ¢ dado para 7z (1 s)

para determinar G; através da equagao 4.

Apesar da critica a0 modelo do COLE ter sido feita apenas recentemente por
GRIMNES e MARTINSEN (2005), YAMAMOTO e YAMAMOTO (1978) ja tinham
utilizado um modelo similar através de um resistor paralelo independente (R»)
conectado com o CPE como a Figura 25b, porém ndo tinham discutido o modelo de

COLE baseado em uma constante de tempo como parametro independente.

3.4.4 Instrumento de impedancia elétrica cutinea

Desde o inicio dos estudos sobre a impedancia cutanea (1920), vérias técnicas
e equipamentos foram implementados. Um instrumento desenvolvido por Martinsen e
Grimnes (MARTINSEN et al., 1993), operando na freqiiéncia de 88 Hz, tem se

mostrado ideal para pesquisas de hidratago do estrato corneo (Sensoderm™ 970).

Nos ultimos quinze anos, vem sendo utilizado um aparelho multifreqiiencial,
com penetragdo cutanea controlada, desenvolvido por Stig Ollmar (NICANDER et
al., 1995). No inicio do desenvolvimento do aparelho, foi utilizado um probe com
geometria fixa que determinava o grau de penetragdo cutanea. A analise do sinal deste
aparelho era feita apenas com um indice de impedancia (o indice /X anteriormente
citado). Os resultados do estudo com esta técnica simples mostraram que a
impedancia era tdo sensivel quanto as medidas de TEWL e mais sensivel que a escala

visual, detectando reagdes subclinicas da pele a irritagdo (OLLMAR et al., 1994).

A ultima versdo do instrumento de impedancia utiliza um probe conectado a
um aparelho automatizado sob controle do computador, e ¢ capaz de efetuar medidas
em uma faixa de 31 freqiiéncias logaritmicamente distribuidas entre 1 kHz a 1 MHz
(Figura 26). Este sistema de medidas facilita a selecdo eletronica em cinco graus de
penetracao diferentes. Com este probe, a faixa de profundidade que pode ser
alcancada ¢ aproximadamente de 0,1 a 2,0 mm, que cobre a profundidade de interesse

da pele. O simples indice de impedancia (ZX) também foi desenvolvido e foram
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estipulados quatro indices, representando os quatro principais aspectos da impedancia

elétrica no plano complexo (magnitude, fase, parte real e parte imaginaria).
(a) indice de magnitude, MIX = abs(Z:j kx-) /abs(Zsoo k)
(b) indice de fase, PIX = arg(Zzo xuz) - arg(Zsoo ki)
(c) indice da parte real, RIX = Re(Z5¢ riz)/abs(Zsoo ki)
(d) indice da parte imaginaria, IMIX = Im(Z29 kz-)/abs(Zsoo ki)

onde, abs(Z;) ¢ o modulo da impedancia elétrica complexa na freqiiéncia i, arg(Z;) € o
angulo de fase em graus, Re(Z;) ¢ a parte real e Im(Z;) ¢ a parte imagindria da

impedancia elétrica complexa.

Figura 26 — Medida da impedéancia elétrica da pele (NICANDER, 1998).

3.4.5 Revisao da literatura em bioimpedancia cutanea

A técnica de bioimpedancia da pele foi desenvolvida inicialmente por um
grupo de pesquisadores do Instituto da Karolinska (Estocolmo, Suécia) para aplicagdo
na area dermatologica com o objetivo de avaliar a resposta do tecido cutaneo e da
mucosa oral a irritagdo. O primeiro estudo foi feito por NILSON et al. (1992) com
aplicagdo da bioimpedancia na mucosa oral através de um equipamento improvisado:
um eletrodo pequeno colocado na area de investigagdo da mucosa bucal e um eletrodo
maior do lado externo concentrando a corrente de teste na membrana da mucosa oral.
Esta técnica foi aplicada antes e depois da exposi¢cao da mucosa a varios materiais e
liquidos dentarios. Um indice de irritacdo simples (indice de impedancia) foi
formulado, utilizando os resultados em 20 kHz e 1 MHz, como o quociente entre as

magnitudes da impedancia elétrica nestas duas freqii€ncias. Assim que o sinal de

58



irritacdo surgia, o indice de impedancia diminuia. Os resultados mostraram que a
tecnologia da impedancia elétrica foi mais sensivel do que a observacao visual das

reagdes da mucosa.

No primeiro estudo com a pele humana, foi utilizado um instrumento
improvisado, composto de um circuito especialmente projetado para tal finalidade e
uma sonda, ou probe, onde se localizam os eletrodos. Este probe foi construido com
uma geometria fixa que determina uma profundidade fixa de penetracdo. Para analise
de resultados foi mantido o mesmo indice de irritagio do estudo anterior. O
instrumento manual foi utilizado para investigar a habilidade da técnica de
impedancia elétrica em detectar a irritacao da pele apds o contato com o irritante SLS
(OLLMAR & EMTESTAM, 1992), a variacdo entre as diferentes regides do corpo
(EMTESTAM & OLLMAR, 1993) e comparagdes com outras técnicas de
bioengenharia (perda de agua transepidérmica — TEWL, fluxometria por Doppler a

laser — LDF e hidratagdo do extrato corneo — ECM) (OLLMAR et al., 1994).

Apobs constatar que os primeiros resultados experimentais foram mais
sensiveis que as leituras visuais, foi desenvolvido um espectrometro de bioimpedancia
multifreqiiencial automatizado. Tal instrumento armazena o espectro de magnitude e
fase da impedancia em 31 freqiiéncias logaritmicamente distribuidas entre 1 kHz e 1
MHz do volume delimitado pelo probe. Geralmente, o principal fator que controla a
profundidade de penetracdo ¢ a distancia entre os eletrodos: a profundidade de

penetracao do campo elétrico ¢ a metade da distancia entre os eletrodos.

O probe ¢ equipado com 4 eletrodos para variar o tamanho efetivo do sistema
de eletrodos (OLLMAR et al., 1995). Porém, para a medida sdo necessarios apenas

trés eletrodos: dois para a distribui¢ao da corrente e um para a deteccao.

Em 1995, NICANDER et al., examinaram as diferentes profundidades de
penetracdo na pele em voluntarios com dermatites de irritagdo por SLS com o
instrumento de bioimpedancia. O irritante foi dissolvido em &4gua destilada nas
concentragdes 0,1%, 0,5% e 2,0%, que sdo suficientes para produzir reagdes irritantes.
Os resultados obtidos com as medidas de impedancia elétrica em cinco profundidades
da pele foram correlacionados com aqueles obtidos pelo exame histoldgico, escala

visual e perda de 4gua transepidérmica (TEWL).
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Em todos os métodos utilizados, a resposta foi proporcional a concentragao do
irritante. AlteracOes estatisticamente significativas da impedancia elétrica foram
obtidas para todas as profundidades e concentracdes, exceto para 0,1% de SLS na
profundidade mais superficial. As mudancgas histoldgicas, constituidas principalmente
por edema, foram focadas na epiderme. As alteragdes na espessura da epiderme
devido ao edema foram usadas como um parametro quantitativo para a correlagdo
com a avaliagdo da irritagdo através da técnica da impedancia elétrica. O estudo
concluiu que para a deteccdo das reagdes irritantes, a TEWL e a impedancia elétrica
foram mais sensiveis do que a escala visual e aconselhou que a sele¢do da melhor
profundidade da pele para penetracdo aumenta a sensibilidade das medidas de

impedancia.

NICANDER et al. (1996) correlacionaram a resposta padrdo de impedancia
com os achados histologicos durante a reacdo irritante da pele induzida por
surfactantes. Foram testados em 28 voluntarios trés produtos quimicos diferentes:
lauril sulfato de sodio (SLS), cloreto de benzalconio e acido nonandico. As
concentragdes selecionadas foram aquelas em que cada irritante produz resposta
semelhante sob escala visual. A magnitude e a fase da impedancia foram medidas e
comparadas com a TEWL. Os resultados mostraram que os trés irritantes produziram
efeitos diferentes, proporcionando padrdes distintos de impedancia. As respostas
histologicas aos trés irritantes também foram diferentes, sugerindo que a impedancia
pode ser usada para classificar as reagdes de irritacdo por contato, que sao dificeis de

serem alcancadas por outras técnicas ndo-invasivas.

Em 1997, NICANDER e OLLMAR quantificaram e classificaram as reagdes
fracas da pele ao SLS em baixas concentracdes (0,004%, 0,02%, 0,1% e 0,5%) através
da profundidade controlada pela impedancia elétrica. Foi constatado que entre o
primeiro e o terceiro dia de contato com o irritante, ocorreram diferencas
estatisticamente significativas dos parametros de impedincia na concentracdo de
0,02% e o nivel de significancia aumentou da profundidade mais externa (1) para a
mais interna (5). Com isso, pdde-se concluir que o método de impedancia elétrica
apresenta sensibilidade para detectar respostas macroscopicamente (visual) negativas

induzidas pelo irritante SLS.

No mesmo ano, NICANDER et al. (1997), utilizaram a técnica de impedancia

elétrica para comparar as propriedades das diferentes areas anatomicas da pele
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utilizando a mesma metodologia dos outros estudos. Foi demonstrado que os valores
normais de impedancia da pele variam de acordo com o local. A idade mostrou
exercer maior influéncia nestes parametros. O aumento da idade contribuiu para o

aumento dos indices de magnitude da impedancia e diminuic¢ao da fase.

Em 1998, NICANDER et al., estudaram a habilidade da técnica de impedancia
elétrica em detectar alteracdes no contetdo de lipidio do extrato cdrneo e compararam
com outros métodos ndo-invasivos (TEWL e ECM). Os resultados mostraram que,
apos a extragdo de lipidios, as maiores alteragdes obtidas foram com os parametros de
impedancia quando comparadas com os outros métodos analisados. Com isso, pode-se
concluir que a impedancia elétrica ¢ dependente do conteudo de lipidios do extrato

corneo.

Em 2000, NICANDER e OLLMAR empregaram a técnica de impedancia para
estudar as variacdes sazonais nos mesmos locais da pele que foram utilizados no
estudo prévio (NICANDER et al., 1997). Os valores normais de impedancia variaram
de um local para o outro e aumentaram significativamente, na maioria dos locais, do
inverno para o verdo, enquanto que de Outubro at¢ Margco as alteragcdes foram
insignificantes. Estes resultados sugerem que as variagdes sazonais para diferentes
locais de pele devem ser levadas em consideracdo quando a técnica de impedancia

elétrica for aplicada.

ABERG et al. (2002) investigaram as propriedades da pele em diferentes
locais do antebrago anterior humano através dos parametros de bioimpedancia e
verificaram diferencas estatisticamente significativas entre a parte medial e lateral e
entre os antebragos direito e esquerdo, enquanto que os locais proximal e distal
apresentaram valores de impedancia constantes. Este estudo foi desenvolvido para
mostrar a importancia do cuidado no protocolo de experimentos dermatologicos, uma
vez que diferentes locais do antebraco sdao frequentemente utilizados. Para evitar a
variabilidade das propriedades da pele, os autores sugerem realizar randomizagdes e

medidas repetidas.

Em 2003, NICANDER et al. estudaram a capacidade de um hidratante
(betaina) reduzir os efeitos irritantes do SLS (1%) através dos métodos visual e de
bioengenharia. Os antebragos de 21 individuos ficaram ocluidos por 24 horas com

SLS, com betaina e com SLS + betaina e as medidas foram feitas 24 horas apds a
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remocao das substancias. Foi verificado que a adigao do hidratante ao SLS reduziu o
efeito do irritante sendo indicado o uso continuo da substdncia ao manipular

detergentes para evitar dermatites de contato.
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CAPITULO 4

MATERIAIS E METODOS

4.1 Técnica de analise de bioimpedancia baseada na resposta

em degrau

A técnica de impedancia da pele desenvolvida por S. Ollmar (Karolinska
Institute) ¢ baseada na aplicacdo de uma corrente elétrica alternada (varredura de
senoides) e pela leitura da diferenga de potencial produzida entre os eletrodos.

Um método alternativo de extragdo de parametros modeladores da
bioimpedancia corporal total foi proposto por NEVES e SOUZA (2000) e vem sendo
aplicado em estudos de analise dos fluidos corporais em neonatos (MENDONCA et
al., 2001; MENDONCA, 2002; FERREIRA & SOUZA, 2004); em estudos de
composi¢ao corporal (NEVES et al., 1999; NEVES, 2000; NEVES & SOUZA, 2001,
NEVES, 2006), na avaliacdo de doencas articulares (ALVARENGA & SOUZA,
2003) e na estimagdo ndo-invasiva de limiares anaerobios (ALVARENGA &
SOUZA, 2006). Tal método ¢ baseado na resposta da corrente a uma excitagao por
degrau de tensao (resposta ao degrau). A principal vantagem deste método em relacao
ao método de varredura de senoides estd na necessidade de um menor levantamento
de sinais para a caracterizacdo do sistema, ja que a excitagdo utilizada (degrau de 0,5
V) explora teoricamente todos os componentes de freqliéncia (sendo na pratica
obtidos componentes entre 1kHz e 500kHz).

Em NEVES e SOUZA (2000), a modelagem da bioimpedancia corporal total
foi definida por um modelo simplificado de interface eletrodo/tecido e o modelo

classico de bioimpedancia corporal (Figura 27).
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Figura 27 — Modelo simplificado para medigdes de bioimpedancia corporal (NEVES &
SOUZA, 2000).

De acordo com este sistema, o comportamento da corrente ¢ expresso pela

equacao 3.
i(t) =i, [(kie") + (kye™")] (5)
onde,
) Vg(R; + R
i, = d((R-lR )e) (6)
1 e
kl — pl +(02 (7)
P = P>
k= P2t ®)
Py — P
-0, +a)pw/1—4Q2
b= 20 ©

20 (10)

{—a)p —a)pq/l—4Q2}
P, =

Sendo o fator de qualidade (Q), e as freqiiéncias do polo (@,) e do zero (w.)

exXpressas comao:

1
Q - a)p[ReCe +(Ri +Re)Cm] (11)

1
» \RRC,C, (12)
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Através da corrente esperada i(z) da equagdo 5 e da sua andloga obtida
experimentalmente, podem-se extrair os parametros elétricos modeladores da
bioimpedancia corporal, tais como a resisténcia extracelular (R.), a resisténcia
intracelular (R;), a capacitancia de membrana (C,,) e a capacitancia do eletrodo (C,).
Um procedimento de minimizagao de erro ¢ utilizado para a obtengdo dos melhores
parametros para ajustar a expectativa tedrica aos dados experimentais. No trabalho
original (NEVES e SOUZA, 2000), o algoritmo utilizado foi baseado em gradiente
descendente e possuia como valores iniciais R;= 1600 QQ, R,= 1000 Q, C,,= 2,0 nF ¢
C.=17,0nF.

A utilizac¢do do referido método ao presente trabalho implicou em uma prévia
validagdo de modelo elétrico para a pele, sendo desenvolvidos alguns circuitos
baseados na andlise de dispersao das camadas da pele (modelos descritivos),
descartando suas caracteristicas fisicas (modelos explanatorios). A determinagdo do
modelo adequado foi baseada no ajuste dos dados medidos e nas propriedades

elétricas da pele capazes de predizer alteragdes cutaneas fisiologicas e patoldgicas.

4.1.1 Resposta ao Degrau e modelo classico de bioimpedancia

Em um estudo inicial (MENDONCA & SOUZA, 2003) o método e o modelo
de bioimpedancia corporal total anteriormente mencionados foram utilizados para
determinagdo dos parametros de impedancia da pele antes e apos a indugdo da
irritacdo cutanea. Os valores iniciais do algoritmo de otimizacdo foram alterados para
valores mais proximos dos apresentados pela pele de acordo com a literatura
(KONTTURI et al., 1993), isto ¢, R;= 10 kQ, R, = 50 kQ, C,,= 2,0 nF e C,= 500 pF.
Este estudo teve como objetivo avaliar a sensibilidade do método da resposta de
corrente ao degrau de tensdo na deteccao das alteracdes da pele induzidas por altas
concentracgdes do irritante lauril sulfato de sodio (5%). Foram incluidos no estudo 20
voluntarios que ndo apresentavam doencas de pele. A substancia irritante foi colocada
em uma camara (Finn Chambers) de 12 mm que foi aplicada na parte anterior do
antebrago e que ficou em oclusdo durante 1 hora. A leitura da bioimpedancia foi

realizada antes da aplicacdo do irritante e imediatamente apoOs a sua remogao.
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O primeiro prototipo do sistema de espectroscopia de bioimpedancia foi
equipado com um probe coaxial (Figura 28a), que foi aplicado sobre a pele (Figura
28b) para injecdo do degrau de tensdo e detec¢do da corrente elétrica. O sinal foi
enviado para um software desenvolvido em LabVIEW® 6i (National Instruments,
Austin — Texas, USA) onde foram feitos os ajustes entre o sinal medido e a

expectativa tedrica baseada no modelo descrito anteriormente.

(a) (b)

Figura 28 — Ilustragdo do probe (primeira versdo) utilizado para medir a bioimpedancia da
pele. Os anéis internos e externos sdo os eletrodos ativos e o anel intermediario é usado como
eletrodo de guarda (a); aplicagdo do probe sobre a pele no antebraco anterior (b).

Pela leitura visual ndo foi detectada nenhuma alteracdo, enquanto que pela
bioimpedancia, foi possivel observar diferencas estatisticamente significativa entre as
duas medidas (antes e apos a aplicagdo do irritante) através do teste ¢- student

pareado, em todos os parametros analisados, como demonstrado na tabela 2.

Tabela 2 — Média e desvio padrao dos pardmetros de bioimpedancia estimados pelo

modelo cléassico de bioimpedancia corporal.

Antes da aplicacao do ApoOs a remocgao do Valores de p
irritante irritante
R; (kQ)* 144+49 28,7+ 15,1 0,001
R, (kQ)* 28,5+ 10,1 84+6,1 0,001
Rinp(kQ)* 8,7+ 1,07 58+238 0,01
C.(nF)* 2279+ 1224 730,7 £ 456,2 0,047
ndice* 3,28 + 1,24 1,35+ 0,39 0,03

O simbolo (*) mostra a existéncia de diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre
as medidas anteriores e posteriores a aplicagdo do irritante através do teste ¢-student pareado.
O indice ¢ a razdo entre a impedéancia em baixa e alta freqiiéncia.

Apesar da adequacdo pouco satisfatoria do modelo as caracteristicas de
dispersdao observadas na pele, os resultados puderam demonstrar que o método era

sensivel o bastante para detectar a presenga do irritante.
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4.1.2 Resposta ao Degrau e modelo de bioimpedancia com CPE (Constant Phase
Element)

Como anteriormente mencionado, o modelo baseado somente nos elementos
passivos resistivos (R, e R;) e capacitivos (C,) ndo ¢ suficiente para representar as
caracteristicas conhecidas das varias camadas constituintes da pele.

Deste modo, o modelo inicialmente investigado foi substituido por outro mais
representativo das caracteristicas elétricas da pele associadas ao fendmeno da
dispersao (figura 29).

Fe

Ce

.|

R ZFE
A —

Figura 29 — Modelo elétrico da pele humana (primeira versao).

Tal modelo ¢ constituido por um capacitor C, modelando a capacitancia de
eletrodo e um Elemento de Fase Constante (Constant Phase Element - CPE) de Fricke
(R em série com CPE), também conhecido como elemento série de Cole, em paralelo
com um elemento puramente resistivo (R,) que modela a condugdo elétrica em baixas
freqliéncias, e que normalmente esta associado ao espago extracelular.

A utilizacdo de um modelo elétrico da pele que inclui o CPE resulta em um
semicirculo deprimido no grafico de impedancia de Nyquist, sendo que medidas
experimentais de impedancia da pele mostram melhor concordancia com tal modelo
(KONTTURI et al., 1993), do que com aqueles que so utilizam elementos passivos
classicos (resistores e capacitores).

A impedancia do elemento série de Cole ou CPEfp (Fricke) ¢ definida na
equagao 14:

R (14)

ZcpeF =R+ >
(jo)*

onde w ¢ a freqiiéncia angular (@ = 27f, sendo fa freqiiéncia em Hz) e o expoente « é
um parametro do CPE que pode variar entre 0 e 1, mas que em medidas experimentais
da pele tal valor normalmente encontra-se entre 0,5 e 1,0 (KONTTURI ef al., 1993).

Quando o = 1, o CPE se comporta como um capacitor ideal (¢ o modelo total nao
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apresenta o fendmeno de dispersao) e quando assume valores entre 0,5 ¢ 1,0, o CPE ¢
descrito como um pseudo capacitor.

O valor de a estd relacionado com o grau de depressao do semicirculo
observado no grafico de impedancia de Nyquist. Quanto menor o valor, maior a
depressdo do semicirculo no eixo x e maior o efeito de dispersdo dielétrica.

Apesar de existirem relatos na literatura de utilizacio de CPEs na
interpretagdo de dados de impedancia da pele, o equacionamento da expressao da
resposta em corrente para excitacdo por degrau constitui-se em uma contribui¢cdo
original deste trabalho. Vale lembrar que a solugdo exata envolve calculos de
equagoes diferenciais fracionarias, campo de estudo dos numeros fractais (KILBAS et
al., 2006).

Uma vez que o calculo da resposta de corrente ao degrau de tensdo ¢ realizado
por meio da Transformada de Laplace (método tradicionalmente utilizado no calculo
da resposta impulsiva ou da resposta do degrau), o primeiro passo para obter-se uma
solucao matematica e computacionalmente viavel foi realizar-se uma aproximagao da
impedancia do CPEr de Fricke ao invés de uma aproximagdo baseada somente no
CPE. Assim, a impedancia do elemento série de Cole ou CPEf (Fricke), definida na

equagao 14, foi primeiramente equacionada no dominio de Laplace (equagao 15):

(15)

Considerando-se que a solucdo do sistema envolve equacdes diferenciais
devido a exponencial ¢, foi feita uma aproximacgao em baixas freqiiéncias (s = 1) e a

equacaol5 foi substituida pela equagdo 16:

1+ as

16
ZcpeF:R.(H 1 j (16)

que por sua vez pode ser re-escrita como a equacao 17, dando origem a uma

expressao aproximada para a impedancia do CPEr (Fricke).
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R.(s+2/a) (17)

7 —p.xt=7)
v = )

A Figura 30 mostra a comparagdo do médulo e da fase da expressdo exata da
impedancia CPEy (Fricke) (equagdo 14) e de sua aproximagao (equagdo 16). Pode-se
observar que o modelo aproximado apresenta valores semelhantes ao modelo real em

grande parte da faixa de freqiliéncia.

3000 T T T T T T T T T

2000

1000 W

M6 dulo

051 4
g of TR ERENE SRR AT A S S A A S s
5 e
-O.SW 4
4 1 I I I 1 1 1 1 |
0 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10

Frequé ncia normalizada

Figura 30 — Comparacdo do médulo e da fase de Z.r (linha continua) e sua
aproximacdo (linha em cruz).

De acordo com a aplicacdo do método de espectroscopia proposto € com o
novo modelo da pele, o comportamento da corrente pode ser expresso pela equagdo
18, onde novamente observa-se que a resposta da corrente ¢ composta por duas

exponenciais acrescidas de um termo impulsivo.

i) = kg + k1 @10 ks o(@27), (18)

onde w; e @, sdo raizes da equagdo caracteristica da resposta ao degrau (equagado 19):
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) CRR+Ra+Ra| 2R+R, (19)
S”+s- + .
C,R.Ra C.R Ra

Considerando a funcdo de transferéncia da resposta de corrente ao degrau de

tensdo H(s) (equacao 20),

 |s*(C.Ra+C.Ra)+s(2C.R+C.R,)] (20)
W [s>C,R Ra+5(C,R,R+R,a+Ra)+2R+R,]|’

a resposta de corrente no dominio de Laplace seria (equagao 21):

2(C,R,a+C,Ra)+s(2C,R+C,R, 2D
1<s>=ﬁ-H(s>:vd.[s( @+ Cefta) 45 )
S

s(s+ay)(s+a)

Através do célculo de residuos (DESOER e KUH, 1969) os coeficientes &;

podem ser obtidos como:

[s(CeRea+CeRa)+(2CeR+CeRe)]: o, k2 (22)
(s+a)(s+a) sta s+

23

kl:sz-(CeRea+CeRa)+s-(2CeR+CeRe)‘ (23)
s-(s+awp) ‘s:—a)l

24

k2:sz-(CeReaJrCeRa)+s-(2CeR+CeRe)‘ (24)

s-ls+oy ) ‘

s=—w)

Como investiga¢ao da potencialidade da primeira versdo do modelo da pele,
os dados coletados para o estudo anteriormente descrito (MENDONCA & SOUZA,
2003) foram novamente ajustados ao novo modelo da pele, possibilitando assim a
estimacdo da variacdo do parametro a com a irritagdo (FERREIRA et al., 2004). O
ajuste dos dados a expectativa tedrica pode ser observado na Figura 31 e os
parametros estimados antes da aplicagdo do irritante e apds a remogao deste estdo

apresentados na tabela 3.
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Figura 31 — Painel frontal do programa de aquisicao e ajuste dos dados de bioimpedancia
utilizando a primeira versdo do modelo elétrico da pele.

Tabela 3 — Média e desvio padrao dos parametros de bioimpedancia estimados pelo

modelo da pele incluindo o CPE (primeira versao).

Antes da aplicagdo do ~ Apos a remogao do Valores de p
irritante irritante

R (kQ)* 11,0+2,7 9,3+2,0 0,01
R. (kQ)* 16,4+ 3,7 144+33 0,03
Rinp(kY)* 6,6 £ 1,5 55+1,5 0,01
C. (nF)* 330,5 £ 169,1 657,2 £447,5 0,04
a* 0,9+ 0,1 0,8+0,2 0,01
Indice 2,5+0,2 2,6 +0,2 0,15

O simbolo (*) mostra a existéncia de diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) entre
as medidas anteriores e posteriores a aplicagdo do irritante através do teste f-student pareado.
O indice ¢ a razdo entre a impedancia em baixa e alta freqiiéncia.

Apesar da melhor adequagao as caracteristicas de dispersdo observadas na pele
e dos resultados mostrarem que o método ¢ sensivel o bastante para detectar a
presenca do irritante, as propriedades elétricas dos componentes deste modelo ndo sao
capazes de predizer alteragdes cutaneas fisioldgicas e patoldgicas.

Por este motivo, foi investigado o modelo da pele proposto por GRIMNES e
MARTINSEN (2005) (Figura 25b) apo6s adaptacdo conveniente para o presente estudo
(Figura 32).
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Figura 32: Circuito equivalente da pele para calcular a resposta da corrente a excitagdo por
degrau de tensdo e para derivar os parametros elétricos de impedancia: Ce: capacitancia de
eletrodo; R;: resisténcia interna; R,: resisténcia externa; CPE: elemento de fase constante.

Neste modelo, R; representa a resisténcia interna do tecido, R, modela a
resisténcia externa do tecido, C, representa a interface eletrodo/tecido e o CPE
(elemento de fase constante) modela o processo de relaxagdo dielétrica do estrato
coérneo (POON e CHOY, 1981). O CPE pode ser considerado como um elemento
composto por infinitos componentes agrupados que modela as camadas de estrato
corneo. Tal modelo ¢ mais bem ajustado aos tecidos e células em suspensdo
(GRIMNES e MARTINSEN, 2005).

A impedancia do CPE pode ser definida como na equagao 25:

ZepeF = T a’ (25)

onde w ¢ a freqiiéncia angular (rd/s) e K ¢ um parametro com dimensao complexa, ou
seja, [Q.(rd/s)*].

Em virtude da dificuldade na interpretagdo do parametro K, uma vez que sua
dimensao nao ¢ [Q2], este foi re-definido como a razdo K;/K,, onde a dimensao de K; ¢
[Q] e a dimensdo de K é [(rd/s)™] = [7 “]. Assim, a equagdo da impedancia do CPE

pode ser reescrita pela equagao 26:

(26)

A introdugdo do paramentro 7 faz com que o denominador da equagao 26, isto

¢ o produto wr, seja agora adimensional. Portanto, o parametro K; pode ser
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interpretado como a resisténcia do CPE na freqii€ncia caracteristica w.=1/7, sendo 7
considerado a constante de tempo do sistema. O parametro « ¢ a constante de fase do
componente freqiiéncia-dependente e, como ja mencionado, estd relacionada com o
grau de depressao do semi-circulo no grafico de impedancia de Nyquist.

Como anteriormente mencionado, o sistema de espectroscopia por
bioimpedancia utilizado para obter os pardmetros da pele ¢ baseado no modelo
elétrico do sistema biologico em questdo para permitir a obtencdo da expressao
tedrica da resposta da corrente a excitagao por degrau de tensdo. Tal estimacao tedrica
¢ baseada na Transformada de Laplace, onde neste caso, a impedancia do CPE

(equagdo 26) pode ser descrita como:

K ) K
ZcpeF =—la que para s =] ® ZcpeF =1

jot (rs)a @7)

Como também mencionado, a solucao exata de tal sistema envolve a utiliza¢ao
de técnicas de equagdes diferenciais fracionarias, uma vez que os valores de « variam
entre 0,5 e 1,0. Tal utilizacgdo normalmente leva a equacdes de dificil solugdo
analitica. Por este motivo, foram feitas aproximacdes baseando-se na hipdtese de que
a regido proxima a freqliéncia caracteristica ¢ a que fornece mais informagdes do
sistema. Baseado nesta consideracdo, o produto zs da equagdo 27 foi considerado
proximo da unidade e o termo (zs)“ foi aproximado por uma expansdo em série de

Taylor truncada no termo de primeira ordem (equagao 28):
5% =1+a(zs—1) (28)

A Figura 33 mostra o aspecto da fungio real (zs)“ em fungdo do produto zs, da
aproxima¢do com o termo de 1* ordem e da aproximagdo com os termos de 1% e 2°
ordens com diferentes valores de a. Pode-se observar que proximo a freqiiéncia
caracteristica (zs = 1) a aproximag¢do de 1* ordem se distancia pouco da fungdo
verdadeira (zs)” e em altas freqiiéncias fica mais proxima do que a aproximagdo com
os termos de 1° e 2% ordens para os diversos valores de «, justificando a utilizagdo da

aproximacao com apenas o primeiro termo para solucionar a impedancia do CPE.
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Figura 33: Distribuicdo das funcdes (zs)“ (M) /+a(7s-1) (termo de 1° ordem da aproximagio)
(W) e [+o(ts-1) + 0,5(a-1) . o7s-1)° (termos de 1* e 2* ordens da aproximagio) (ll) com
diferentes valores de «..

Baseado na aplicagdo do método proposto para solucionar o problema de
obter-se a trasformada de Laplace do CPE, ¢ possivel demonstrar que a funcao de
transferéncia H(s) da resposta da corrente a excitacdo por degrau de tensao € expressa
em:

|:S2CeR2R1Ta +S (CeRle (1 - a) + CeKlRl + CeK1R2 + TO{Rz ) + Rz (l — a)- (29)
H \ =
(5)

|:S2CeR2T6¥ + (CeRZ (1 - a) +C,K; )}

A transformada inversa de Laplace do produto entre a fungdo de transferéncia
H(s) e a entrada do degrau de tensdo da origem a estimagdo tedrica da resposta da

corrente no dominio do tempo como descrito na equagao 30:
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4g=[hr%k¢@j+(@awﬂ} (30)

2

onde @, e @, sdo raizes da equagdo caracteristica da resposta da corrente a excitagao
por degrau de tensdo (equagdo 31) e os coeficientes &; (i = 0, 1 ou 2) podem ser
obtidos apos a aplicagdo de calculos residuais (DESOER e KUH, 1969), como

demonstrado no modelo anterior.

2 . CeRle(l—Ol)-i-CeKlRl+CeR2K1+TC¥R2 +R2(1—0[)+K1
1R R,C, waRR,C,

1)

Com a nova equagdao da corrente obtida através da solucdo do modelo
especifico da pele e com a resposta obtida experimentalmente, podem-se estimar os
parametros de impedancia ap6s o procedimento de minimizagdo de erro baseado no
gradiente descendente. O ajuste da expectativa tedrica aos dados experimentais a pode

ser observado na Figura 34.
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Figura 34: Painel frontal do programa de aquisicdo e ajuste dos dados de bioimpedancia
utilizando o modelo elétrico da pele (definitivo).
4.2 Probe

O probe utilizado no estudo anterior (MENDONCA e SOUZA, 2003) foi

construido em carater experimental e, portanto, foi desenvolvida uma nova



configuragdo baseada na literatura (NICANDER, 1998), que pode ser observada na
Figura 35.

Figura 35 — Ilustracdo do probe para medi¢ao da bioimpedancia da pele. Os eletrodos
ativos estdo em preto.

Baseado nesta configuracdo, a impedancia da pele foi medida entre dois
eletrodos, embora quatro eletrodos estejam incluidos. O eletrodo circular central ¢
circundado por trés eletrodos concéntricos de ouro que foram depositados em uma
base de alumina. O eletrodo central constituiu-se em um disco de 2,4 mm, cercado a
0,2 mm de distancia por um anel de 0,2 mm. O préximo eletrodo, que esta a 0,2 mm
de distancia do primeiro anel tem dimensdo de 0,5 mm e o ultimo eletrodo de 0,5 mm
esta distanciado do anterior em 2,2 mm.

A penetracdo da corrente no tecido cutdneo estd correlacionada com a
freqliéncia, com a distancia entre os eletrodos, com o tamanho dos eletrodos e com a
propriedade fisica do tecido (ABERG, 2002). Porém, a profundidade de penetragio da
corrente pode ser aproximada para a metade da distancia entre os eletrodos (Figura
36). Freqiiéncias altas tém penetracdo mais profunda do que freqiiéncias baixas em
uma estrutura de dupla camada onde a camada superficial ¢ menos condutiva do que

as camadas internas.

d=~L/2

Figura 36 — Linhas de corrente em um tecido biologico com a variacdo da distancia entre os
eletrodos. A profundidade de penetracdo da corrente ¢ aproximadamente a metade da
distancia entre os eletrodos (ABERG, 2002)
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Embora o probe utilizado neste estudo tenha o mesmo desenho daquele
apresentado na literatura no qual a corrente penetra em 5 profundidades, foram
utilizados apenas dois anéis distanciados do eletrodo central possibilitando a medigao
de duas profundidades. A primeira profundidade seria a metade da distancia entre o
anel central e o primeiro anel (= 0,75 mm) e a segunda profundidade seria a metade
da distancia entre o anel central e o ultimo anel (= 2,37 mm). De acordo com
NICANDER et al. (1997), a primeira profundidade reflete principalmente as
propriedades do epitélio superior (estrato corneo) e a segunda profundidade reflete as
propriedades sobrepostas de todas as camadas da pele.

Apesar de existir uma relacao entre a distancia dos eletrodos e a profundidade
de penetracdo da corrente, a estimagdo da primeira profundidade (anel 1) ¢ incerta,
uma vez que ndo hé como se determinar fisicamente o local de penetragdo exato da
corrente. Entretanto, foi desenvolvido um modelo experimental (Figura 37) para
fornecer informacdes sobre a penetragdo total da corrente na pele (anel 2). O modelo
foi composto por finas camadas de um composto de gelatina+agar-agar sobrepostas
em uma base de gelatinat+agar-agar+cloreto de s6dio. Uma aquisi¢do do sinal de
bioimpedancia foi inicialmente realizada somente usando-se a base e posteriormente a
cada sobreposicdo de uma camada de gelatinat+agar-agar. Como a camada basal
apresenta maior condutividade pelo conteudo de cloreto de sodio, a profundidade de
penetragdo da corrente foi definida como a espessura de camadas através da qual a
resisténcia no anel 2 (camadas mais internas) passou a ser maior do que a resisténcia
no anel 1 (camadas superiores) indicando que a corrente ndo estava mais passando

pela camada de alta condutividade (gelatina+agar-agar+cloreto de s6dio).
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Figura 37: Modelo experimental para determinar a profundidade total de penetragdo da
corrente.

Apos a repeticao do experimento por 3 vezes, de modo a se ter uma avaliagdo
média, a alteracdo da condutividade foi detectada entre as camadas 7 e 8 (Tabela 4),
que corresponde a uma espessura de aproximadamente 2 mm, ou seja, a mesma
espessura identificada em outro modelo experimental realizado por NICANDER et al.
(1995). De acordo com OLLMAR et al. (1995), para estudos de irritagdo cutdnea que
utilizam impedancia elétrica, as dimensdes de profundidade de interesse
compreendem entre 10 um e 1 a 2 mm, dependendo da regido anatdmica e da

variacao individual.
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Tabela 4: Valores estimados de R; (Q2) medidos pelos anéis 1 e 2 de diversas camadas

de gelatina e da camada basal baseando-se no modelo cléssico da pele.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3

Base anel 1 600,243 546,021 506,181

Base anel 2 537,816 503,009 501,382
Camada 3 anel 1 1246,000 1173,000 2510,000
Camada 3 anel 2 881,743 1015,000 1432,000
Camada 4 anel 1 1398,000 1311,000 2127,000
Camada 4 anel 2 1110,000 1158,000 1585,000
Camada 5 anel 1 1951,000 1366,000 2504,000
Camada 5 anel 2 1779,000 1143,000 1923,000
Camada 6 anel 1 2282,000 620,132 698,476
Camada 6 anel 2 1826,000 699,563 671,015
Camada 7 anel 1 3606,000 2138,000 1946,000
Camada 7 anel 2 2601,000 1432,000 2690,000
Camada 8 anel 1 692,774 619,342 597,782
Camada 8 anel 2 796,234 704,906 610,963
Camada 9 anel 1 2232,000 910,760 553,481
Camada 9 anel 2 2912,000 972,871 623,183
Camada 10 anel 1 634,358 1045,000 1188,000
Camada 10 anel 2 724,424 1269,000 1281,000

4.3 Delineamento do estudo

O estudo ¢ caracterizado por uma pesquisa experimental longitudinal e

prospectiva.

4.4 Amostra

Os testes foram realizados em humanos voluntarios escolhidos aleatoriamente
em uma clinica dermatologica e em coelhos do Laboratorio de Analises Toxicologicas
da Faculdade de Farmdacia da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Foram incluidos no estudo homens e mulheres na faixa etaria de 18 a 30 anos e
fototipo de I a Il na classificagdo de Fitzpatrick (FITZPATRICK et al., 1999).

Foram excluidos do estudo criancas, gestantes e nutrizes e individuos que
apresentassem doencas de pele ou historia de alguma manifestagdo atopica (urticaria
cronica, dermatite atopica). S6 foram utilizados no estudo os animais com a pele
integra sendo descartado o animal portador de qualquer doenca de pele.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Avaliagdo do Uso de Animais em

Pesquisa (CAUAP) do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (UFRJ) (anexo 1) e
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pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino Fraga

Filho (UFRJ) (anexo 2).

4.5 Substancia e procedimento do teste

A substancia de teste utilizada para irritacdo cutanea foi o SLS (Pharma
Special, Wuppertal, Germany) diluido em 4gua destilada nas concentragdes de 0,5%,
1,0%, 2,0% e 5,0% para doses simples e 0,5% e 1,0% para doses repetidas, sendo esta
ultima realizada apenas em coelhos. A pureza do SLS ¢ de 93,33%.

Cinqiienta microlitros de uma solu¢do dissolvida de SLS foram aplicadas em
um disco de papel sobre uma camara (Finn Chambers®) de 12 mm (Epitest Ltd Oy,
Hyryld) que ficou em contato com a pele. Essas camaras tém a vantagem de, quando
removidas, deixar marcas bem individualizadas no ponto do teste cutaneo; permitem
ainda contato uniforme com a pele e ndo ocasionam perda ou dispersdo do material

testado.

4.5.1 Procedimento de irritacao primaria da pele com dose simples em coelhos
Esta avaliacdo ¢ realizada através da observacdo e quantificacdo de reagdes
cutdneas que podem surgir apds a aplicagdo de um produto quimico sobre a pele de
animais. Os animais sdo observados por um periodo determinado de tempo apos a
aplicacdo Unica do produto, permitindo-se assim uma verificacdo do aparecimento de

reagOes imediatas ¢ tardias.

4.5.1.1 Animais

Foram utilizados 15 coelhos albinos neozelandeses, machos e fémeas, higidos e
de peso corporeo de 2,0 a 3,0 kg. Os coelhos albinos foram escolhidos por
apresentarem pele mais sensivel que a pele humana as substancias irritantes.

Os animais foram mantidos em gaiolas durante todo o periodo do teste, em sala
de temperatura constante (22 + 3°C) e de umidade relativa entre 30 ¢ 70%. Os
periodos de claro e escuro tiveram ciclos de 12 horas e o regime alimentar € o classico

de laboratorio, com agua potavel ad libitum.

4.5.1.2 Preparo dos animais
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Cada animal foi tricotomizado cuidadosamente na area dorsal 24 horas antes do

inicio do teste (Figura 38).

Figura 38 - Area dorsal do coelho tricotomizada.

4.5.1.3 Aplicagdo do produto

Antes da aplicagdo do produto, o animal era segurado delicadamente até que se
acalmasse. Posteriormente, foi aplicada uma solu¢do salina fisioldégica durante 1
minuto para reduzir a impedancia do estrato corneo e possibilitar a leitura pelo
instrumento de bioimpedancia. A seguir, o produto foi aplicado em diferentes
concentragdes de forma ordenada para facilitar a colocagdo da substincia no local
correto. Uma camara com agua destilada também foi colocada em contato com a pele
como referéncia (controle). A substancia irritante aplicada e o controle foram ocluidos

por adesivos hipoalergénicos e gaze durante 24 horas (Figura 39)

Figura 39 - Oclusdo das substancias irritantes com adesivos hipoalergénicos e gaze.
4.5.1.4 Leitura das reacoes cutdneas

A leitura por bioimpedancia (Figura 40) foi realizada ap6s a aplicacdo da

solugdo salina fisiologica e antes da aplicagdao do produto (dia 0) para comparagao dos
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parametros no periodo anterior e posterior a irritacdo. A camara ocluida foi retirada 24
horas apds a aplicacdo do produto. A leitura do teste pela bioimpedancia e pelo
método visual foi feita durante os dias 2, 3, 4 e 5 ap6s a aplicacdo do produto e a
observagdo visual foi registrada através de uma camara digital (Kodak EasyShare) e
descrita em um formulario especifico (anexo 3). A primeira avaliagdo foi realizada 24
horas apo6s a retirada do irritante porque o efeito da oclusdo permanece durante

algumas horas apds a remogao da cAmara (LOFFLER & HAPPLE, 2003).

Figura 40 - Aplicacdo do probe na area dorsal do coelho para leitura de bioimpedéancia.

A graduagdo da formacdo de edema, medida através do paquimetro, e da
intensidade das reacdes cutaneas foi baseada no método de Draize (DRAIZE et al.,
1944) (anexo 4).

Ap0s realizar a leitura, foi feito o calculo do indice de irritacdo cutdnea primaria
ou indice de Draize. Para se obter os pontos para esta avaliacdo, somam-se 0s pontos
da formacdo de edema e da formagdo de eritema (anexo 4) e calcula-se a média
aritmética das avaliagdes durante o periodo de observacao.

De acordo com o indice de irritacdo cutanea primdria obtido, o produto pode ser
classificado em diferentes potenciais de irritagdo que podem ser observados na tabela

5:

Tabela 5 — Classificacdo de irritante primario cutaneo.

Valor do Indice Classificacao

0-0,9 Naio irritante

1,0-1,9 Ligeiramente irritante
2,0-4,9 Moderadamente irritante
5,0-8,0 Severo irritante
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Como o objetivo do estudo ndo era classificar o produto em potencial de
irritacdo, mas observar o grau de irritacdo, a classificagcdo do método visual foi feita
através da soma dos pontos de formacdo de edema e eritema em cada dia de

avaliacdo.

4.5.2 Procedimento de irritacao primaria da pele com doses repetidas em coelhos

Esta avaliacdo ¢ realizada através da observacdo e quantificacdo de reagdes
cutdneas que podem surgir apds a aplicagdo de um produto quimico sobre a pele de
animais. A substancia ¢ aplicada em doses repetidas, a intervalos de 24 horas entre
uma aplicacdo e outra, sobre a pele dos animais de experiéncia.

Todas as etapas do processo sdo as mesmas da irritacdo primaria da pele com
dose tinica, com excecao do niumero de aplicagdes.

Foram utilizados 15 coelhos albinos neozelandeses diferentes daqueles
utilizados no protocolo anterior.

Antes de cada aplicacdo do produto foi feita a leitura de bioimpedancia.
Posteriormente, o produto em baixas concentragdes (0,5% e 1,0%) ficou ocluido por
24 horas e, ao final deste tempo, este foi retirado. Apds 24 horas todo o procedimento
de aplicacdo foi repetido e assim, sucessivamente, durante 4 dias totalizando quatro
aplicacdes.

A observacdo dos sintomas edema e eritema nos animais, juntamente com a
medicao da bioimpedancia, e o registro pela camara digital foram feitos durante os
dias 2, 3 e 4 apo6s a primeira aplicacdo do produto. As lesdes foram classificadas
baseando-se na tabela de Draize (anexo 4) de acordo com o indice de irritagdo cutanea

primaria descrito anteriormente.

4.5.3 Procedimento de irritacao primaria da pele em humanos

Embora a informagao obtida pelo teste animal seja importante, a extrapolacio
dos resultados para seres humanos, tanto de dose Unica quanto de doses repetidas do
produto, ndo tem um valor determinado e o teste de contato (patch test) em humanos ¢
indicado.

Por esta razdo, foram feitos testes de irritacdo aguda em humanos que foram
relacionados com os resultados obtidos em animais nas mesmas concentragdes do

produto.
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No teste de contato, voluntarios humanos sdo expostos a uma substancia de
teste sob uma camara oclusiva no dorso ou na parte anterior do brago. Apos 24 horas,
a camara ¢ removida e a pele ¢ classificada pelos sinais apresentados como edema e
eritema.

As quatro camaras contendo o irritante em concentracdes diferentes (0,5%,
1,0%, 2,0% e 5,0%) foram aplicadas de forma ordenada nos antebracos anteriores
esquerdo e direito em 12 humanos mantendo uma distancia de 4 cm (Figura 41). Uma
camara vazia (sem irritante e agua destilada) também foi colocada em contato com a
pele como referéncia (controle). No antebraco esquerdo, antes da aplicagao do
irritante, foi aplicado um produto hidratante (trealose a 5%) para verificar a protecao

contra a irritagao.

Figura 41 — Localizacao das cdmaras no antebraco esquerdo. As cdmaras sdo numeradas no
sentido medial-lateral, proximal-distal.

Antes de cada medida, os individuos ficaram em repouso por 15 minutos em
local arejado para evitar excesso de suor. A superficie da pele foi umedecida com uma
solucdo salina fisiologica durante 1 minuto para reduzir a alta impedancia do estrato
corneo e eliminar o suor.

As camaras ficaram em contato com a pele durante 24 horas e as leituras visuais
e por bioimpedancia foram realizadas antes da coloca¢do das camaras (dia 0) e 24

horas apds a remocao destas (dia 2).
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A avaliagdo visual foi baseada na escala sugerida por AGNER e SERUP (1990)
(tabela 6) e a reagao foi registrada por uma camara digital (Kodak EasyShare) e em

formulario especifico (anexo 5).

Tabela 6 — Avaliacao visual de irritagao cutdnea em humanos

Reacao Resultado
Ausente 0

Leve escamagao ou eritema muito fraco 0,5
Eritema fraco e leve infiltracao 1

Eritema visivel, infiltragao, possiveis vesiculas e crostas 2

Eritema pronunciado, infiltragdo, possiveis vesiculas, bolhas, pustulas 3
e/ou crostas pronunciadas

4.6 Analise dos dados

Uma vez que os parametros de impedancia da pele (R;, R,, K; e @) apresentam
grande variabilidade inter-individual, os valores medidos foram convertidos em indice
para normalizagao dos dados e melhor interpretacdo do comportamento geral da pele.
Foram testadas diversas combinac¢des de parametros para identificar o indice que

apresentasse a maior correlagdo com o método visual (ver resultados).

4.7 Analise estatistica

Os parametros de impedancia obtidos em humanos foram inicialmente
submetidos ao teste de normalidade da distribuicdo de dados Kolmogorov-Smirnov
(K-S). Uma vez que neste protocolo foram realizadas apenas duas medidas (antes e
apos a aplicagdo do irritante), foi utilizado o teste ¢-Student pareado apos a
constatacao da distribui¢ao normal dos dados. O nivel de significancia adotado foi de
5%.

A comparagdo entre os valores de indice de impedancia da referéncia (valores
obtidos antes da aplicacao do irritante) e de cada pontuagao da escala visual (valores
obtidos apds a remog¢do do irritante) foi feita através do teste de duas amostras
Kolmogorov-Smirnov que ¢ aplicado quando as amostras apresentam distribuigdes
diferentes (simétrica e assimétrica).

Os resultados obtidos durante dias consecutivos nos protocolos de coelhos

foram analisados através do teste ANOVA com medidas repetidas de 1 fator (dia). O
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valor p foi corrigido pelo procedimento de Tukey e foi adotado como nivel de
significancia p < 0,05.

Testes de correlagdo de Spearman ordenado foram realizados entre as medidas
da escala visual e o indice de impedancia verificando assim a adequag@o deste método

na determinacdo de irritacdo cutanea.

Todas as analises foram feitas através do pacote estatistico SPSS versao 10.0.
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CAPITULO S

RESULTADOS

5.1 Indice de irritaciio cutinea (IX)

Como anteriormente mencionado, foram investigadas varias combinacdes de
parametros de impedancia da pele para se obter um indice capaz de identificar e
descrever as alteragdes decorrentes do processo de irritagdo, uma vez que o0s
parametros isolados apresentam grande variabilidade inter-individual impossibilitando
a identificagdao de um padrao de resposta.

Inicialmente, foram feitas combinagdes de indices no anel 1 e no anel 2
separados, ou seja, os parametros do modelo do anel 1 foram usados para obtencao de
um indice que descrevesse as alteracdes da camada superior € os parametros do anel 2
seriam usados para descrever as alteracdes das camadas mais internas da pele. Porém,
todas as combinagdes apresentaram baixa correlagdo com a escala visual pelo teste de
correlacdo de Spearman. Como foi observado que as maiores alteracdes nos
parametros ocorreram no anel 2, foi investigado um indice que pudesse refletir as
alteracdes internas em relagdo aos parametros da superficie (estrato corneo). Assim, o
indice (equagdo 32) que apresentou maior correlagdo (r>0,6) com a escala visual foi:

R

IX=—«a,
%, (32)

onde R; ¢ a resisténcia interna da pele do anel 2, R, ¢ a resisténcia externa da pele do

anel 1 e a ¢ o parametro do CPE do anel 1 que esta associado ao fendomeno de

dispersao do estrato corneo.
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As Figuras 42 e 43 mostram a relagdo entre o indice de impedancia e a escala
visual em coelhos e humanos, respectivamente. A referéncia (ref) na escala visual
inclui as observagdes no dia anterior a aplicagdo do irritante, enquanto que os outros
valores da escala correspondem aqueles observados apos a aplicagdo do irritante em
todas as concentragdes. Foram observadas correlagdes estatisticamente significativas

(»<0,01) entre as duas variaveis para coelhos (#=0,651) e humanos (»=0,650) através

do teste de correlagdo de Spearman.

L | & & & &
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Ref 1] 1 2 3
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Figura 42: Box plot do indice de impedancia elétrica em relagado a escala visual em coelhos.
O simbolo quadrado indica a média, o simbolo redondo inferior indica o valor minimo e o
simbolo redondo superior indica o valor maximo. Os marcadores (*) mostram uma diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) através do teste de duas amostras Kolmogorov-
Smirnov entre a referéncia e cada pontuagdo da escala visual.
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Figura 43: Box plot do indice de impedancia em relagdo a escala visual em humanos. O
simbolo quadrado indica a média, o simbolo redondo inferior indica o valor minimo ¢ o
simbolo redondo superior indica o valor maximo. Os marcadores (*) mostram uma diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) através do teste de duas amostras Kolmogorov-
Smirnov entre a referéncia e cada pontuagdo da escala visual.

5.2 Escala visual e parametros de impedancia da pele de

coelhos e humanos antes e apos a irritacao

Nesta se¢do sdo apresentados a resposta visual (Figura 44 e Tabela 7) e os
parametros de impedancia da pele de coelhos € humanos antes da aplicagao da camara
de referéncia e do SLS (dia 0) nas concentracdes de 0,5%, 1,0%, 2,0% e 5,0% e 24
horas apds a remocdo destes (dia 2). Os parametros de impedancia incluem a
resisténcia interna (R;) e externa (R;) da pele de coelhos e humanos (Figuras 45 e 46,
respectivamente) e o (Tabela 8) estimados na profundidade superficial (anel 1) e
interna (anel 2). Através destes parametros, foi derivado o indice de impedancia
(equacdo 32) que ¢ apresentado na Figura 47.

Os resultados das se¢des 5.1 e 5.2 foram aceitos para publicacdo na revista

Skin Research and Technology (FERREIRA et al., 2006a).
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5.2.1 Método visual

(a) (b)

Figura 44: llustracdo da resposta visual cutanea em um coelho (a) e em um individuo (b) 24
horas ap6s a remogao do irritante.

Na Figura 44 observa-se que nao houve reacdo no local onde foi colocada a
camara de referéncia (circulo em preto) e a reagdo mais intensa ocorreu no local de

aplicagdo de 5% de SLS (indicacdo da seta).

Tabela 7: Distribuicdo da escala visual para a referéncia (ref) e cada concentragdo de

SLS no dia 2 em humanos e coelhos.

Escala Visual

Coelhos Humanos
SLS 0 1 2 3 0 0,5 1 2 3
Ref 15 12
0,5% 15 3 4 4 1
1,0% 15 1 4 3 4
2,0% 10 4 1 1 4 5 2
5,0% 5 1 3 6 1 5 6

O namero de respostas positivas foi maior em humanos do que em coelhos,
uma vez que estes sO mostraram alguma reacdo visual nas concentragdes mais
elevadas (2,0% e 5,0%). Foi observado um incremento na escala visual com o
aumento da concentragdo de SLS e nenhum dos locais onde foi colocada a camara de

referéncia apresentou reagao.
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5.2.2 Impedancia elétrica

Anel 1 Anel 2
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Figura 45: Média e erro médio padrao dos parametros de impedancia (R; e R,) da referéncia

(Ref) e de cada concentragdo de SLS nas profundidades 1 e 2 do dia 0 () comparado com o

dia 2 () em coelhos. O simbolo (*) mostra uma alteracdo estatisticamente significativa (p <
0,05) através do teste ¢-Student pareado entre o dia 0 e o dia 2.
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Figura 46: Média e erro médio padrdo dos pardmetros de impedéancia (R; e R;) da referéncia
(Ref) e de cada concentracdo de SLS nas profundidades 1 e 2 do dia O (W) comparado com o

dia 2 (H) em humanos. O simbolo (*) mostra uma alteracao estatisticamente significativa (p <

0,05) através do teste t-Student pareado entre o dia 0 e o dia 2.
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Figura 47: Média e erro médio padrao do indice de impedancia (BIA) da referéncia (Ref) e
de cada concentragio de SLS do dia 0 (ll) comparado com o dia 2 () em coelhos (a) e
humanos (b). O simbolo (*) mostra uma alteragao estatisticamente significativa (p<0,05)
através do teste t-Student pareado entre o dia 0 e o dia 2.
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Tabela 8: Média + desvio padrio de « da referéncia (ref.) e de cada concentragdo de
SLS nas profundidades | e 2 do dia 0 e do dia 2 em coelhos e humanos.

Ref. 0,5% 1,0% 2,0% 5,0%
Dia0 0,94+0,01 0,93+0,02 092+0,04 0,94+0,02 0,93+0,02
E Anell Dia2  093+0,02 092+0,02 092+0,02 091+0,02 0,92 +0,02
§ Dia0 0,89+0,02 0,90+0,02 0090+0,02 0,90+0,02 0,89+ 0,02
Anel2 Dia2 088+0,03 089+0,02 089+001 0,89+001 0,90+ 0,02
. Dia0 0,86+0,01* 0,87 +0,02* 0,86 +0,02* 0,86+0,02* 0,86+ 0,01*
g Ancll Dia2 086+0,01% 0,88+0,01% 0,87+0,01* 0,88+0,01* 0,87+0,01%
§ Anel D20 090£003 091£0,02 090001 091003 091£0,03
Dia2 0,89+002 0,90+0,01 090+0,01 0,90+0,01 0,90+0,01

O simbolo (*) mostra uma diferenga estatisticamente significativa dos valores de o de
humanos quando comparados com os valores de coelhos nos dias correspondentes.

Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) nos valores

de « antes e apoOs a exposicdo ao SLS, tanto em humanos quanto em coelhos. Porém,

pelo teste de wvaridncia entre grupos

(ANOVA), foi

verificada

diferencas

estatisticamente significativa (p<0,05) entre os valores de & de humanos e de coelhos

na profundidade 1 (estrato cérneo) em todas as concentracdes de SLS, inclusive na

referéncia.
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5.3 Evolucao da irritacao na pele de coelhos apos a aplicaciao

de SLS em dose unica.

As reacdes da pele de coelhos foram observadas pelo método visual (Figura 48)
e pelos parametros de bioimpedancia (Figuras 49 e 50, Tabela 9) no momento anterior
a aplicacdo da camara de referéncia e do irritante nas concentragdes de 0,5%, 1,0%,
2,0% e 5,0% (dia 0) e durante quatro dias consecutivos a partir de 24 horas apos a
remog¢ao das camaras (dias 2, 3, 4 ¢ 5). Neste protocolo, o SLS foi aplicado em dose
unica para observar o comportamento da reacao da pele. Os resultados desta se¢do
foram aceitos para apresentagio no 28" International Conference on the IEEE
Engineering in Medicine and Biology Society, que se realizard em agosto/setembro de

2006 em New York, USA (FERREIRA et al., 2006b).

3,00~
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Escala “isual

1,00~

0,00~
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2,0%

1,0%
Dia?z 05% SLS

Figura 48: Distribuicdo da escala visual em coelhos para cada concentragdo de SLS
em dose unica nos dias de observacdo apos a remogao das camaras.

Nao foi observada nenhuma reagdo nas concentragdes mais baixas de SLS
(0,5% e 1,0%) durante todos os dias de observagao. Na concentracdo de 2,0% houve
uma diminui¢do na escala visual do dia 2 ao dia 4, porém, no quinto dia foi verificado
um aumento da resposta. O nimero de respostas positivas ao SLS foi maior na
concentragdo de 5,0% quando comparado a 2,0%, sendo também observado aumento

de resposta com os dias de observagao.
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Figura 49: Média e erro médio padrao dos parametros de impedancia (R; e R,) da referéncia
(M) e cada concentracdo de SLS em dose tnica: 0,5% (H); 1,0% (H); 2,0% (0); 5,0% () no
dia 0 (antes da aplicagdo das cdmaras), dia 2 (24 horas apds a remogao das camaras) e nos
dias subseqiientes.

De acordo com a andlise de variancia (ANOVA), nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa (p>0,05) entre todas as concentragdes e a referéncia

(local ndo exposto ao SLS) durante os dias de observacdo nos pardmetros de

impedancia (R; e R;) dos anéis 1 e 2.
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Figura 50: Média e erro médio padrao do indice de impedancia (BIA) da referéncia (l)e
cada concentracao de SLS em dose tnica: 0,5% (H); 1,0% (H); 2,0% (O); 5,0% () no dia 0
(antes da aplicagdo das camaras), dia 2 (24 horas apds a remogao das camaras) e nos dias
subseqiientes. O simbolo (*) mostra uma alteracao estatisticamente significativa (p<0,05)
entre a referéncia (local ndo exposto ao SLS) e cada concentragdo de SLS através da analise de
variancia (ANOVA).

Tabela 9: Média + desvio padrio de « da referéncia (ref.) e de cada concentragdo de
SLS aplicado em dose unica nas profundidades 1 ¢ 2 do dia 0 e dos dias 2 até 5 em

coelhos.
Ref. 0,5% 1,0% 2,0% 5,0%

Dia 0 0,94 £0,01 0,93 £0,02 0,92 £0,04 0,94 £0,02 0,93 £0,02
Dia 2 0,93 £0,02 0,92 £0,02 0,92 £0,02 0,91 £0,02 0,92 £0,02

Anel 1 Dia 3 0,92 £0,05 0,92 £0,03 0,92 £0,03 0,93 £0,02 0,93 £0,02
Dia 4 0,92 £0,01 0,91 £0,01 0,91 £0,03 0,92 £0,03 0,92 £0,02
Dia 5 0,92 £0,02 0,92 £0,02 0,91 £0,03 0,92 £0,02 0,91 £0,02
Dia 0 0,89 £ 0,02 0,90 £ 0,02 0,90 £ 0,02 0,90 £ 0,02 0,89 £0,02
Dia 2 0,88 £0,03 0,89 £ 0,02 0,89 £0,01 0,89 £0,01 0,90 £ 0,02

Anel2 Dia3 0,90 £0,03 0,90 £0,02 0,89 £0,02 0,89 £0,02 0,89 £0,01
Dia 4 0,91 £0,02 0,89 £0,02 0,89 £0,02 0,89 £0,02 0,90 £0,01
Dia 5 0,91 £0,02 0,89 £ 0,03 0,89 £ 0,03 0,89 £ 0,02 0,90 £ 0,02

De acordo com a analise de variancia (ANOVA), nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa (»p>0,05) nos valores de « entre o dia 0 e os dias
posteriores a aplicacdo do SLS em todas as concentra¢des tanto no anel 1 quanto no

anel 2.
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5.4 Evolucao da irritacao na pele de coelhos apos a aplicacao
de SLS em doses repetidas.

Neste protocolo, a aplicagdo do SLS (0,5% e 1,0%) foi feita diariamente
durante quatro dias consecutivos para observar a evolugao da resposta da pele quando
0 agente irritante permanece em contato. A avaliagdo visual (Figura 51) e por
bioimpedancia (Figuras 52 e 53, Tabela 10) foram realizadas no dia anterior a
aplicacdo das camaras (dia 0) e nos dias 2, 3 e 4 apos a primeira aplicacdo de SLS.
Estes resultados foram aceitos para apresentacdo no XX Congresso Brasileiro de

Engenharia Biomédica, que se realizara em outubro de 2006 na Cidade de Sao Pedro,

Sao Paulo (FERREIRA et al., 2006c¢).
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Figura 51: Distribuicao da escala visual em coelhos para cada concentracao de SLS
em doses repetidas nos dias de observagao.

Nesta figura pode-se observar um aumento do nimero de respostas positivas

com o aumento da concentracao de SLS e com os dias de observagao.

97



Anel 1 Anel 2

15004
5000+
= al =
o ey 40004
- =
£ 10004 =
i e =
=
= g 3000
2 e %
e o
o o
@ & 20001
o 500+
10007
0= - ) ) ) )
Dia 0 Dia 2 Dia 3 Dig 4 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
Anel 1 Anel 2
B 30004 I
z
T T i)
= = i %
T 000 - 22000 E L
= =
5 e
o 0
- o
a [
T 5004 ™ 1000+
0= . 0= L1
Dia0 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 0 Dia 2 Dia 3 Dia 4

Figura 52: Média e erro médio padrao dos parametros de impedancia (R; e R,) da referéncia
(M) e cada concentracdo de SLS em aplicagdes repetidas: 0,5% (H); 1,0% () no dia 0 (antes
da aplicacdo das camaras), dia 2 (24 horas apds a remocao das camaras) e nos dias
subseqiientes. O simbolo (*) mostra uma alteracéo estatisticamente significativa (p<0,05)
entre a referéncia (local ndo exposto ao irritante) e cada concentragdo de SLS através da
analise de variancia (ANOVA).
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Figura 53: Média e erro médio padrdo do indice de impedancia (BIA) da referéncia (H) e
cada concentrag@o de SLS em doses repetidas: 0,5% (H); 1,0% (O) no dia 0 (antes da
aplicacdo das camaras), dia 2 (24 horas ap6s a remogao das cimaras) e nos dias subseqiientes.
O simbolo (*) mostra uma alteragdo estatisticamente significativa (p<0,05) entre a referéncia
(local ndo exposto ao irritante) ¢ cada concentragdo de SLS através da analise de variancia
(ANOVA).

Tabela 10: Média + desvio padrdo de « da referéncia (ref.) e de cada concentragdo de
SLS aplicado em doses repetidas nas profundidades 1 e 2 do dia 0 e dos dias 2 até 4
em coelhos.

Ref. 0,5% 1,0%
Dia 0 0,94 £ 0,02 0,94 £ 0,03 0,93 £0,03
Anel 1 Dia2 0,91 £0,01* 0,91 £0,01* 0,91 +0,01*
Dia 3 0,90 +0,02* 0,91 +£0,02* 0,91+0,01*
Dia 4 0,90 £ 0,02* 0,91 +£0,02* 0,90 +£0,02*
Dia 0 0,91 £0,03 0,89 £ 0,03 0,90 £ 0,02
Anel 2 Dia 2 0,88 £ 0,03 0,88 £0,01 0,88 £0,01*
Dia 3 0,88 £ 0,03 0,87 + 0,02 0,88 +£0,01*
Dia 4 0,89 £ 0,02 0,88 £ 0,02 0,87 +£0,02*

O simbolo (*) mostra uma diferencga estatisticamente significativa dos valores de o de cada
dia apos a aplicacdo de SLS quando comparados com o dia 0.

Baseando-se na andlise de variancia (ANOVA), foi observada diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) nos valores de « entre o dia 0 e os dias
posteriores a aplicacdo repetida do SLS nas duas concentragdes, inclusive na
referéncia no anel 1. No anel 2, a diferenca estatistica (p<0,05) s6 foi verificada na

maior concentragao (1,0%).
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5.5 Comparaciao entre o padrao de irritacio da pele de

humanos com e sem aplicaciao de hidratante (trealose a 5%)

Em humanos, foram aplicadas solu¢des de SLS em dose unica nas
concentracdes de 0,5%, 1,0%, 2,0% e 5,0% nos antebragos anterior direito e esquerdo.
Porém, no lado esquerdo, antes da colocagdo das camaras com irritante, foi aplicada
uma solucdo de trealose a 5% (hidratante) para verificar a protecdo contra irritacdo. A
leitura visual e por bioimpedancia foi realizada no momento anterior a aplicagdo das
substancias (dia 0) e 24 horas ap6s a remoc¢ao das camaras (dia 2). A avaliacao visual
dos antebragos direito (sem hidratante) e esquerdo (com hidratante) pode ser
observada na Figura 54 e os indices de impedancia em todas as concentragdes siao

apresentados nas Figuras 55 e 56.
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Figura 54: Distribuicao da escala visual em humanos para cada concentrac¢ao de SLS
em dose unica com e sem aplicagdo de hidratante (trealose a 5%)

Na figura 54, pode-se observar um incremento na escala visual com o aumento
da concentracao de SLS e que a resposta positiva a irritacdo foi maior nos locais

expostos apenas ao SLS do que naqueles com aplicacdo anterior de hidratante.
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Figura 55: Média e erro médio padrao do indice de impedancia (BIA) da referéncia (Ref) e
de cada concentracdo de SLS com e sem hidratante do dia 0 (H) e do dia 2 (H) em humanos.

Através da andlise da variancia entre grupos (ANOVA) ndo foi observada
diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre o indice de impedancia nos

locais em contato com SLS puro e com hidratante em todas as concentragdes,

inclusive para referéncia.
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Figura 56: Média e erro médio padrdo do indice de impedancia (BIA) da referéncia (Ref) e
de cada concentragdo de SLS com hidratante (a) e sem hidratante (b) do dia O (ll) comparado

com o dia 2 (H) em humanos. O simbolo (¥*) mostra uma alterag@o estatisticamente
significativa (p<0,05) através do teste ¢-Student pareado entre o dia 0 e o dia 2.

Na Figura 56 pode-se observar que o comportamento do indice de impedancia

mostrou-se semelhante para os locais expostos apenas ao SLS e aqueles expostos ao

irritante e ao hidratante.
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CAPITULO 6

DISCUSSAO

Os métodos de bioengenharia da pele vém sendo amplamente utilizados em
pesquisas por apresentarem medidas quantitativas capazes de identificar a irritagdo no
estagio subclinico, diminuindo desta forma, os riscos impostos aos animais e
humanos. Porém, nem todo método avalia os mesmos aspectos da irritagdo. O
instrumento que mede a perda de dgua transepidérmica (Evapometer ou Tewameter) é
um dos mais utilizados em pesquisas (OLLMAR et al., 1994) e avalia a funcao de
barreira da pele. O contato de um irritante com a pele altera a sintese de lipidios pelos
queratindcitos ocasionando uma reducdo na capacidade de protecdo da pele contra
agentes do meio externo. Esta alteracao na barreira permite uma maior perda de agua
através da epiderme que ¢ detectada pelo aparelho e associada com a irritacdo
cutanea. A fluxometria por laser Doppler ja avalia outro aspecto da irritagdo que esta
relacionado com o fluxo sanguineo em dire¢do a area exposta ao irritante, uma vez
que os elementos envolvidos na resposta inflamatoria chegam ao local através deste
fluxo que se encontra aumentado. A colorimetria mede o rubor da pele, que constitui
em um sinal caracteristico da resposta inflamatdéria e a capacitancia elétrica de
hidratagdo mostra o grau de hidratacdo da pele avaliando indiretamente a irritacdo,
que envolve uma perda de agua pela epiderme. Portanto, os diversos métodos, como
descrito por OLLMAR et al. (1994), avaliam diferentes parametros fisicos que podem
ou ndo ser relevantes dependendo do objetivo do estudo.

A impedancia elétrica da pele tem sido aplicada para avaliar a irritacdo
cutanea sobre outro aspecto, diferente daqueles detectados pelos métodos descritos
acima, ou seja, a formacdo de edema. E descrito na literatura (RIEGER,1994;

WILHELM et al.,1994) que o edema ¢ decorrente da alteragdo da pressdo oncoética
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devido a desnaturagao da queratina (proteina), que por sua vez ¢ provocada pelo
contato do irritante com a epiderme. Através da alteracdo da impedancia elétrica da
pele, ¢ possivel estimar o grau de edema presente, que estd relacionado com o
processo de irritagao.

Apesar de ter sido demonstrada a validade deste método para identificar a
irritacdo no estagio subclinico (OLLMAR et al., 1994), os autores ndo utilizaram
modelos elétricos da pele, conferindo assim, limitagdes na interpretacdo dos efeitos
decorrentes da irritacio. GRIMNES e MARTINSEN (2005) destacam a importancia
da utilizagdo de circuitos equivalentes para analise dos dados de bioimpedancia. O
modelo elétrico da pele utilizado neste estudo foi capaz de conferir interpretacdes
coerentes em relagdo as alteragdes fisiologicas do tecido e a curva tedrica da corrente
foi bem ajustada aos dados medidos. Como reportado por LJUNG (1987), essas
caracteristicas sao importantes para considerar o modelo como um bom representante
das propriedades especificas da realidade.

O método de espectroscopia de impedancia desenvolvido no Laboratorio de
Instrumentagdo Biomédica (COPPE/UFRIJ) ¢ baseado na resposta da corrente a uma
excitacdo por degrau de tensdao constituindo-se em uma alternativa de se realizar a
espectroscopia de impedancia com menor numero de excitagdes em relacdo a técnica
baseada na varredura senoidal. Tal método implica no uso de um modelo da pele,
fornecendo parametros elétricos que foram utilizados no computo de um indice para
identificar a irritacdo, uma vez que as medidas isoladas de bioimpedancia apresentam
grande variabilidade inter-individual e por esta razdo, ndo indicam um padrdao de
resposta capaz de detectar a irritagao.

Apds a combinagdo de varios parametros de impedancia foi derivado um
indice que melhor refletiu a irritagdo da pele através da correlagdo com a escala
visual. Apesar deste método nao ser considerado padrdo-ouro para validagdo do
estudo, este foi aplicado pela dificuldade em se utilizar cortes histologicos da pele,
considerado um método mais adequado para avaliar novos métodos em
desenvolvimento.

O indice foi desenvolvido baseando-se nas suposi¢des de que na profundidade
superficial (anel 1) a principal contribui¢do para o modelo seria da resisténcia externa
(R,), enquanto que nas camadas mais profundas (anel 2) a resisténcia interna (R;)
seria o principal contribuinte para o modelo. De acordo com achados histologicos

(NICANDER et al., 1995), as principais alteracdes decorrentes da irritacdo sao
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encontradas na parte basal da epiderme. Estas alteracdes estdo relacionadas com
edema, infiltracao linfocitaria e degeneracao de queratinocitos. Portanto, no processo
de irritagdo, ¢ esperada uma maior mudanca na profundidade interna do que na
superficie. A presenga de edema na epiderme reduz R; na profundidade interna,
porém a alteracdo em R, na profundidade superficial ¢ pequena. Baseado nesta
suposicao, a irritacao foi avaliada como a razao entre R; na profundidade interna e R,
na profundidade superficial ¢ uma diminui¢do do indice corresponde ao aumento da
irritacdo. O parametro « foi incluido no computo do indice para descrever o processo
de dispersao que ocorre na camada cérnea.

O indice foi correlacionado com a escala visual independentemente da
concentracao de SLS (variavel 1) a qual o local foi exposto e do dia de observacao
(variavel 2), uma vez que o método padrio de avaliagdo da irritagdo ¢ baseado
somente na resposta clinica observada na pele (edema e eritema). Apesar de alguns
estudos analisarem essas duas varidaveis em funcao dos parametros de bioengenharia
(OLLMAR e EMTESTAM, 1992; OLLMAR et al., 1994, NICANDER et al., 1995),
e de ter sido confirmada uma associagdo positiva entre concentragdo e tempo de
exposicdo da substancia com o grau de irritagdo cutdnea, na pratica clinica esses
dados podem assumir pouco significado, ja que muitas vezes nao ¢ conhecida a
concentracao do produto ou o tempo de sua aplicagdo. Além disso, a inflamagao ¢
decorrente de um processo inespecifico, ou seja, os sinais clinicos produzidos (calor,
rubor, edema e dor) independem da causa e por esta razdo a utilizagdo do método ndo
fica limitada a aplicagdo do SLS. Este s6 foi utilizado no estudo para induzir a
resposta inflamatéria, porém ¢ possivel identificar a irritagdo provocada por outras
causas como queimaduras, infecgdes microbianas, agentes fisicos, outros agentes
quimicos, etc. Nesses casos, a informagdo relevante esta no grau de irritagdo cutanea
para aplicacdo de tratamento imediato.

Foi verificada uma correlagdo estatisticamente significativa entre o indice de
impedancia e o método visual, tanto em coelhos como em humanos, indicando que o
indice ¢ capaz de identificar diferentes graus de irritacdo. Também foram observadas
diferengas estatisticamente significativas nos valores de indice da referéncia (valores
medidos antes da aplicacdo das camaras) e os indices correspondentes a cada
pontuacgdo na escala visual apos a exposi¢ao do irritante, com excegdo da pontuacao 0

(zero) em humanos. Este achado sugere que o indice de impedancia ¢ capaz de
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detectar a irritagdo em nivel subclinico pelo fato de diferenciar a resposta pré e pos-
exposi¢ao, mesmo esta nao sendo observada macroscopicamente.

Em um estudo desenvolvido por OLLMAR et al. (1994), comparando a
impedancia elétrica com outras técnicas de bioengenharia e a escala visual foi
verificado que o método de impedancia foi tdo sensivel quanto os métodos
quantitativos e apresentou maior sensibilidade para medir niveis leves de irritacdo do
que a escala visual.

Quando se comparou a resposta visual da pele de humanos e coelhos antes da
exposi¢ao em dose unica ao SLS e 24 horas apos sua remogao foi observado um maior
numero de respostas positivas em baixas concentragdes do irritante (0,5% e 1,0%) em
humanos do que em coelhos, apesar dos animais tipicamente apresentarem a pele
mais sensivel do que humanos. Este resultado pode ter sido encontrado devido ao
rapido crescimento dos pé€los dos animais, que dificulta a leitura correta do teste. A
diferenca da resposta visual encontrada neste estudo constata a afirmacao de NIXON
et al. (1975) de que os resultados do teste de contato em coelhos ndo podem ser
diretametne extrapolados para humanos. Mesmo com esta diferenga foi detectado em
ambas as amostras uma rea¢ao mais evidente com o aumento da concentracao de SLS.

Em relacao aos parametros de impedancia da pele estimados pelo modelo, nao
foi verificado um padrdo de resposta capaz de identificar a irritagdo tanto em humanos
quanto em coelhos. Por esta razdo, um indice de impedancia foi idealizado e
analisado. De acordo com os valores obtidos do indice proposto foi possivel detectar
diferencas estatisticamente significativa entre pré e pos-exposicao de SLS em todas as
concentragdes, exceto na referéncia (locais ndo expostos ao irritante) em humanos e
coelhos. Apesar do método visual ndo detectar nenhuma reagdo ao irritante nas
concentracdes mais baixas (0,5% e 1,0%) em coelhos, o método de impedancia
identificou a presen¢a de edema nestas concentracdes indicando a capacidade de
avaliar a resposta subclinica.

Estes resultados corroboram os achados de alguns trabalhos da literatura que
utilizam a impedancia elétrica para avaliar a irritacao cutanea (OLLMAR et al., 1994,
OLLMAR et al., 1995, NICANDER et al., 1995). Como relatado nestes artigos, o
principal sinal relacionado com a irritagdo foi o edema, confirmado histologicamente
na pele de coelhos (orelha) e humanos (antebraco anterior). As alteragdes observadas
com o método em baixas freqiiéncias foram associadas com as mudangas no espago

extracelular que estdo relacionadas com a presenca de edema.
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Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa nos valores de o
antes e apds a exposi¢do ao SLS em dose Unica, podendo-se sugerir que a aplicagao
simples do irritante nao altera a espessura da camada cérnea. Este fendmeno,
denominado de hiperqueratose, ¢ mais evidente na irritagdo cronica (SAMPAIO et al.,
1987). Quando os valores das duas amostras foram comparados, foi verificado que os
humanos apresentaram menores valores de & no estrato corneo do que os coelhos para
todas as concentracdes de SLS e para referéncia. Como o « esta relacionado com o
processo de dispersdo que ocorre no estrato corneo devido as variacdes morfologicas
das laminas da camada, pode-se deduzir que quanto maior a variagdo na camada,
menor o valor de a. Assim, sugere-se que o estrato cérneo de humanos apresenta
maior variacdo do que de coelhos.

Além da avaliacao da resposta da pele pré e pds-exposicao, também foi feito
um acompanhamento da reacdo cutinea em coelhos durante 5 dias ap6s a aplicagdo
em dose Unica de SLS para observar o processo de regeneragdo da pele. A resposta
visual s6 foi evidente nas concentragdes de 2,0% e 5,0% e a reagdo foi maior na
concentracdo mais alta de SLS. Nos locais ocluidos com 5,0% de SLS, a resposta
aumentou com os dias de observacgao (valor maximo alcangado no quinto dia). Alguns
estudos vém sendo realizados com humanos para verificar a regeneragdo da pele apds
irritacdo com SLS em diversas concentracdes. De acordo com ALE et al. (1997), o
eritema esteve presente até 15 dias apos a aplicacdo em dose unica de SLS a 1,0% e
alcangou seu valor médximo no quinto dia. GLOOR et al. (2004) observaram que o
rubor da pele aumentou até o terceiro dia apos a irritacdo com SLS a 1,0% alcangando
os valores basais no dia 9. WILHELM et al. (1994) verificaram a presenca de eritema
até¢ 18 dias apds a aplicagdo de SLS a 0,5%, porém o valor maximo foi encontrado
imediatamente apds a remocao das cadmaras seguido de uma redugdo gradual lenta.

Em relagdo aos parametros de impedancia (R; e R;) ndo foi encontrado
qualquer padrao de comportamento que identificasse a irritagdo durante os dias de
observagao; porém foram verificadas diferencas estatisticamente significativa entre os
valores de indice de impedancia da referéncia (locais ndo expostos ao SLS) e os
valores de indice de todas as concentragdes de SLS no segundo dia apds a remogao
das camaras. Nos dias subseqiientes, os valores do indice em todas as concentracdes
se aproximaram do valor da referéncia indicando que o sinal agudo da irritagdo

(edema) esteve presente até¢ o segundo dia. Embora a fase de cicatrizagdo da irritagdo
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cutanea tenha sido reportada na literatura através de métodos de bioengenharia
(WILHELM et al, 1994, LOFFLER & HAPPLE, 2003, GLOOR et al., 2004,
KOOPMAN et al., 2004), pouco se conhece sobre o término da fase aguda, ou seja, o
decréscimo do edema, uma vez que tais métodos avaliam pardmetros biofisicos
diferentes daqueles obtidos pela impedancia. OLLMAR et al. (1994) avaliaram a
irritacdo da pele pela impedancia elétrica e por outros métodos de bioengenharia em
humanos nos dias 1, 2, 7 e 14 ap6s a remog¢ao de SLS em quatro concentracdes (0,1%,
0,5%, 2,0% e 5,0%). Quando foram comparados os locais expostos ao irritante com a
referéncia, foram encontradas diferencas estatisticamente significativa até o dia 2,
exceto na menor concentracdo (0,1%), confirmando os resultados apresentados neste
estudo. No sétimo dia, a diferenca foi significativa apenas na concentragdo mais alta
(5,0%).

E importante ressaltar que para melhor entendimento do processo de
recuperagdo da pele apos a irritagdo, outros métodos de bioengenharia que avaliam
parametros biofisicos diferentes da pele devem ser utilizados. Entretanto, a
interpretagdo dos resultados obtidos por tais métodos depende do conhecimento do
mecanismo de irritagdo. Varios estudos ja tentaram detalhar o efeito do SLS na
epiderme (RIEGER, 1994; WILHELM et al., 1994; FARTASCH, 1995; GLOOR et
al., 2004). FARTASCH (1995) reportou que quando o SLS ¢ aplicado sobre a pele,
este penetra nas camadas mais internas da epiderme provocando lesdo dos
queratinocitos, apesar dos lipidios presentes no estrato corneo permanecerem intactos.
Esta lesao celular esté relacionada com a diminui¢do da sintese de lipidios resultando
na alteracdo da composi¢do da barreira (estrato corneo) que persiste por 1 a 2 horas
apos o efeito do SLS (GLOOR et al., 2004). O dano na barreira do estrato corneo ¢
responsavel pelo aumento da perda de 4gua transepidérmica e hiperhidratacdo do
estrato corneo (RIEGER, 1994; GLOOR et al., 2004). Além disso, o contato do SLS
com a epiderme ocasiona a desnaturacdo da queratina que estd relacionada com a
formacdo de edema. Estes sinais sdo descritos como sendo a reag@o da pele durante a
fase aguda da irritacdo. Apos a evaporacao do excesso de agua através da barreira da
pele, o conteudo de 4dgua do estrato corneo diminui, dando origem ao ressecamento
cutaneo (WILHELM et al., 1994; ALE et al., 1997).

Os processos de irritacdo e recuperacao da pele vém sendo explorados por
diversos autores através de métodos de bioengenharia (WILHELM et al., 1994;
LOFFLER & HAPPLE, 2003; GLOOR et al., 2004; KOOPMAN et al., 2004). Como
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descrito por GLOOR et al. (2004), os parametros de bioengenharia (perda de agua
transepidérmica, capacitancia elétrica de hidratagdo, fluxometria a laser Doppler e
colorimetria) retornaram a condicdo original apenas 7 dias ap0s a irritagdo com SLS a
1,0% aplicado no antebraco de humanos em dose tnica durante 24 horas. LOFFLER
e HAPPLE (2003) detectaram irritagdo pela perda de agua transepidérmica e laser
Doppler até 10 dias apos a irritagdo de SLS em cinco concentragdes diferentes
(0,125%; 0,25%; 0,5%; 1,0% e 2,0%). Resultados similares foram encontrados por
WILHELM et al. (1994). PATIL et al. (1994) afirmam que o SLS provoca uma
irritacdo consistente por efeito citotoxico direto nos queratindcitos afetando as
estruturas protéicas e lipidicas. Tal substancia ¢ capaz de induzir um dano prolongado
a fun¢do de barreira da pele, excedendo 10 dias ap6s uma tnica aplicagdo oclusiva.
EFFENDY et al. (1996) e ALE et al. (1997) verificaram que o valor maximo da perda
de agua transepidérmica se encontrava no segundo dia apés a remocao do SLS,
juntamente com o aumento da hidratacdo do estrato corneo. Uma vez que o edema
também foi observado no mesmo periodo de maior perda de dgua através da pele,
pode-se sugerir que esta perda seja proveniente do edema presente na epiderme.

ApoOs o acompanhamento do comportamento dos parametros de impedancia
durante os 5 dias sucessivos a irritacdo, nao foi identificada alteragdo estatisticamente
significativa nos valores de « reforcando a sugestdo feita anteriormente de que a
aplicacdo simples do irritante ndo altera a espessura da camada coérnea.

Além de verificar as alteragdes visuais e dos pardmetros de impedancia apos a
irritagdo com dose unica de SLS durante um periodo, também foram registradas as
alteracdes destes durante o processo de irritagdo cutanea com exposi¢dao didria ao
irritante (cumulativa).

Foi observado que a resposta visual aumentou com o aumento da concentracao
de SLS e com os dias de observacdo. Resultados semelhantes foram reportados por
WIGGER-ALBERTI ef al. (2000) e FLUHR et al. (2005) apds a aplicagdo repetida de
SLS a 0,5% durante 4 e 5 dias consecutivos, respectivamente, no antebraco de
humanos.

Mesmo com o efeito cumulativo do irritante, os pardmetros isolados de
impedancia (R; e R») ndo apresentaram alteragdes significativas com os dias de
observacdo. Porém, o indice de impedancia nas concentragdes de 0,5% e 1,0% foi

menor do que na referéncia (locais ndo expostos ao SLS) durante todos os dias de

109



observagao, indicando que a exposi¢ao constante ao irritante impede a regeneragdo da
pele.

Embora nd3o existam dados na literatura sobre o comportamento dos
parametros de impedancia apds a aplica¢do cumulativa de um irritante, informagdes a
respeito do fendmeno que ocorre na pele durante o processo de irritagdo podem
auxiliar na interpretacdo dos resultados obtidos neste estudo. Ja € bem estabelecido
que a dermatite de contato cumulativa ¢ uma conseqiiéncia de varios pequenos danos
a pele se o tempo entre as exposig¢oes for curto o suficiente para restauragdo completa
da fungdo de barreira da pele. Os efeitos da oclusdo sobre a pele sdo complexos e
podem produzir alteragcdes importantes incluindo aumento da espessura da epiderme,
dilatacdo do espago intercelular, alteragdes nas células de Langerhans e
mononucleares na epiderme, entre outras (FLUHR et al., 2005). KOOPMAN et al.
(2004) afirmam que em um teste de contato repetitivo de duragdo suficiente, surgem
mecanismos adicionais que sdo ausentes no teste simples, como alteracdo da
espessura da epiderme resultando em mudangas na permeabilidade ao SLS. O SLS
também aumenta a renovagdo do estrato cérneo quando aplicado cumulativamente. A
alta atividade mitotica € responsavel pela arrumacao desordenada das células do
estrato corneo seguida de intensa escamacgdo que pode afetar a fungdo de barreira
(EFFENDY et al., 1996). WIGGER-ALBERTI et al. (2000) relatam que a aplicagdo
do SLS induz a um aumento da proliferacido das células epidérmicas e edema
intercelular nas partes nucleadas da epiderme apds 48 horas de exposicgao.

Apesar do numero de aplicagdes de SLS e do tempo de oclusao nao terem sido
suficientes para provocar uma reagdo cutanea cronica com aumento na espessura da
epiderme foi possivel identificar, através dos valores de ¢, indicios de alteracdo na
organizagdo das laminas da camada cérnea decorrente da alta renovacao celular. Tal
parametro de impedancia apresentou reducdo estatisticamente significativa quando
foram comparados valores anteriores e posteriores a irritacao, inclusive na referéncia,
indicando que a oclusdo prolongada pode produzir um efeito de irritagdo cumulativa.
O parametro « esta relacionado ao processo de dispersao que ocorre nas camadas
superficiais da pele pela passagem da corrente elétrica. Quando as camadas se
encontram organizadas, este parametro se aproxima da unidade. Por outro lado, a
desorganizacdo ou o aumento da espessura das camadas reduz o valor de «,

apontando para uma maior diversificacdo das camadas. Uma vez que tais valores ndo
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mostraram alteragao significativa quando foi aplicada uma tnica dose de SLS, pode-se
sugerir que a aplicacdo cumulativa do irritante apresenta alguma influéncia sobre a
estrutura da camada cornea que estd relacionada com o ressecamento e aumento da
espessura da epiderme quando a area ¢ exposta por um longo periodo.

O método de impedancia aplicado nos diversos protocolos desenvolvidos neste
estudo foi capaz de mensurar a presenga de edema que constitui em um sinal da
irritagcdo. Entretanto, ¢ desejavel saber se 0 mesmo método ¢ capaz de identificar a
protecdo contra a irritacdo fornecida por um produto hidratante cuja finalidade ¢
aumentar a funcao de barreira da pele. Pela leitura visual, os locais expostos apenas ao
SLS (antebraco direito) apresentaram maior reacdo do que os locais expostos ao
hidratante + SLS (antebrago esquerdo). Apesar do hidratante fornecer alguma protegao
a pele, ele nao foi capaz de impedir as reagdes positivas ao irritante.

Quando o indice de impedancia foi comparado entre os locais com e sem
hidratante, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa para a referéncia
(locais ndo expostos ao SLS) e para todas as concentragdes do irritante. Este resultado
indica que, apesar do hidratante conferir uma maior protecao visual, o grau de edema
produzido pela inflamagdo cutanea ¢ semelhante aquele encontrado com a exposicao
apenas ao SLS, ou seja, a trealose nao foi capaz de diminuir o efeito do SLS na pele. A
comparagdo entre os valores do indice do dia 0 (antes da exposi¢do ao SLS) e do dia 2
(24 horas apds a remocdo das camaras) nos locais expostos ao SLS + hidratante
mostrou diferencas estatisticamente significativas semelhantes ao padrao observado
nos locais expostos apenas ao SLS, confirmando a observacao descrita acima.

A trealose ¢ um dissacarideo que tem sido considerada util na protecdo de
proteinas contra a desnaturacdo que ocorre durante o processo de desidratagdo
quimica (D’ALFONSO et al., 2003). Apesar do mecanismo da trealose ainda nao
estar totalmente esclarecido, existem algumas hipoteses discutidas na literatura.
BORDAT et al. (2004) descrevem dois efeitos protetores: (1) estabilizagdo das
membranas celulares sob condicdo de baixa hidratagdo e (2) estabilizacdo das
macromoléculas no estado rugoso da pele sob condicdes que normalmente
conduziriam a sua desnaturacao.

Em um estudo desenvolvido por NICANDER et al. (2003), onde foi avaliada,
através da impedancia, a habilidade de um hidratante (betaina) para reduzir o efeito
irritante do SLS a 1,0% na pele de humanos, foi observada diferenca entre os locais

expostos apenas ao SLS e os locais expostos a betaina + SLS indicando que a
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aplicacdo prévia da betaina ao irritante foi capaz de reduzir seus efeitos (edema) na
pele. Esses resultados sdo opostos aos encontrados neste estudo, porém esta diferenca
pode ser atribuida aos produtos hidratantes utilizados nos dois estudos, que contém
composi¢ao diferente. Além disso, 0 modo de atuagdo também ¢ diferente devido as
caracteristicas intrinsecas das peles das amostras investigadas, onde Nicander e
colaboradores (2003) estudaram uma populacao de um pais europeu de clima frio e o

presente trabalho obteve dados de uma populagao de um pais tropical.
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CAPITULO 7

CONCLUSOES

Neste trabalho foi apresentada a utilizacdo de uma técnica de espectroscopia

de impedancia elétrica baseada na resposta da corrente ao degrau de tensdo para

detectar a reagdo da pele induzida por vérias concentragdes de irritante (Lauril Sulfato

de Sddio - SLS). Particularmente, o método de impedancia ¢ 1til para estudos de

alteracdes na pele onde a avaliacdo visual ¢ pouco discriminatoria.

Apesar do método ja ser aplicado em estudos de irritagao da pele, a utilizagao

de um modelo elétrico especifico contribuiu para estimacdo de parametros de

impedancia pouco disponiveis na literatura e que podem auxiliar na interpretagao dos

efeitos decorrentes da irritacao.

Através dos resultados encontrados neste estudo pode-se concluir que:

O modelo elétrico da pele parece apropriado para fornecer pardmetros de
bioimpedancia que, uma vez associados (indice), sdo capazes de detectar
alteracdes na pele relacionadas com o processo de irritacdo aguda (edema) em
coelhos e humanos.

Além do método de impedancia apresentar correlagdo significativa com o método
visual, também mostrou-se mais sensivel em identificar a presenga de irritacao
cutanea por ter detectado reagdes da pele abaixo do limiar clinico, indicando que
pode ser utilizado como uma ferramenta objetiva e ndo-invasiva para medir
alteracdes induzidas por substancias irritantes em baixas concentragdes. Tal
aplicacdo reduziria o risco imposto a humanos e animais em testes de contato
comumente realizado na industria de cosméticos.

Foi possivel identificar os efeitos da exposi¢ao simples e repetitiva ao SLS durante

um periodo curto (5 dias). Porém, sugere-se que a avaliagdo da recuperagdo da
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pele apos a irritagdo seja feita por uma combinacdo de outros métodos de
bioengenharia.

- Em relagdo a contribui¢do clinica do método, ndo foi possivel identificar o efeito
protetor do hidratante a fun¢do de barreira da pele através do indice de
impedancia, apesar da avaliagdo visual mostrar uma resposta reduzida nos locais
expostos ao hidratante juntamente com o irritante.

De um modo geral, este trabalho mostrou que o método de impedancia ¢ capaz

de identificar a resposta da pele a irritagdo induzida por SLS. Porém, como a

inflamag¢ao € uma resposta inespecifica, ou seja, independente do fator que a ocasiona,

sugere-se como trabalhos futuros a aplicagdo do método para identificar reagdes da
pele induzidas por outros fatores que sdo observados frequentemente na pratica
clinica, como infec¢des microbianas, agentes fisicos, outras substancias quimicas, etc.

Além disso, seria relevante estudar o efeito cumulativo na pele provocado por alguns

fatores que podem levar a alteragdes estruturais importantes, como a oclusdo

prolongada.
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ANEXO 1
Parecer do Comité de Etica de Pesquisa em Animais

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Centro de Ciéncias da Saude

Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho
Comisséo de Avaliag&o do Uso de Animais em Pesquisa

Rio de Janeiro, 27 de setembro de 2005.

PARECER

Parecer sobre o0 uso de animais (coelhos) no projeto “Estudo da impedéancia elétrica
na determinagiio de alteragbes da pele provocadas por produtos quimicos” de
responsabilidade de Daniele Mendonga Ferreira e Célia Santos da Silva dos laboratdrios: de
Instrumentacdo Biomédica (PEB/COPPE); e de Andlises Toxicoldgicas (Fac. Farmécia/ICB) da
UFRJ.

O referido projeto estd em acordo com os "Principios Bésicos para a Pesqguisa
Envolvendo o Uso de Animais" adotado pela Comiss&o de Avaliagdo do Uso de Animais em
Pesquisa (CAUAP — IBCCF/UFRJ). Os "Principios Basicos para a Pesquisa Enveolvendo ¢ Uso
de Animais" foram aprovados pelo Conselho Departamental do IBCCF-UFRJ em 08/09/1982 e
estlo de acordo com os padrbes internacionais (“International Guiding Principles for Biomedical
Research Involving Animals”, CIOMS, Switzerland; "Statement Regarding the Care and Use of
Animals® aprovado pela ‘“American Physiological Society” e pela “Society for Neuroscience”; e
pelo “NIH Guidelines for Animal Use in Research, USA").

Atenciosamente,

P

Mario Fiorani Jr.
Presidente, CAUAP.
IBCCF/UFRJ

CCS - Bloco G - Sala G1-018- |tha do Fund&o - 21945800 Rio de Janeiro RJ - Brasil
Tel: 66 21 2662-6721 | 2562-6T22- Fax: 85 21 2280 8183 — Home page: http:iwww. biof.ufr.br

125



ANEXO 2

Parecer do Comité de Etica de Pesquisa em Humanos

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Hospital Universitério Clementino Fraga Filho
. Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquiza - CEP

CEP - MEMO - n* 963/05 Rio de Janeiro, 24 de outubro de 2005,
Dao: Coordenador do CEF
A (o). Sr. (a) Pesquisador (a). Dra. Danicle Mendonga Ferreira.
Assunto: Parecer sobre projeto de pesguisa
Sr. (a) Pesquisador (a),
Informo a V. Sa que o CEP constituido nos Termos da Resolugiio n. *
196/96 do Conselho Macional de Saide ¢, devidamente registrado na Comisso
Nacional de Etica em Pesquisa, receben, analisou e emitiu parecer sobre a
documentaglio referente ao protocolo e seu respective Termo de Consentimento
Livre ¢ Esclarecido, conforme abaixo discriminado:
Protocolo de Pesquisa: 164/05 - CEP

Titulo: “Unlizagio da impedincia elétrica na determinagio de
aheragies da pele provocadas por produtos quimicos™,

Pesquisador (a) responsavel: Dra. Daniele Mendonga Ferreira,

Data de apreciagio do parecer: 26/09/2005

Parecer: “APROVADO”

Informo ainda, que V. Sa deverd apresentar relatorio semestral,

previsto para 28/01/06, anual efou relatdrio final para este Comité acompanhar o
desenvolvimento do projeto. (item V11, 13.d., da Resoluglio n. © 196/96 — CNS/MS).

&

Atenciosamente,
L e

Prof. Luiz Géfios Duarte de Miranda
Coordenador do CEP
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ANEXO 3

Formulario de coleta de dados em animais

Coelho:

Irritagdo primaria:
() Dose simples

0,5% 1,0%
2,0% 5,0%
Controle

O

Avaliac¢ao visual:
/ /

A. Formagao de eritema e escaras
Concentragao

() Doses repetidas

Concentracao:
0,5%
1,0%
2,0%
5,0%

DR W=

Controle

Data

LESAO

VALOR | 1

Sem eritema

Eritema leve (apenas perceptivel)

Eritema bem definido

Eritema moderado a grave

Eritema grave (vermelho violeta) com escaras

BlW(IN|—

B. Formacéo de edema

entraca

LESAO

VALOR | 1

4

Sem edema

Edema leve (apenas perceptivel)

Edema bem definido (bordas menores que 1mm)

Edema moderado a grave (bordas ¢ 1 mm)

Edema grave (bordas com mais de 1 mm e ndo restrito
as regioes de aplicagdo)

AW =

C. Somatério

A+B

D. indice de Draize:

Pontos

Irritagdo

0a2

Suave

2al

Moderada

5a8

Severa




ANEXO 4

Avaliacao da irritacdo primaria em animais (Técnica de Draize)

A. Formacio de eritema e escara Pontos
Eritema muito discreto (quase imperceptivel)........cccvevveeeriieeiiieeiiiecieeeee e 1
Eritema bem definido ........occueeiiiiiiiiiieiiieieeee e 2
Eritema moderado @ SEVETO ......ccccueieiiieeiiieciie ettt ettt et 3

Eritema severo (vermelho beterraba) até formacdo de escaras (injurias em

PIOfUNAIAAAE) ...ooneeiiiiiiie e e 4
B. Formacao de edema Pontos
Edema muito discreto (quase imperceptivel) .....coeevveeeeieeeiieeeiieeie e 1
Edema discreto (bordos bem definidos pela elevagdo das margens) ...................... 2
Edema moderado (elevagdo da area de aproximadamente 1 mm) ............cceeenneen. 3

Edema severo (elevacdo da area acima de 1 mm estendendo-se além da area de
(04 010 (67 10 ) IR 4

C. O total maximo de pontos de A ou B ¢ igual a 4 pontos; para se obter os pontos

para avaliacdo de irritacdo primaria somam-se A + B.

D. Indice Draize, dérmico

008 2 PONLOS ..evvieiiieiieeiieetee et e et e eteeteesreebeesateesbeeseaeeseessseesseessnesseens Suave irritagdo
2 8 5 PONLOS ..evieeiiieeiiee ettt eiteeeieeeeteeesreeessaeeeaaeesseeessseeessseeennseeensseeans Moderada irritagao
5@ 8 PONLOS ..iovvieiiieiieeiiietie et eiteete et eeste et esbeenbeesiaeeseesabeenbeesnneeseens Severa irritagdo
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ANEXO 5

Formulario de coleta de dados em humanos

Data: / /

Nome:

Avaliacao visual:

BRACO DIREITO VALOR | 0,5% | 1,0% | 2,0% | 3,0% | 5,0%
Nenhuma reagio 0

Eritema muito fraco 0,5

Eritema fraco 1

Eritema evidente, infiltragdo 2

Eritema pronunciado, infiltragdo, crosta 3

BRACO ESQUERDO VALOR | 0,5% | 1,0% | 2,0% | 3,0% | 5,0%
Nenhuma reagdo 0

Eritema muito fraco 0,5

Eritema fraco 1

Eritema evidente, infiltragdo 2

Eritema pronunciado, infiltragdo, crosta 3
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¥ PROGRAMA DE
ENGENHARIA
BIOMEDICA

ANEXO 6
Termo de consentimento livre e esclarecido

Titulo do projeto de pesquisa: Aplicacdo da Impedancia Elétrica na Determinagdo de
Alteragdes da Pele Provocadas por Produtos Quimicos.

As informagdes contidas neste termo foram elaboradas para sua participagdo
voluntaria neste estudo que tem como objetivo medir a impedancia da pele do antebrago antes
¢ apos a aplicagdo de uma substancia levemente irritante. A substancia ficara em contato com
a pele durante 24 horas para provocar um ressecamento. Antes da colocagdo da substancia e
imediatamente apds a sua retirada sera feita uma leitura visual e da impedancia da pele. Vocé
podera sentir uma leve coceira no local de aplica¢do. Caso este sintoma seja muito intenso,
solicitamos que comunique a pesquisadora responsavel.

A medida da impedancia consiste na colocacdo de um aparelho sobre a pele por onde
circulara uma corrente elétrica imperceptivel para a captagdo de um sinal. Cada medida levara
aproximadamente 15 segundos, ¢ todo procedimento, aproximadamente 3 minutos.

Os resultados deste estudo serdo uteis para detectar a irritagdo da pele antes do
aparecimento dos sinais clinicos visiveis evitando o avanco da reacao inflamatoria.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso ao profissional responsavel (Daniele
Mendonga Ferreira) que pode ser encontrado no e-mail danielle@peb.ufrj.br ou nos telefones
2714-0984 ou 9847-1936. Se tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — sala 01D-46 — 1° andar,
telefone 2562-2480 — Email: ccp@hucftf.uftj.br.

Se desejar desistir do estudo em qualquer momento, vocé tem toda liberdade para
fazé-lo, garantindo que a recusa de participacdo ndo acarretard em prejuizo ao tratamento
recebido nesta clinica.

As informacdes a serem obtidas durante o estudo serdo analisadas em conjunto com
as informacdes obtidas de outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum
paciente. Tais informagdes serdo utilizadas pelos pesquisadores envolvidos no projeto para
fins estatisticos e cientificos. Se desejar, vocé podera ser informado sobre os resultados
parciais da pesquisa. Nao havera despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também nd3o haverda compensagdo financeira
relacionada a sua participagdo.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos propostos neste
estudo, vocé tera direito a tratamento médico na clinica, bem como as indenizagdes
legalmente estabelecidas.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes sobre o
estudo acima citado que li ou que foram lidas para mim.

Eu discuti com a Dra. Daniele Mendon¢a Ferreira sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidenciabilidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participagdo ¢ isenta de despesas e que tenho garantia do acesso ao tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
nesta clinica.
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