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RESUMO

O desenvolvimento de formulagbes tdpicas oferecem novos sistemas de liberacdo de substancias
capazes de contornar as limitagbes da permeabilidade cutanea imposta pelo estrato cérneo. Um recurso
utilizado para diminuir a resisténcia cutanea é o Ultrassom Terapéutico, que através da fonoforese, oferece
concentracdo adequada do ativo sobre o tecido. O estudo compara o efeito da liberagdo e permeacdo da
cafeina lipossomada 5% associada ao ultrassom. Em andlise de liberagao utilizou-se cafeina lipossomada com
0 ultrassom nos tempos de 5, 10, 15 e 20 minutos. Em analise da permeacao utilizou-se biomembrana de pele
de cobra em tempo de 20 minutos. Observou-se diferenca na liberagdo da substancia, porém quando
comparado com os tempos utilizando o ultrassom, esta se apresenta de forma mais acentuada. Em termos de
permeagdo, houve um maior incremento associado ao ultrassom. Sendo assim, os resultados sugerem a
importancia da fonoforese no aumento da permeagéo de substancias sobre a pele.
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ABSTRACT

The development of new topical formulations provides new release systems of substances that are
capable of outline the limitations imposed by the skin permeability of the stratum corneum. A resource used
to reduce skin resistance is Therapeutic Ultrasound that by phonophoresis provides adequate concentration
of the active to the skin. The study compares the effect of the release and permeation caffeine liposomes 5%
combined with ultrasound. In release analysis, caffeine liposomes in times of 5, 10, 15 and 20 minutes were
used with the ultrasound. In the permeation analysis, biomembrane snake skin was used in a time of 20
minutes. A difference in the release of the substance was observed, but when compared with the times using
the ultrasound, the difference was noticed more markedly so. In terms of permeation, there was a greater
increase associated with ultrasound. Thus, the results suggest the importance of phonophoresis increase in
permeation of substances on the skin.
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INTRODUCAO:

O desenvolvimento das tecnologias de
encapsulagao de substancias tem possibilitado a
industria farmacéutica condutas terapéuticas que
oferecem resultados mais eficientes por meio do
transporte de variadas formulagbes de
compostos ativos, os quais representam novas
possibilidades de sistemas de liberacdo de
substancias capazes de contornar as limitagcoes
existentes na permeabilidade cutanea (SILVA et
al., 2010; CHORILLI et al., 2017; GOH et al.,
2015).

A pele é impermeavel a macromoléculas,
tais como peptideos, proteinas, oligonucleotideos
e DNA. As barreiras fisicas e enzimaticas criam
uma barreira extremamente eficiente para
permeagao em circunstancias normais.

Existem diversas formas de encapsular
substancias que sao utilizadas para a
administracao de ativos (CHORILLI et al., 2017),
dentre elas estdo os lipossomas, que sao
caracterizados por apresentar uma estrutura
esférica e fechada, que possui uma ou varias
membranas concéntricas, as quais sao
compostas por moléculas de fosfolipidios, com
variagdo no seu tamanho de 20 nm ou até
dezenas de ym e espessura de membrana 4-5
nmé (BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES,
2007).

O seu sistema de liberacdo é bastante
favoravel, pois atinge caracteristicas especificas
que proporcionam a velocidade no transporte de
ativos sobre o estrato coérneo, otimizando os
resultados, sendo atualmente disponiveis para a
comercializacdo do uso em tratamentos clinicos
(GOH et al, 2015; BATISTA; CARVALHO;
MAGALHAES, 2007).

Assim como recursos farmacologicos
estdo sendo estudados, ha interesse em estudos
direcionados a recursos eletroterapéuticos, como
o Ultrassom (US) Terapéutico, que quando
associado a permeacdao de compostos €
denominada fonoforese, apresentando o objetivo
de diminuir a resisténcia cutanea, favorecendo a
permeagao transdérmica de substancias, devido
a sua capacidade de aumento da permeabilidade
da membrana, acelerando a liberagdo de
compostos ativos através do uso desta terapia
(TASSINARY; BIANCHETTI; REMPEL, 2011;
GUIMARAES, 2011). A aplicagdo da fonoforese
tem como  objetivo  principal  oferecer
concentracao adequada de ativos sobre o tecido,

sem causar danos (EBRAHIMI et al., 2012).

O tratamento realizado por terapia
ultrassbnica ocorre através de vibragdes
mecanicas com frequéncia entre 1 MHz e 3 MHz,
sendo que poténcias maiores sao facilmente
absorvidas por tecidos superficiais. O estimulo
proporciona variadas mudangas no tecido, que
consequentemente sofrerd determinadas
alteracdes devido a tensdo mecéanica produzida
pela onda ultrassénica (EBRAHIMI et al., 2012).
A utilizacdo do US terapéutico pode ocorrer com
e sem a conjugagao de farmacos, sendo que
quando ha esta associagéo o efeito esperado € o
incremento de permeacao.

A cafeina esta entre as substancias que
pode ser utilizada e empregada com a terapia de
fonoforese, além de ser também veiculada ao
sistema de lipossomas para acelerar o seu
transporte. A cafeina é caracterizada em ser um
alcaléide, pertencente ao grupo 1,3,7 -
trimetilxantinas, a qual é encontrada de forma
natural principalmente nas sementes de café
(Coffee), e em folhas de cha verde (Camilla
sinensis) (TASSINARY, BIANCHETTI; REMPEL,
2011; MARIA; MOREIRA, 2007).

Utilizada como um agente terapéutico, a
cafeina exerce acao na hipoderme, promovendo
acao lipolitica (TASSINARY; BIANCHETTI;
REMPEL, 2011), a qual se deve a mobilizagéao
de 4cidos graxos livres nos tecidos, pois
aumenta a concentracdo de AMP ciclico dentro
das células, o que estimula a atividade da
enzima lipase, que atua na quebra de
triglicerideos (KRUPEK; COSTA, 2012), além de
apresentar acdo sobre variagbes especificas no
sistema cardiovascular, sistema nervoso central,
e homeostase de calcio (MARIA; MOREIRA,
2007).

A permeacao transdérmica de
substancias depende da afinidade do composto
com o tipo celular presente nas camadas da
pele, assim como a estrutura da substancia,
acidez do meio, pKa do ativo, entre outros
fatores (CHORILLI et. al, 2007). A pele é o maior
6rgao do corpo, pois possui 12% de peso total,
sendo constituida por trés camadas, a epiderme,
responsavel em proteger a pele contra
agressores externos, a derme, camada
intermediaria que apresenta os anexos cuténeos,
vasos sanguineos, nervos e terminais nervosos,
e a hipoderme, caracterizada como tela
subcutédnea preenchida com tecido adiposo. O
estrato cérneo € a Ultima camada da epiderme,
faz contato com o meio externo e € composto por
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queratinécitos em seu citoplasma que dificultam
a permeagdo de ativos, pois formam uma
barreira protetora, evitando tanto a entrada
quanto a saida de substancias, sendo
considerado o principal componente a controlar a
permeagao (SILVA et al., 2010; CHORILLI et. al,
2007; DUTRA; BIANCHETTI; STULP, 2013;
GUIRRO; GUIRRO, 2002).

Para avaliar a permeacgao de substancias,
sdo utilizados modelos de biomembrana de pele
de cobra, pois possuem similaridade com a
espessura e composicao lipidica do estrato
corneo humano, sendo que a pele da Boa
Constrictor é sugerida como fonte para estudos a
fim de simular uma barreira cutanea de
permeagao in vitro (NUNES et al., 2005).

Diante disso, esse estudo teve como
objetivo verificar o efeito da liberacdo e
permeagao da cafeina lipossomada associada ao
ultrassom terapéutico in vitro a partir de um
sistema de difusao vertical.

MATERIAL E METODOS:

Cafeina Lipossomada 5% na forma de gel
hidrossolubilizado (Inventiva, POA - Brasil),
Membranas hidrofilicas de 0,45um de acetato de
celulose (Sartorius Stedim Biotech), Agua-alcool
etilico 99,5% (Nuclear) 1:1, muda de pele de
cobra (Museu de Ciéncias Naturais da Univates),
Ultrassom Terapéutico Tone Derm, Banho
ultratermostatizado Marconi, Célula de difusdo
vertical tipo Franz, Mesa agitadora.

Analise da liberacdo e permeacdo de cafeina
lipossomada

O estudo de liberacao da cafeina
lipossomada 5% foi realizado utilizando uma
célula de difusao vertical tipo Franz, preenchida
com agua e alcool etilico 99,5% (Nuclear) 1:1.
Sobre a célula, foi disposta uma membrana de
acetato de celulose (Sartorius Stedim Biotech)
com porosidade de 0,45um, e posteriormente o
gel, contendo a cafeina lipossomada, disposto
sobre a célula de forma com que ficasse em
contato com a membrana. Em seguida, a célula
foi colocada dentro de um  banho
ultratermostatizado com agua aquecida a 37
graus, a fim de simular a temperatura corpérea.
O sistema estava sobre um agitador mecanico,
pois dentro do compartimento receptor &
colocado um agitador magnético a fim de manter
a homogeneidade da amostra.

Posteriormente as andlises de liberagao
da cafeina lipossomada foram realizadas com a
aplicagdo do ultrassom terapéutico da marca
Tone Derm, através da terapia de fonoforese, na
seguinte modulag@o: modo continuo, frequéncia
de 3MHz, intensidade de 1,0W/cm?.

Para a andlise de permeacao in vitro de
cafeina lipossomada foi utilizado o ultrassom
terapéutico com célula de difusdao vertical tipo
Franz com muda de pele de cobra (Boa
Constrictor). A muda de pele de cobra foi obtida
no Museu de Ciéncias Naturais da Univates,
hidratada anteriormente com solucdo de azida
sbédica (concentracdo 0,002%) durante um
periodo de 48 horas para serem utilizadas
posteriormente na amostra.

Foram realizadas andlises de varreduras
espectrofotométricas 190 a 990nm, sendo que
nos tempos de 0, 5, 10, 15 e 20 minutos, cada
tempo realizado em triplicada, a absorcdo do
composto ocorre no comprimento de onda de
257 nm. Os ensaios foram obtidos por meio de
um espectrofotémetro Cary 100 Bio UV/Vis.

Todos os ensaios foram analisados com a
aplicacdo do ultrassom terapéutico e sem a
aplicacao deste, os resultados foram expressos
em média + erro padrdo da média (EPM). Foi
utilizado o teste de Shapiro-Wilk para averiguar
normalidade dos dados. As amostras foram
processadas por analise de variancia de uma via
(ANOVA) e pébs-teste de Bonferroni. Para os
parametros com dois grupos, foi utilizado o teste
de t de Student. Em todos os casos, os
resultados foram considerados estatisticamente
significativos quando p<0,05. Todas as analises
foram realizadas utilizando o software SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences)
versao 18.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Analises Espectrofotométricas

A partir da curva de calibragdo, pode-
se comparar a liberagdo de cafeina
lipossomada 5% para o meio receptor com e
sem a aplicagdo de fonoforese nos tempos de
0, 5, 10, 15 e 20 minutos, conforme figura 1. A
andlise comparativa entre os grupos controle
e tratado com ultrassom mostrou que nos
tempos de 5, 10, 15 e 20 minutos existe
diferenca em termos de liberagcdo do ativo
para a solugao receptora.
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Figura 1. Figura 1: Efeito do ultrassom

terapéutico na liberagcao de cafeina lipossomada

nos tempos de 5, 10, 15 e 20 minutos. Dados
expressos em = SEM. * p<0.05 vs Controle

Em termos percentuais pode-se
evidenciar que em 5 minutos de aplicacado de
fonoforese sobre o sistema de difusdo, a
liberagdo de cafeina aumentou 439,48%
quando comparada com o grupo controle. Ja
o incremento implementado pela onda sonora
na liberacdo do ativo quando comparado com
0 grupo controle no tempo de 10 minutos é de
643,77%. Nos tempos de 15 e 20 minutos o
ultrassom ampliou em 507,33% e 314,67%
respectivamente a liberagdo do ativo.

De acordo com os resultados obtidos,
independentemente do tempo analisado, a
onda sonora sempre incrementa a liberagao
da cafeina lipossomada para o meio receptor
quando comparado com o grupo controle.

Estudos realizados em célula de
difusdo vertical, porém com outra classe de
substancias em membrana de acetato de
celulose sugere que, a escolha da solugao
receptora para a analise de amostras depende
da solubilidade da determinada substancia, ou
seja, a taxa de liberacdo é favorecida pela
afinidade e caracteristica do ativo e da fragao
aquosa do sistema (SILVA et al., 2009).

E importante referir que a liberagao do
ativo elucidada no grupo controle, ja é
inicialmente facilitada devido a caracterizacéao
dos lipossomas de cafeina, pois classificam-
se em unilamelares e sdo constituidos em
uma bicamada e um compartimento aquoso, o
qual varia de 20 a 50nm, beneficiando dessa
forma a liberagdo do composto ativo em razao
do didmetro das particulas do lipossoma
(CHORILLI et. al, 2007).

No entanto, cabe ressaltar que o

ultrassom terapéutico se mostrou ainda mais
efetivo nas comparagdes de liberagdo com o
grupo controle, este maior desempenho pode
ser incialmente atribuido aos fendémenos
inerentes a onda sonora. E sabido que a
fonoforese sé é possivel em fungdo da
utilizacdo da forca da corrente acustica que
existe no ultrassom, porém os estudos ainda
sd0 muito escassos, mesmo existindo o
entendimento que 0 mesmo consegue
aumentar a absorcdo espectrofotométrica de
algumas substancias em célula de difusao
(OGURA; PALIWAL; MITRAGOTRI, 2008;
VALANDRO et al., 2015).

De acordo com recentes estudos
relacionados a terapia de fonoforese, o
mecanismo conhecido como microstreaming
tem sido o principal agente responsavel pela
fonoforese, favorecendo a administracdo de
drogas, caracterizados pelos efeitos da
cavitagdo. Esses efeitos sao definidos de
acordo com o crescimento, a oscilacido e o
colapso de bolhas de gas que estdo sobre
pressdo da onda sonora em um meio, neste
caso, a cafeina lipossomada 5% (EBRAHIMI
etal., 2012).

Um estudo in vitro realizado com
cafeina em sistema de difusdo vertical
elucidou a eficacia do ultrassom terapéutico
no aumento da liberacdo do ativo para o meio
receptor, como fase inicial para novas
propostas de estudos envolvendo permeagao
(TASSINARY; BIANCHETTI; REMPEL, 2011).

Na figura 2 tem-se a comparacédo da
liberacao de cafeina lipossomada nos tempos
5, 10, 15 e 20 minutos quando submetidos ao
tratamento com onda ultrassénica.
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Figura 2. Figura 2: Analise de liberag@o nos
tempos de 5, 10, 15 e 20 minutos com a

presenca de fonoforese. Dados expressos em *

SEM. *p<0,05 vs 5 min. **p<0,05 vs 10 min.

PERIODICO TCHE QUIMICA « www.periodico.tchequimica.com « Vol. 16 N. 31.
+ ISSN 1806-0374 (impresso) * ISSN 1806-9827 (CD-ROM) « ISSN 2179-0302 (meio eletronico)

© 2018. Porto Alegre, RS. Brasil

277



***p<0,05 vs 15 min. ****p<0,05 vs 20 min

Os resultados demonstram que entre 5
e 10 minutos de aplicagcdo de fonoforese
houve um aumento e diferenca estatistica em
termos de liberacdo do principio ativo para o
meio receptor, 0 mesmo acontecimento nao
pode ser evidenciado na comparagao entre 0s
tempos 10 e 15 minutos, em contrapartida,
entre os tempos de 15 e 20 minutos a
diferenca estatistica volta a se fazer presente.
Em termos percentuais, pode-se identificar
que em 10 minutos aumentou 205,96% a
liberagdo do principio ativo para o meio
receptor utilizando a terapia de fonoforese em
relagdo a 5 minutos. No tempo de 15 minutos
houve aumento de 112% quando comparado
a 10 minutos da liberacdo da substancia. Ja
em 20 minutos observou-se incremento da
liberacao do ativo em 136,89% comparado ao
tempo de 15 minutos.

Os resultados supracitados mostraram
que quanto maior for o tempo de irradiacao de
onda sonora no sistema estudado, maior foi a
liberagdo do principio ativo, sendo que a
liberagdo € fundamental para que ocorra a
permeagdo de determinadas substancias
subsequentemente. Alguns autores sugerem
que a partir da obtengédo de bons resultados
da liberacdo de substancias transdérmicas,
pode-se identificar a ocorréncia de uma
permeagdo mais acentuada e significativa
(MARTINS; VEIGA, 2002). Neste sentido,
avaliou-se a permeacdo de cafeina
lipossomada 5% em sistema de difusdo
vertical, porém com biomembrana de pele de
cobra em tempo de 20 minutos utilizando o
ultrassom terapéutico.

Em um estudo in vitro realizado com
hidrocortisona em biomembrana de pele de
cobra identificou-se 0 aumento de fluxo do
principio ativo em sua passagem pelo estrato
corneo, sugerido quando existe o incremento
do coeficiente de difusdo do ativo associado
com a solubilidade da substancia (DUTRA;
BIANCHETTI; STULP, 2013).

Na figura 3 tem-se a comparagéo da
permeagao da cafeina lipossomada 5% em
sistema de difusdo vertical a partir do uso de
pele de cobra, no tempo de 20 minutos com e
sem a aplicagao de fonoforese.

Quantidade permeada/
ng/mL
N
i

L
Cont us

Figura 3. Grafico comparando a permeagéo de

cafeina lipossomada através de muda de pele de

cobra, com e sem a aplicacdo do ultrassom
terapéutico no tempo de 20 minutos. Dados
expressos em + SEM. * p<0.05 vs Controle

O resultado mostrou uma diferenga em
termos de permeagcdo de  cafeina
lipossomada, sugerindo um maior incremento
da substancia para o meio receptor quando
associada a terapia de fonoforese. Acredita-se
que a velocidade de |liberagdo e,
consequentemente, de permeacgao variam de
acordo com as caracteristicas das
formulacdes (SILVA et al., 2009). Contudo, a
acao fisica causada pela onda ultrassénica
que possibilita o mecanismo da cavitagao
exerce um papel fundamental no transporte
transdérmico em virtude da desestruturacao
das moléculas lipidicas do estrato cérneo
(EBRAHIMI et al., 2012).

Vale ressaltar que em termos de
permeagao da substancia, observou-se um
aumento de 302,62% utilizando a terapia da
fonoforese no tempo de 20 minutos
comparando ao grupo controle, ou seja, 0s
resultados obtidos evidenciaram  maior
incremento da permeagdao de cafeina
lipossomada 5% para o meio receptor, devido
a aplicacdo da onda soénica.

E importante reiterar, que segundo a
literatura, a cafeina lipossomada por si sé ja
apresenta altos niveis de permeacgao, pelo
fato de a estrutura dos lipossomas ser capaz
de absorver e fundir-se com a superficie da
pele, induzindo alteracdes em regides lipidicas
intercelulares nas camadas do estrato cérneo,
e consequentemente favorecer a permeagao
de principios ativos (BETZ et al., 2005).
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CONCLUSOES

Estudos relatam que a terapia da
fonoforese favorece o transporte de ativos
devido a alteragbes estruturais que ocorrem
no estrato cérneo. Essa alteracdo ocorre
devido a desnaturacéo proteica de queratina,
que modifica a forma estrutural lipidica
intercelular entre os cornedcitos, alterando
transitoriamente a permeabilidade cuténea
POLAT et al., 2011). Além disso, outra acéo
produzida pelo ultrassom em tecidos € o
conhecido efeito tixotropico, responsavel pela
permeacdo de  variadas substancias
(BIANCHETT!I et al., 2009).

A acgao tixotrépica é considerada um
efeito fisiologico do ultrassom terapéutico
capaz de diminuir a Vviscosidade de
determinados liquidos no momento em que
sdo agitados mecanicamente. Teoricamente,
sabe-se que o efeito tixotropico quando
associado ao ultrassom terapéutico é capaz
de transformar em sua pratica clinica o estado
em que se encontra uma determinada
substancia diminuindo a sua consisténcia
(BORGES, 20086).

Ao se utilizar a agao tixotrépica, cabe
também ressaltar o efeito térmico produzido
pelo pulso continuo quando associado a
pressao acustica do ultrassom terapéutico que
determina a entrega do principio ativo sobre o
tecido, tendo em vista que é fundamental a
absorcao da onda ultrassénica para que as
vibragdes celulares e as particulas atritem
entre si, consequentemente causando o efeito
térmico, considerado um fator determinante
que favorece a permeabilidade da membrana
(BORGES, 2006).

Outro aspecto importante para a
permeagao de substancias sédo as vias a qual
ocorre: a via transapéndices ou a via
transepidérmica, sendo que esta pode ser
dividida em intercelular e transcelular. A via
intercelular é considerada a mais rapida para
a permeacgao, a substancia percorre a matriz
extracelular por apresentar caracteristicas
hidrofilicas, facilitando o seu transporte. Na via
transcelular a substancia por estruturas
lipidicas da membrana celular e pelo
citoplasma dos queratinécitos, deparando-se
com estruturas lipofilicas e hidrofilicas,
dificultando a sua permeagdo (TROMMER,;
NEUBERT, 2006). Outra via de permeacgao
que nao pode ser considerada neste estudo
devido ao modelo experimental é o foliculo

piloso e os ductos sudoriparos, originados na
derme atingem 1% da superficie da pele,
tornando irrelevante no transporte de
substancias (FRONZA, 2006). Diante disso,
as caracteristicas das vias de permeacao
cutdnea requerem sistemas terapéuticos
transdérmicos com caracteristicas fisico-
quimicas capazes de atender tais limitagdes.
A auséncia da utilizagdo do ultrassom
terapéutico associado a fonoforese restringe a
disponibilidade da substancia em seu aspecto

permeagdo (SAWAMURA; FRANCO,
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