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Resumo

Administragdao transdérmica de fdrmacos oferece muitas vantagens sobre as outras vias de
administracdo como potencial de eficacia superior e efeitos colaterais minimos. Entretanto,
buscam-se novas formas de ampliar a permeagdo desses farmacos na pele. Um recurso utilizado
para essa finalidade é a fonoforese, que através do Ultrassom (US), gera uma onda acustica, também
chamada de cavitagao, sendo capaz de aumentar a permeacgao de principios ativos sobre a pele. O
estudo compara o efeito da liberagdo, retengao e permeagao do acido ascérbico (AA) 5% associada
ao US. Em analise de liberagao utilizou-se acido ascérbico com US nos tempos de 5, 10, 15 e 20
minutos. Em andlise da retengao e permeacao utilizou-se pele de suino nos tempos de 20 minutos,
1 e 2 horas. Observou-se diferenca na liberagao da substancia, porém, quando comparado com os
tempos utilizando o US houve diferenca nos tempos de 5 e 10 min. Os resultados apontam que
existe diferenca em termos de retengao do ativo no estrato cérneo e na epiderme quando aplicada
a técnica de fonoforese no tempo de 1 hora; na derme e na permeacgao nao existe diferenca ao ser
associada a fonoforese, quando comparado com o grupo controle em todos os tempos analisados.
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Effect of therapeutic ultrasound in pulse mode on the release,
retention and permeation of ascorbic acid in a vertical diffusion
system.

Abstract

Transdermal drug delivery offers many advantages over other routes of administration, such as
potential for superior efficacy and minimal side effects. However, ways are sought new to increase
the permeation of these active ingredients in the skin. A commonly used resource for this purpose is
the phonophoresis; however, the real effectiveness of phonophoresis in numerous topical
substances, such as ascorbic acid, is still unknown. In this sense, this study compares the effect of 5%
ascorbic acid release, retention and permeation associated with ultrasound from studies in vitro. The
release analysis was performed at 5, 10, 15 and 20 minutes, and the retention and permeation
analysis was used in pig skin at 20 minutes, 1 and 2 hours. It was observed that in the release assays
the ultrasound had the ability to increase the release of the active in the times of 5 and 10 minutes.
In relation to the retention tests, the ultrasound was effective when compared to the control group
in a time of 1 hour for stratum corneum and epidermis, given the remainder of the analyzed times it
was not possible to analyze the difference among the analyzed groups.
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1 Introdugéo

A pele é formada pela epiderme, derme, hipoderme e anexos cutaneos, sendo este ultimo
caracterizado pela literatura como uma barreira impermeavel, que tem como objetivo proteger o
organismo contra a entrada de agentes externos. Contudo, nas Ultimas décadas pesquisadores vém
demonstrando que a pele sadia pode ser usada como uma porta de administragdo sistémica para
medicamentos e principios ativos. A administragdo transdérrmica de farmacos oferece muitas
vantagens sobre outras vias de administragcdo, como, por exemplo, o potencial de eficacia superior e
efeitos colaterais minimos. As vantagens culminam ainda na efetividade de tratamento a partir da
facilidade de aplicacdo e competente entrega do principio ativo no tecido alvo. Neste sentido,
tratamentos topicos estdo sendo cada vez mais incluidos nas condutas clinicas de profissionais da area
da saude (BANGA, 2011; CARTER et al., 2013; YANG et al. 2019).

Deste modo, tem-se buscado formas de ampliar a permeacéo de principios ativos sobre a pele.
Dentre os recursos utilizados com o objetivo de aumentar a permeacdo, ou seja, a passagem do
farmaco atraves do estrato corneo destaca-se a fonoforese, uma técnica baseada na associacdo de
farmacos/cosméticos ao ultrassom (US) terapéutico (TASSINARY et al., 2011; ALMEIDA et al.
2023). Esse, por sua vez, consiste em um aparelho gerador de uma onda sonora e possui um circuito
que recebe a corrente elétrica da rede e a transforma em oscilacdes elétricas de alta frequéncia que
sdo conduzidas ao transdutor construido por um cristal. Quando recebe essa corrente elétrica, o cristal
muda seu tamanho na mesma frequéncia das oscilagdes elétricas captadas, emitindo ondas
ultrassonoras (BORGES, 2010; KUMAR et al., 2022).

Atualmente, profissionais das diferentes areas vém aplicando substancias farmacologicamente
ativas atraves da pele, para o interior dos tecidos cutaneos, sob influéncia da onda sénica terapéutica,
muitos principios ativos sdo absorvidos pela pele lentamente e a vibracdo sonora de alta frequéncia
tem a finalidade de acelerar este processo (LOW; REED, 2001). Dessa forma, destaca-se a técnica de
fonoforese que dispde de energia ultrassdnica, abrindo passagem para o transporte de substancias,
aumentando sua efetividade de método direto, empregando um principio ativo em forma de gel como
meio de acoplamento, com o objetivo de introduzir esta substancia através da pele, com o auxilio de
uma energia ultrassdnica. De fato, é potencializada pelo aumento da membrana celular; os ativos em
forma de gel apresentam uma formula¢do mais apropriada para a fonoforese (TASSINARY et al.,
2011; PINHEIRO et al., 2023).

Dentre os principios ativos de grande interesse de utilizacdo sobre a via topica, destaca-se o
acido ascorbico que possui efeitos fisiologicos importantes na pele, tais como formacéo de fibras de

colageno, absorco de ferro e proliferacdo de fibroblastos. A vitamina C ou Acido Ascdrbico (AA) é

Brazilian Journal of Implantology and Health Sciences
Volume 5, Issue 4 (2023), Page 2542-2555.



S EFEITO DO ULTRASSOM TERAPEUTICO NO MODO PULSADO NA LIBERACAO, RETENCAO E
Q PERMEACAO DO ACIDO ASCORBICO EM SISTEMA DE DIFUSAO VERTICAL.
Martinazzi et. al.

uma vitamina hidrossolivel, termolabil e ndo € sintetizada pelo organismo humano. O AA
desempenha inumeras fungdes no organismo, como a formagdo de coldgeno, absorcdo de ferro,
inibicdo da atividade antioxidante, relacionadas ao sistema imune, aumento das sinteses de
fibroblastos e também a proliferacdo Ossea (LIMA, 2009; GIACOMOZZI, 2022). Os Unicos
mamiferos incapazes de sintetizar o AA séo os seres humanos. Neste sentido, atualmente, se investiga
como ampliar a permeacdo dos principios ativos através da pele, pois assim seria possivel inibir os
efeitos sistémicos, eventuais superdosagens e consequentemente estudar qual seria 0 comportamento
do AA frente a fonoforese. Entretanto, existem poucos estudos que confirmem a real permeacéo de
principios ativos na pele. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi analisar a liberacdo, permeacao e
retencdo do AA associado ao US terapéutico em sistema de difusdo vertical, frente a aplicacdo de

fonoforese in vitro, para que se possa compreender a efetividade do seu emprego terapéutico.

Metodologia

Pesquisa experimental, de analise quantitativa, na qual foi avaliada a liberacdo, retencéo e

permeacao in vitro do &cido ascorbico em sistema de difusao vertical.
Reagentes e Materiais

Nos ensaios de incidéncia de onda sonica, as amostras utilizadas para as analises foram
alcancadas a partir do gel de hidroxietilcelulose associado ao principio ativo AA 5%, obtido através
de manipulacdo. Para a realizacdo deste estudo, foram necessarios materiais como: Célula de difusdo
tipo Franz, barra magnética, tubos falcon, dgua deionizada, agua, alcool etilico absoluto 99,5%,
metanol, membrana de acetato de celulose, fita transpore, agitador magnético, vortex, banho

termostatizado, banho ultrassénico, US terapéutico.
Aplicacdo do ultrassom terapéutico in vitro

O aparelho de US terapéutico utilizado para a pesquisa foi fornecido pela empresa DGM

eletronica Ltda., sendo este com frequéncia 3 MHz, 1,0 W/cm? de poténcia e ciclo pulsado a 5%.
Anaélise da liberacgo do Acido Ascorbico

O estudo de liberacdo do AA foi realizado a partir de uma célula de difuséo vertical tipo Franz,
com solucdo receptora de &gua e alcool etilico 99,5%, com propor¢éo de 1:1, de acordo com as normas
da FDA (Food and Drug Administration). Com a finalidade de separar o meio doador do receptor,

foi disposta uma membrana de acetato de celulose (Sartorius Stedim Biotech) com porosidade de 0,45
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MM. Foi utilizado um banho termostatizado, com agua aquecida a 37°C, a fim de simular a
temperatura corporea. Para manter a homogeneidade da amostra foi utilizado um agitador magnético
inserido no interior do compartimento receptor.

Foram realizadas andlises com e sem aplicacdo da fonoforese, a partir de varreduras
espectrofotométricas de 190 a 990 nm, nos tempos de 5, 10, 15 e 20 minutos, cada tempo realizado
em triplicada. A absorcdo do composto ocorre no comprimento de onda préximo a 251nm como a
regido de absorbancia maxima. Os ensaios foram obtidos por meio de um espectrofotémetro Cary
100 Bio UV/Vis.

Analise da retencéo e permeacdo do Acido Ascorbico em pele de suino

Para detectar a permeacgdo in vitro do AA, foram utilizados os mesmos parametros da
espectrofotometria supracitados e 0 mesmo sistema de difusao vertical.

No caso da retencdo, utilizou-se um sistema com 12 fitas de 3 cm de comprimento e 1 cm de
largura, sendo que a primeira foi descartada e as outras 11 foram utilizadas para a realizacdo da
analise. Todas foram posicionadas no mesmo local, no qual foi simulado um processo de depilacéo,
para se realizar a retirada do estrato corneo. As fitas foram colocadas em um tubo Falcon, no qual se
misturou uma solucdo de 4mL de solucdo metanol com agua, com proporcao de 1:1, que apos foi
posicionado no agitador magnético durante 1 minuto para manter a homogeneidade da amostra e por
fim expor a um banho termostatizado com agua aquecida a 37°C, durante 30 minutos.

Ainda na avaliacdo de retencdo na epiderme, a mesma foi separada e colocada em outro tubo
Falcon. Também se acrescentou a mesma solucdo de metanol com agua, com a quantidade de 4 mL,
e em seguida foi posicionado sobre o agitador magnético e exposto ao banho termostatizado com
agua a temperatura de 37°C, durante 30 minutos.

A permeacdo do AA em contato com a pele suina foi analisada através de um sistema in vitro
em uma célula de difusdo vertical tipo Franz. No grupo controle, ndo foi utilizada a técnica de
fonoforese e no grupo US foi utilizada a técnica associada ao US terapéutico. Foram realizadas
andlises de varreduras espectrofotométricas (Cary 100 Bio UV/Vis), com comprimento de onda de
190 a 990 nm, sendo que os tempos de 20 minutos, 1 hora e 2 horas foram realizados em triplicada,
a absorcdo do composto ocorrera no comprimento de onda de 251nm.

Os resultados foram expressos em média * erro padrdo da média (EPM). Para averiguar a
normalidade dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Utilizou-se o Teste de t de Student para
0s parametros com os dois grupos. Em todos os casos, 0s resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando p<0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando o

software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) verséo 18.0.
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Resultados e Discussdes
Andlise da liberagio do Acido Ascorbico

A partir da curva de calibragcdo com equacéo da reta, sendo que a curva obtida foi y= 27,4644
—0,04297.x, com R = 0,9862 e pico em 251nm, pode-se comparar a liberacdo do AA 5% para 0 meio
receptor com e sem a aplicacdo da fonoforese nos tempos de 5, 10, 15 e 20 minutos, conforme Grafico
1. Todas as amostras foram realizadas em triplicatas.

liberacao
0.15- C3 5 min
" = 10 min
— B8 15 min
it Bl 20 min
- *
-
S 0.05-
£
0.00 y Y e
CT US CT US CT US CT US
-0.05-

Grafico 1 — Comparacéo da liberacdo do AA através da membrana de acetato de celulose, com e sem
a aplicacdo do ultrassom terapéutico nos tempos de 5, 10, 15 e 20 minutos.
CT: Grupo controle

US: Grupo que foi utilizada a técnica de fonoforese associada ao ultrassom terapéutico

Os resultados demonstrados no Grafico 1 mostram que existe diferenca em termos de
liberacdo do ativo para a solugéo receptora quando aplicada a técnica de fonoforese nos tempos de 5
e 10 minutos. Em contrapartida, a mesma diferenca ndao pode ser evidenciada nos tempos
subsequentes.

Pesquisas demonstram a capacidade das ondas sonoras de ampliar a liberacdo de diferentes
ativos a partir de metodologias semelhantes. Valandro e colaboradores (2015) verificaram que ha
uma maior liberacdo da rutina quando combinada ao US terapéutico, assim como, a cafeina teve
incremento na sua liberacdo neste tipo de analise quando associado a fonoforese (TASSINARY et
al., 2011; PINHEIRO et al., 2023). A importancia neste tipo de analise esta diretamente relacionada
ao fato de que uma maior saida dos principios ativos de seus veiculos é diretamente proporcional a
uma maior permeacdo e retencdo dos mesmos, subsequentemente (MARTINS et al., 2002;
ALMEIDA et al., 2023).

Cabe ressaltar que nossos resultados corroboram com a literatura, e confirmam investigacoes

que pressupdem que em sistema de difusdo vertical, o US tem a capacidade de aumentar a absorgéo
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espectrofotométrica de substancias (BIANCHETTI et al., 2009; KENSY, 2021). Neste sentido, e
levando em consideracdo os resultados iniciais, avaliamos, por conseguinte a retencdo do AA de

acordo com modelo ja mencionado na metodologia.
Analise da retencéo e permeacdo do Acido Ascérbico

O Gréfico 2 mostra a retencdo do AA 5% no estrato cdrneo, com e sem a aplicacdo da
fonoforese nos tempos de 20 minutos, 1 e 2 horas.

retecao estrato corneo

20 min
0.15 * =
.r = 1 hora
@ 2 horas
0.10 T
-
(o))
=
0.05-4 —
-
0.00 T T T T
CT us CT us CT us

Grafico 2 — Comparacéo da retencdo do AA no estrato corneo em pele de suino, com e sem a aplicagédo
da fonoforese nos tempos de 20 minutos, 1 e 2 horas.
CT: Grupo controle

US: Grupo que foi utilizada a técnica de fonoforese associada ao ultrassom terapéutico

Os resultados dispostos no Gréafico 2 revelam que existe diferenca em termos de retencdo do
ativo no estrato corneo quando aplicada a técnica de fonoforese no tempo de 1 hora, sendo este
incremento significativo de 150%. Cabe frisar que o mesmo ndo pbde ser evidenciado no tempo
inicial de 20 minutos, tdo pouco apds 2 horas.

E importante mencionar que o estrato crneo é uma camada da pele que possui alta resisténcia
quanto a penetracdo de ativos e quando associado ao US, este, por sua vez, pode reduzir cerca de 30
% essa resisténcia, visto que ele desorganiza esta camada da pele (MITRAGOTRI et al., 1995;
ALMEIDA et al., 2023).

O Gréfico 3 mostra a retencdo do AA 5% na epiderme, com e sem a aplicacdo da fonoforese

nos tempos de 20 minutos, 1 e 2 horas.
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Gréafico 3 — Comparacao da retengdo do AA na epiderme em pele de suino, com e sem a aplicagdo da
fonoforese nos tempos de 20 minutos, 1 e 2 horas.
CT: Grupo controle

US: Grupo que foi utilizada a técnica de fonoforese associada ao ultrassom terapéutico

Os resultados de retencdo na epiderme seguiram a mesma tendéncia anteriormente descrita no
ensaio do estrato corneo. Néo se evidenciou diferenca entre os grupos ultrassom e controle nos tempos
de 20 minutos e 2 horas, entretanto, no tempo de 1 hora o ultrassom incrementou a retencéo do ativo
em 58%.

O Gréfico 4 demonstra a retencdo do AA 5% na derme, com e sem a aplicacdo da fonoforese

nos tempos de 20 minutos, 1 e 2 horas.

retencao derme
3 20 min

= 1 hora
M 2 horas

0.15+

0.10- T

0.054

0.00 T T U 1
CT us CT us CT us

Gréfico 4 — Comparacdo da retencdo do AA na derme em pele de suino, com e sem a aplicacéo da
fonoforese nos tempos de 20 minutos, 1 e 2 horas.

CT: Grupo controle
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US: Grupo que foi utilizada a técnica de fonoforese associada ao ultrassom terapéutico

Os nossos resultados denotam que néo existe diferenca em termos de retencdo do AA na derme
associado a fonoforese, quando comparado com o grupo controle, em todos 0s tempos analisados.

Por fim, avaliamos a permeacdo do AA 5% com e sem a aplicacdo da fonoforese nos tempos
de 20 minutos, 1 e 2 horas.

permeacao
0.015- L S
3 1 hora
e B 2 horas
0.010- T
a
= T
S
0.005- T
0.000 T T T T
CT Uus CT Us

Grafico 5 — Comparacdo da permeacdo do AA em pele de suino, com e sem a aplicacdo da fonoforese
nos tempos de 20 minutos, 1 e 2 horas.

CT: Grupo controle

US: Grupo que foi utilizada a técnica de fonoforese associada ao ultrassom terapéutico

Conforme grafico 5, os resultados retratam que néo existe diferenca em termos de permeacéo
do AA para o meio receptor independente da aplicacdo do ultrassom terapéutico nos tempos de 20
minutos, 1 e 2 horas.

Em sintese, 0 US se mostrou favoravel no que diz respeito a ampliar a retencdo do AA quando
comparado com o grupo controle nos tempos de 1 hora para estrato corneo e epiderme. Conforme
descrito anteriormente, a fonoforese vem sendo muito estudada devido aos seus potenciais benéficos.
Contudo, ainda sdo raros estudos que se dediquem a explicar a atuacdo da onda sonora na permeacao
de substancias terapéuticas sobre a via cutanea. Jesus et al. (2006) e Rocha et al. (2016) sugerem que
os efeitos do US nestes sistemas aceleram a reabilitacdo, diminuindo o tempo de tratamento,
aumentando assim, a taxa de absorcdo dos compostos utilizados. Por apresentar efeitos térmicos e
mecénicos, a onda sonora amplia e acelera a permeacdo na pele de substéncias farmacoldgicas e

cosméticas.
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Cabe descrever que o US gera uma onda acustica, também chamada de cavitagdo, capaz de
aumentar a permeacao de principios ativos sobre a pele e esta, por sua vez, é capaz de desorganizar a
camada cérnea produzindo a formacdo de microbolhas gasosas, que rapidamente se rompem,
permitindo a passagem do farmaco (MILLER, 2000; UEDA et al., 1996; FANG et al., 1999; SILVA,
LEITE, ARAUJO, 2023).

Segundo Ebrahimi e colaboradores (2012), o mecanismo chamado microstreaming é o
principal meio responsavel pela fonoforese em estudos in vitro. E uma manifestacio acustica que se
relaciona com movimentos de forca e deformacdes que se faz presente em meios liquidos. Os efeitos
sdo estabelecidos de acordo com a oscila¢do, o crescimento e o colapso de bolhas de gas que estdo
sobre pressdo da onda sonora em um meio, neste caso, 0 &cido ascdrbico 5%.

Sobre a ndo diferenca de retencdo nos demais tempos analisados e também nos ensaios de
permeacdo entre o grupo US e controle, sugere-se maiores investigacdes no que diz respeito as
estruturas das camadas de pele e tambem, a natureza da molécula estudada apés a incidéncia da onda
ultrassdnica, uma vez que, para se ter uma liberacéo e permeacdo de um ativo na pele, as propriedades
fisico-quimicas da molécula, condic¢bes do tecido cutaneo e do perfil do veiculo farmacéutico séo
variaveis importantes conforme relatam SILV A e colaboradores (2010) e CHORILLI e colaboradores
(2017), cujos estudos apontam que a permeacdo transdérmica dos ativos necessita da analogia do
composto, com o tipo celular encontrado nas camadas da pele, da estrutura do ativo, do pH, acidez

do meio, entre outros fatores.

Conclusoes

Atualmente, profissionais de diferentes areas da saude vem aplicando substancias
farmacologicamente ativas através da pele para o interior dos tecidos cutaneos, sob influéncia da onda
sbnica terapéutica, a fim de obterem resultados clinicos mais rapidos e seguros. Neste sentido, cabe
a preposicdo de investigacOes cientificas acerca do assunto.

Os resultados do presente estudo sugerem que existe diferenca em termos de liberacdo do AA
5% para a solucdo receptora, quando aplicada a fonoforese nos tempos de 5 e 10 minutos. Ja nos
ensaios de 1 hora na retencdo do ativo no estrato corneo e epiderme, o US teve a capacidade de
incrementar em 150% e 58%, respectivamente, a concentragdo do mesmo; nos demais ensaios de
retencdo nédo existiu diferenca entre os grupos controle e tratado em todos os tempos analisados,

levando em consideracdo fatos j& relacionados a liberagdo, retencdo e permeacdo de substancias
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terapéuticas sobre a via transdérmica, como por exemplo, natureza da molécula e efeitos fisicos do
US. Dada a relevancia do tema e o crescente interesse dos profissionais no tema abordado neste

estudo, sugere-se que as investigacdes continuem.
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