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RESUMO Introducao: A fonoforese baseia-se na utilizagao do ultrassom para provocar perturbagao dos tecidos, gerando assim,
um movimento rapido das particulas, facilitando a absorgao do farmaco.

Objetivo: Estudar a liberagdo in vitro da hidrocortisona frente a aplicagcdo de fonoforese, nos modos continuo e
pulsado, a fim de avaliar a real eficicia do seu emprego terapéutico.

Materiais e Métodos: Para a realizagdo do estudo foi utilizada hidrocortisona em gel, manipulada em farmécia
magistral. Foram feitas analises com a membrana de acetato de celulose associado a hidrocortisona com e sem a
aplicagao da fonoforese, utilizando ultrassom no modo continuo e pulsado nos tempos de 0, 5, 10, 15 e 20 minutos
de aplicagao. As andlises foram realizadas em triplicata.

Resultados: Os resultados sugerem uma maior liberagao da hidrocortisona quando associada a onda sonica
terapéutica. Foi constatado, também, que o ultrassom no modo continuo é mais efetivo quando comparado com
o modo pulsado a partir de 5 minutos de aplicagao. Nos tempos de 10, 15 e 20 minutos o ultrassom ajustado no
modo continuo se mostrou mais efetivo no que diz respeito a liberagao do farmaco quando comparado com o modo
pulsado, com aumento de 585, 302 e 260% respectivamente.

Conclusao: O ultrassom no modo continuo é mais efetivo quando comparado com o modo pulsado a 5%, a partir
de 5 minutos de aplicagao, para liberagao e permeagao da hidrocortisona 1% em sistema de difusao vertical.

Palavras-chave: ultrassom; fonoforese; técnicas in vitro.

ABSTRACT Introduction: Phonophoresis is based on the disruption of tissue that generates fast moving particles, facilitating drug absorption.

Objective: The aim of this study is to measure the release of hydrocortisone by the application of in vitro phonophoresis in continuous
and pulsed mode.

Materials and Methods: In order to perform the evaluations, hydrocortisone in gel, manipulated in compounding pharmacy,
was used. Analysis were made in cellulose acetate membrane associated with hydrocortisone with and without the application of
phonophoresis, applying continuous and pulsed ultrasound at the 0, 5, 10, 15 and 20 minute application times. The analyzes were
performed in triplicate.

Results: The results suggest a greater release of hydrocortisone when associated to the therapeutic sonic wave. It was also found that
the ultrasound in the continuous mode is more effective when compared to the pulsed mode after 5 minutes of application. At 10,
15 and 20 minutes the ultrasound adjusted in the continuous mode was more effective. Drug release has increased, when compared
to the pulsed mode, in 585, 302 and 260%, respectively.

Conclusion: Continuous-mode ultrasound is more effective when compared to pulsed mode at 5%, from 5 minutes of application,
for release and permeation of 1% hydrocortisone in a vertical diffusion system.

Keywords: ultrasound; phonophoresis; in vitro technique.
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INTRODUCAO

O sistema tegumentar é composto pela derme e epider-
me, formando assim o maior 6rgao do corpo humano. Esse
sistema era reconhecido como um obstaculo impermeavel,
com o objetivo de proteger o corpo. No entanto, atualmente,
reconhece-se que a pele intacta pode ser usada como
uma porta de administracao local ou sistémica de subs-
tancias'. A administracao transdérmica de farmacos oferece
muitas vantagens sobre outras vias de administragdo,
tais como: obter efetividade no tratamento associada
a facilidade de aplicagdo, transferéncia competente do
principio ativo e inibicdo de potenciais efeitos sistémicos
colaterais?.

Na prética clinica sdao inGmeros os recursos eletro-
fototerapéuticos que vém sendo estudados, tanto in vitro
quanto in vivo, para potencializar a permeagao transdérmica
de farmacos e facilitar o tratamento das lesbes nos tecidos
moles e alivio da dor. Dentre eles destaca-se a fonoforese.
Segundo Lee et al.?, ela aumenta a liberagao transdérmica
de vérias drogas de baixo peso molecular e proteinas de
alto peso molecular na pele humana®. Além disso, o efeito
mecanico da onda sonora proporciona tratamento de
distarbios musculoesqueléticos, uma vez que tem efeito
benéfico no reparo tecidual.

O ultrassom (US) foi descoberto em 1917, produzido por
um cristal de quartzo vibrante e submetido a uma corrente de
alta frequéncia. Hoje utilizam-se cristais ceramicos sintéticos
para a fabricagdo. A liga Pb-Zr-Ti ¢ um dos materiais aplicados
que garante a passagem de corrente elétrica, e é excelente
para conversao em vibragdes mecanicas que tém extrema
importancia para o bom funcionamento do equipamento,
visto que as vibragdes acionam particulas que geram ondas
por efeito de compressao e descompressao*.

Ha décadas profissionais da drea da salde utilizam o
ultrassom para a aplicagdo de medicamentos tépicos com
o objetivo de aumentar o nivel de penetragdo do farmaco e
diminuir efeitos adversos do medicamento no organismo. A
técnica se baseia na utilizacao das forcas da corrente acustica
gerada pelo ultrassom. Elas influenciarao na migracao das
moléculas de farmacos através da pele’.

Diversos ativos esteroides podem ser aplicados por
fonoforese, assim como muitos outros farmacos anti-
inflamatérios nao esteroides®. O uso da hidrocortisona é
clinicamente muito difundido em funcao do seu efeito anti-
inflamatério, sendo utilizado em diversas patologias, como
bursite, tendinite e ponto gatilho. A fonoforese associada
a hidrocortisona’” também tem sido citada como positiva
no tratamento de muitas afeccbes cutdneas, como, por
exemplo, psorfase, esclerodermia e prurido®°.

A onda sonora pode ser utilizada como promotora
transdérmica de farmacos, tanto na ciclagem do equi-
pamento no modo continuo (efeito térmico) quanto pulsado
(efeito mecanico)'®. Os efeitos térmicos e 0 nao térmico
sao importantes, e ambos podem aumentar a difusdo de
principios ativos aplicados topicamente'.

Nao existe, no entanto, um consenso quanto a qual
parametro da onda sonora atua de forma mais efetiva
na fonoforese (pulsada ou continua), e também sao raras
as investigagoes in vitro que discutem o efeito da onda
ultrassonica na liberacdao da hidrocortisona. Levando em
consideracao a ampla utilizagdo da técnica associada ao
farmaco na prética clinica e ao déficit de estudos acerca
do assunto, o objetivo da pesquisa foi avaliar o efeito do
ultrassom continuo e pulsado associado a hidrocortisona 1%
na liberagdo do farmaco em sistema de difusao vertical in
vitro.

MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foi realizada a avaliagao in vitro da
permeagao da hidrocortisona com e sem a aplicagdo do
ultrassom continuo e pulsado. Por se tratar de um estudo in
vitro, hd a dispensabilidade de aprovagdo em um Comité de
Etica em Pesquisa (CEP).

Reagentes e preparo das amostras

Foram utilizadas pele de muda de cobra Boa Constrictor.
Apbs a coleta da pele, esta foi dissecada por dois dias em
temperatura ambiente. Para a utilizagao da pele da cobra
foram descartadas partes septadas e com furos.

Para andlise da liberacao, utilizou-se Acetato de hidro-
cortisona comercial (1%) contendo gel de carbopol em meio
hidroalcodlico. Essa concentracao de hidrocortisona foi
utilizada por ser comumente administrada na pratica clinica
fisioterapéutica.

Nos ensaios de liberacado utilizou-se um sistema de difusao
vertical com membrana de acetato de celulose para analisar
a liberagao do ativo quando em contato com a pele humana,
de acordo com as normas da Food and Drug Administration
(FDA)'?, com solugao receptora contendo agua/élcool etilico.

Aplicagao in vitro do ultrassom terapéutico

O aparelho de ultrassom utilizado no experimento foi da
marca Tone Derm, com cabecote de 1 MHz, ocorrendo seu
uso na area da fisioterapia nas frequéncias de 1 e 3MHz. O
equipamento foi fornecido pelo Nicleo de Eletrofotoquimica
e Materiais Poliméricos da UNIVATES. Os pardmetros
utilizados foram: modo continuo com dose de 1,0 W/cm?2
e modo pulsado 5%, com frequéncia de pulso de 32Hz e
dose de 1,0W/cmz2.
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Analise de liberacao da hidrocortisona em
sistema de difusao vertical

As amostras foram analisadas com e sem a aplicagao
da fonoforese, sendo analisado o grupo controle e o grupo
tratado. O grupo controle é composto por permeagao e
liberagao do principio ativo sem a utilizacao de ativadores,
e o grupo tratado é composto por permeagdo e liberacao
do farmaco com a utilizagao do ultrassom terapéutico. As
amostras foram analisadas nos tempos de 0, 5, 10, 15 e
20 minutos, todas realizadas em triplicata. As analises de
liberacao da hidrocortisona foram realizadas em uma célula
de difusao vertical tipo Franz, com solugao receptora de agua
deionizada e 4lcool etilico 99,5% com proporgdo de 1:1,
contendo uma membrana de acetato de celulose (Sartorius
Stedim Biotech) com porosidade de 0,45um e area de
7,06cm?. Essa foi utilizada com a finalidade de separar os
compartimentos doador e receptor, formando uma barreira
nao interferente a um fluido denominado doador a solucgao
receptora'’.

A célula de difusao foi introduzida em banho ter-
mostatizado (MARCONI) a 372C, simulando a temperatura
corporal. Em contato com a membrana foi adicionado o
agente acoplador, hidrocortisona em gel. Foram comparados
0s grupos tratados e controle, no qual o tratado é o grupo que
apresenta os beneficios da fonoforese e o grupo controle é o
farmaco sem a associagao do US. A avaliagao da quantidade
de hidrocortisona permeada foi realizada de acordo com
estudo prévio do grupo de pesquisa’.

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em termos da média e erro
padrao da média (EPM). Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk
para averiguar a normalidade dos dados. Para a comparagao
de parametros envolvendo dois grupos, foi utilizado o
teste t de Student. Em todos os casos, os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.
Todas as andlises foram realizadas utilizando o software SPSS
(StatisticalPackage for the Social Sciences) versao 18.0.

RESULTADOS

Anadlise de liberacao da hidrocortisona

A partir de um sistema de difusao vertical com mem-
brana de acetato de celulose avaliou-se a liberacdo de
hidrocortisona com e sem aplicagdo de onda ultrassdnica.
Para a realizacao da andlise, efetuou-se varredura de toda a
faixa espectral (190-900 nm), apresentando a hidrocortisona
pico com absorbancia maxima em 254 nm. Os dados obtidos
sao apresentados na Figura 1, que mostra os resultados de

liberagao de hidrocortisona 1%, com e sem aplicagao de
ultrassom continuo e pulsado, nos tempos de 5, 10, 15 e
20 minutos.

Conforme representado na Figura 1, a aplicagdo do
ultrassom pulsado (USP) apresentou diferenca estatistica em
termos de liberacao do ativo para o meio receptor quando
comparado com o controle apenas no tempo de 20 minutos.
J& o ultrassom ajustado no modo continuo (USC) apresentou
um incremento significativo de liberagao do ativo nos tempos
10, 15 e 20 minutos, quando comparado com o grupo
controle.

Em termos de valores encontrados neste estudo, com
variagdo estatistica, visualizados no grafico da Figura 1,
para o tempo de 10 minutos de avaliagdo de permeacao,
para o grupo controle, o valor médio foi de 0,071433 mgL™,
enquanto que para o ultrassom continuo o valor é igual a
6,629067 mgL"' (p=0,0496). Ja para o tempo de 15 mi-
nutos, na comparagao do controle com o modo continuo,
os valores médios encontrados sdo, respectivamente,
3,4486 mgL' e 13,55567 mgL! (p=0,0178). Ainda, no tem-
po de 20 minutos, a quantidade permeada para o grupo
controle foi de 6,35mgL"", com incremento para o modo pul-
sado, apresentando este valor de permeacgao de 7,57mgL"
(p=0,0493); e para o modo controle, o valor permeado
médio foi de 19,62 (p<0.0001).

251 3 Controle
@ USP b
207 Il USC
4
5 *%
E 154
3
g
£ 104 * Kk
Q
54
L & [
5

10 15 20

Tempo (min)

Figura 1. Comparagao da liberagao da hidrocortisona sem e com aplicagao
do ultrassom continuo (USC) e pulsado (USP) nos tempos de 5, 10, 15 e
20 minutos. * p<0,05 vs. Controle 10 minutos; ** p<0,05 vs. Controle 15
minutos; *** p<0,05 vs. Controle 20 minutos.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos evidenciam que nao existe
diferenca em termos de liberagao da hidrocortisona quando
ha a comparagao do ultrassom continuo e pulsado no tempo
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de 5 minutos. No entanto, nos tempos de 10, 15 e 20 mi-
nutos, o ultrassom ajustado no modo continuo se mostrou
mais efetivo no que diz respeito a liberagao do farmaco
quando comparado com o modo pulsado, com aumento de
585, 302 e 260%, respectivamente.

Dentre os mecanismos fisicos envolvidos na fonoforese,
acredita-se que a temperatura e a agitagdo podem provocar
melhorias no que diz respeito ao aumento do fluxo de
farmacos. No entanto, esses fatores ndo sao suficientes para
explicar tal fenémeno™. Estudos previamente realizados
relatam que o ultrassom provavelmente aumenta o trans-
porte de farmacos por cavitagdo, corrente aclstica e
aquecimento'.

Ainda, a corrente actstica tem sido indicada como
mecanismo responsavel pela agao da fonoforese in vitro
através de membranas's, e a cavitacao aclstica, a partir
da formacdo de cavidades gasosas colapsadas, teria a
capacidade de atuar sobre o meio de acoplamento alterando
caracteristicas do composto, e/ou facilitando a liberagdo da
forma farmacéutica utilizada'. E possivel que o incremento
da liberagcdo da hidrocortisona esteja associado a esses
fenémenos fisicos, ou seja, a radiagao sonora exerce pressao
sobre as moléculas dos farmacos'’, ampliando assim sua
liberagdo para a solugao receptora.

Os efeitos térmicos e mecanicos do ultrassom levam
a alteragdes fisicas e quimicas dos tecidos bioldgicos,
favorecendo, assim, a penetragao dos principios ativos
presentes nas substancias de uso tépico. O aumento de
temperatura da pele resultante da absorcao de energia da
onda sonora pode incrementar ainda mais o coeficiente de
permeabilidade de um farmaco™, ou seja, o aquecimento
da édrea a ser tratada aumenta a absorgao da medicacao
nos tecidos por gerar um aumento do fluxo sanguineo,
dilatando os foliculos pilosos, reduzindo a resisténcia da
pele e aumentando a transferéncia cinética do ativo'®. Cabe
também destacar que este aquecimento, com aplicagiao da
fonoforese, promove um incremento de temperatura médio
de 12°C no principio ativo presente no sistema in vitro e
de 17°C no sistema receptor'. E importante salientar que
esse nivel de aquecimento ndo promove a modificagdao
estrutural do composto ativo estudado, informagao esta
confirmada pelos espectros obtidos antes e apds o processo
de permeagdo, que ndo evidenciam degradacdo da
hidrocortisona, com manutencao do pico de absorgao.

Em estudos previamente realizados, a difusao de farmacos
como a hidrocortisona, manitol e estradiol foi analisada
em experimentos com modelos animais, e foi observado
um aumento de difusdo para os trés medicamentos com a
aplicacdo de fonoforese em comparagdo com os controles,
tendo os autores apontado o efeito térmico do ultrassom

como o principal fator para aumentar a permeagao
percutdnea’®. Em outro estudo, os efeitos positivos do
ultrassom associados a hidrocortisona, quando comparado
com a aplicagao tépica, no processo de tenotomia do tendao
de aquiles de ratos foram comprovados. Foi constatado que a
fonoforese é o método mais eficiente, demonstrando que o
US estimulou a aceleracdo do processo de reparo tecidual e
induziu a permeacao transcutanea de hidrocortisona?.

Dessa forma, o presente estudo amplia a compreensao
dos fendmenos e transportes ocorridos, ja que os resultados
obtidos demonstraram que o modo continuo é mais efetivo
na entrega da hidrocortisona em comparagdo ao modo
pulsado. Comparando os resultados do presente estudo
com valores de trabalhos ja publicados na literatura®, as
solugdes de isoniazida e rifampicina foram administradas
transdermicamente com ou sem fonoforese em porcos-
da-india durante 0,5h. Houve um aumento significativo
de presenca do medicamento no local aplicado e também
na corrente sanguinea quando comparado a utilizagdo da
aplicagdo transdérmica sem o auxilio do ultrassom. Sabe-
se, também, que o aumento de temperatura causada pela
libertagao de energia incrementa a difusividade e a cinética
do farmaco, conforme estudos realizados™. E possivel,
também, que o efeito térmico do ultrassom continuo
tenha atuado de forma efetiva sobre a estrutura quimica
do farmaco, facilitando a liberacdo da forma farmacéutica.
Estudos mostram que a velocidade de liberagao de uma
substancia é determinada pela caracteristica do préprio
polimero e também por condigbes ambientais, tais como pH
e temperatura?'. Investigacoes ja realizadas corroboram este
fato, descrevendo que, além da temperatura de transicao
vitrea, a quantidade de liberagdo de um ativo também estd
associada a superficie, como hidrofilicidade, lubrificagao,
lisura, energia de superficie, adesao e solubilidade??.

Em termos de limitagdes do presente estudo, cabe
salientar que o mesmo é realizado in vitro, podendo
ter, portanto, efeitos térmicos e mecanicos ligeiramente
alterados, considerando, por exemplo, questdes reoldgicas
quando da aplicacao in vivo, além de passagens preferenciais
quando a estrutura da pele é atingida pelo efeito do US.

A administracdo transdérmica de farmacos oferece
muitas vantagens sobre outras vias de administracao, e um
fator relevante na pratica clinica é a potencializagao desse
processo. Como fase inicial para tal andlise identificou-se
a capacidade de liberagao das substancias. Os resultados
sugerem maior liberagao da hidrocortisona quando associada
a onda sonica terapéutica, ou seja, o ultrassom se apresentou
como facilitador no processo de liberagao da hidrocortisona
para o meio. Outro fator relevante sdao os parametros
utilizados no equipamento para acentuar a liberacdo do
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farmaco, tendo os resultados deste estudo demonstrado
que o ultrassom no modo continuo é mais efetivo quando
comparado com o modo pulsado a 5%, a partir de 5 minutos

de aplicagao, para liberacao e permeagao da hidrocortisona

1% em sistema de difusdo vertical.
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